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Mehanizmi relaksantnog efekta natrijum-sulfida na uterus pacova in vitro:
efektorne vrste i ciljne molekulske strukture

REZIME

Kontrakcije uterusa su vaZzne za regulaciju brojnih reproduktivnih
funkcija. Neregularna i neadekvatna aktivnost uterusa povezana je sa brojnim
patoloSkim stanjima: neplodnost, neadekavtna implantacija, dismenoreja, kasne
trudnote 1 prevremeni porodaji. Kontraktilnost uterusa regulisana je
kompleksnom elektrofizioloSkom mreZom koja moZe biti modulirana razli¢itim
farmakoloskim i signalnim molekulima.

Uterus se karakteriSe izuzetnom osobinom, brzom adaptacijom iz stanja
mirovanja u oscilatorne cikluse jakih kontrakcija. Ovo je omoguceno zahvaljujuci
aktivnosti ¢elija koje su sposobne da remodeliraju svoje signalne puteve.

Endogeno-sintetisani vodonik-sulfid (Hz2S), koji je zajedno sa azot-
monoksidom i ugljen-monoksidom prepoznat kao gasoviti transmiter, ima
signalnu ulogu i u uterusu. Vodonik-sulfid redukuje kontrakcije uterusa i
prepoznat je kao agens velikog potencijala u tretmanu oboljenja uterusa. Do sada
nisu uradene detaljnije studije, koje su dale uvid u mehanizme njegovog
relaksantnog dejstva na uterusu, te je to od znacajnog interesa. Nije poznatoda li su
bioloski efekti sulfida posredovani njegovim molekulskim oblikom (H2S) ili
tiolatnim anjonom (HS-).

Rezultati ove disertacije implicirali su da molekulska i anjonska forma ne
mogu imati identi¢ne farmakoloske efekte, ukljucujuci i regulaciju konraktilnosti.
Efekti H2S/HS- na relaksaciju uterusa uporedeni su sa efektom metantiol (CH3SH,
koji ,imitira“ H2S). UoCene razlike mogu biti posljedica specificne aktivnosti HS-
jona. Ujedno, ovo uporedivanje moZe biti jedan od nacina za razlikovanje efekata
H2S i HS-. Metabolizam CH3SH je povezan sa sulfidom, budu¢i da se H2S metiluje do
CHs3SH i ova metilacija moZe biti novi nac¢in modulacije H2S efekata in vivo.
[spitivano je uceSce jonskih kanala (K*, Ca2*, Cl-), kao posrednika u relaksaciji
uterusa indukovanoj sa H2S/HS-. Nadeno je da sulfid izaziva reverzibilnu
koncentracijski-zavisnu relaksaciju koja je posredovana DIDS-osjetljivim CI-

kanalom. Dodatno, pokazano je da je DIDS-osjetljivi CaCC kanal (engl. Ca?*-



activated chloride channel), bestrofin (engl. bestrophin; BEST-1), prisutan u uterusu
na nivou iRNK i na proteinskom nivou, $to upucuje na njegovu ulogu u regulaciji
kontraktilnosti uterusa. Dobro poznati relaksanti uterusa cAMP i cGMP, nisu vazni
za relaksaciju uterusa izazvanu sulfidom. Premda je poznato da su signalizacija
sulfida i reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive oxygen species; ROS) medusobno
integrisani, vaznost ove komunikacije u regulaciji mehanizama koji kontroliSu
kontraktilnost miometrijuma (poput jonskih kanala) nije do sada izucena. Osim
toga, HS- ima vedi afinitet za metalo-proteine (poput nekih antioksidativnih
enzima) u poredenju sa H2S. Stoga je odredivanjem aktivnosti antioksidativnih
enzima ispitivano da li su razlicite komponente relaksacije uterusa, indukovane
sulfidom, redoks-osjetljive i da li relaksacija nastaje kao rezultat izmijenjene
redoks-ravnoteze. Sulfid je povecao aktivnost CuZnSOD (engl. CuZn superoxide
dismutase). Ispitivanje interakcije sulfida sa CuZnSOD uradeno je EPR tehnikom.
Utvrdena je redukcija Cu?* do Cu*, $to jasno istiCe da je aktivni centar CuZnSOD
,otvoren“ za efekte HS-/H2S. Rezultati molekulskog modelovanja dali su uvid u
mehanizme kojima sulfid moZe modulirati glavne mete, koje su identifikovane kao
posrednici u relaksaciji u farmakoloSkim esejima. Da bi se povecao translacioni
potencijal, efekti sulfida su takode testirani i na humanom miometrijumu.
Pokazano je da je sulfid snazan relaksant trudnog miometrijuma.

Generalno gledano, rezultati ove disertacije osnazili su nalaze o
fizioloSkom znacaju vodonik-sulfida u uterusu i ukazali na njegove ciljne mete -
hloridne kanale. Takode, ovo istrazivanje doprinosi generalnom razumijevanju
molekulskih mehanizama kojima HzS ostvaruje svoje efekte, a mozZe biti od znacaja
za dizajniranje buducih in vivo studija, kao i za razvoj adekvatnog terapeutika koji

bi tretirao poremecaje uterusa vezane za nepravilnu kontraktilnost.

Kljucne rijeci: Uterus, kontraktilnost, H2S/HS-, CaCC, bestrofin, ROS
Naucna oblast: Biohemija

UZa naucna oblast: Biohemijska farmakologija

UDK broj: 577



Mechanisms of sodium sulphide relaxatory effect in rat uterus in vitro:
reactive species and molecular targets

ABSTRACT

Uterine contractions are important in many reproductive functions.
Improper or irregular uterine activity may underlie the common pathological
disorders such as infertility, improper implantation, dysmenorrhea, weak uterine
contraction during labor and preterm labor. The contractile activity of the uterus is
regulated by the complex electrophysiologic network which is highly sensitive to
various pharmacological and signaling molecules. Remarkably, uterus is able to
switch from quiescence to oscillatory cycles of strong contractions. This is
dependent on the activity of the cells being able to remodel their signalling
systems.

Endogenously produced hydrogen sulphide (H2S), which, together with
NO and CO, is a recognized gasotransmitter, also appears to be a signalling
molecule in rat uterus. Hydrogen sulphide reduces uterine contractility, and it is
recognized as a promising treatment for uterine disorders. There were no studies
about mechanistic insights of its relaxatory effect, done so far, and thus is of
potential interest. It is not currently known whether the biological effects of H2S
are mediated directly by H2S or by its derivatives, the most important being the
thiolate anion HS-. The results presented in this thesis imply that it appears
unlikely that molecular and anionic forms have pharmacologically identical
actions, including the regulation of contractility. Pharmacological effects of
H2S/HS- were compared to effects of methanethiol (CH3SH, mimicks H2S), and
observed differences might be a consequence of the specific actions of HS-. This
comparison may represent a useful tool for discrimination between different
actions of H2S and HS-. The metabolism of CH3SH is intertwined with hydrogen
sulfide (H2S), since the later is methylated to CH3SH and this methylation may be a
new way of modulation of HzS effects in vivo.

We investigated the involvement of ion channels (K*, Ca2+, CI-) in the
relaxation of rat uteri induced by H2S/HS-. We found that sulphide induces

reversible concentration-dependent relaxation of uteri via a DIDS-sensitive Cl-



channel. Additionally, we showed that DIDS sensitive, CaCC channel (Ca2*-activated
chloride channel), bestrophin (BEST-1) is present in uterus at both levels - mRNA
and protein, suggesting a role for BEST-1 in the control of uterine contractility.
Well known regulators of uterine contractility cAMP and ¢cGMP seem to be not
important in sulphide relaxation of uteri. Although, it has been known that
hydrogen sulphide and reactive oxygen species (ROS) signalling systems are
integrated, importance of such integration in the regulation of the mechanism that
underlies myometrial contractility (such as ion channels) is not studies so far.
Moreover, HS- has a higher affinity towards metalloproteins (such as antioxidant
enzymes) compared with Hz2S. Therefore, we measured the activity of antioxidant
enzymes with the aim of elucidating whether different components of the
relaxation are redox-sensitive and whether the relaxation occurs as a consequence
of disturbances in the redox homeostasis. Sulphide increased activity of CuZn
superoxide dismutase (CuZnSOD). We applied EPR spectroscopy to further
examine interactions of sulphide with CuZnSOD. This clearly implies that the active
center of CuZnSOD is open to the effects of HS-/H2S. Docking studies provided
some data which could be useful in understanding of mechanisms by which
sulphide modulate main targets which we identified through pharmacological
study. In order to increase the translational potential of performed research,
effects of sulphide was tested on human myometrium. It has been shown that
sulphide is a potent relaxant of human myometrium.

Taken together, work undertaken in this thesis strengthens the evidence
of a physiologically important role for Hz2S in the uterus and suggests it targets -
chloride channels. This research add to our understanding of molecular
mechanisms of HzS effects and will be beneficial in designing future in vivo studies,
and ultimately identifying new therapeutic targets to treat uterine disorders that

are associated with disturbed contractility.

Key words: Uterus, Contractility, H2S/ HS-, CaCC, Bestrophin, ROS
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1.1 Uvod u problematiku teze

Celijsko funkcionisanje je orkestrirano brojnim signalnim molekulima koji
pripadaju razli¢itim klasama jedinjenja ukljucujuci lipide, male i velike peptide,
male organske i neorganske jone (poput Kkalcijuma, cinka), kao i brojne
intermedijere metabolizma. Neki od ovih molekula prenose informaciju na velike
distance, dok drugi pak djeluju lokalno. Takode, oni se mogu razlikovati po nac¢inu
aktivnosti - da li svoje efekte ispoljavaju vezujuci se za ekstracelularne receptore,
odnosno da li su sposobni da produ plazminu membranu i djeluju na nivou
nukleusa vezujudi se za intracelularne receptore.

Gasoviti transmiteri su prosirili konvencionalne koncepte unutarcelijske
komunikacije. Uz epohalno otkri¢e da je radikalski azot-monoksid (NO) signalni
molekul dosla su jo$ dva otrovna gasa ugljenmonoksid (CO) i vodonik-sulfid (H2S),
a njihove brojne uloge u fizioloskim i patofizioloskim procesima su potvrdene (Li i
sar, 2011). Zahvaljuju¢i svojim fizicko-hemijskim svojstvima (lipofilnosti) gasoviti
transmiteri difunduju u ¢eliju da bi interagovali sa njenim ciljnim molekulima.
Klasi¢ni prenosnici prenose signal kroz amplifikaciju u signalnoj kaskadi (dobro
poznati primjer signalizacije posredovane receptorima kuplovanim sa G
proteinima). Suprotno ovom konceptu, gasoviti transmiteri hemijski modifikuju
intracelijske proteine, Sto utice na celijski metabolizam na neposredan nacin.
Upravo lipofilnost i njihova visoka difuziona konstanta onemogucava njihovo
skladiStenje (Sto je osobina konvencionalnih vezikularnih transmitera), ve¢ oni
odmah po sintezi djeluju autokrino ili parakrino. Ovo implicira da biosinteticki
enzimi moraju biti subjekt ekstraordinarnih nijansiranih regulatornih
mehanizama. Pionirski rad Abe i Kimura (Abe i Kimura, 1996) ustanovio je
vodonik-sulfid kao fizioloski medijator. Otkri¢e da izlaganje misa vodonik-sulfidu
(80 ppm) moZe indukovati stanje nalik hibernaciji kod Zivotinja koje normalno ne
hiberniraju, vazno je otkri¢e zbog potencijalnih primjena na humanom organizmu
(Blackstone i sar, 2005). Tokom posljednje dekade, interes za gasne transmitere je

viSestruko porastao o cemu svjedoci broj publikovanih radova (Slika 1.1).
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Slika 1.1. Interes za gasovite transmitere

Neregularna kontraktilnost uterusa moze biti uzrok brojnih oboljenja
poput dismenoreje ili endometrioze. Razumijevanje fiziologije uterusa - ¢ime i
kako je kontrolisana, identifikacija molekulskih osnova koje regulisu ekscitujuce-
kontrahujuce sprezanje, je od klju¢nog znacaja za utvrdivanje taCne sekvence
dogadaja kod fizioloSkih i patofizioloskih promjena elektromehanic¢kog profila
uterusa. Disfunkcionalnost kontraktilnosti je vezana za brojne faktore medu
kojima su neregulisani jonski kanali, kao i reaktivne vrste porijeklom od
molekulskog kiseonika. Takode, nije poznato da li funkcionalne promjene jonskih
kanala koji su glavni regulatori kontraktilnosti uterusa, mogu biti posredovane
reaktivnim vrstama.

Cilj je identifikovati agens koji bi ciljano modulirao kontrakcije uterusa.
Ovo je osobito vazno za spreCavanje prevremenog porodaja, koji mogu nastati kao
posljedica neregulisano-pojacanih kontrakcija. Uzimajué¢i u obzir navedeno,
endogeni molekul koji moZe redukovati kontrakcije je od interesa. Vodonik-sulfid
je prepoznat kao signalni molekul u uterusu koji ima konstruktivnu ulogu u
regulaciji kontraktilnosti. On predstavlja agens velikog potencijala, buduci da se u
uterusu endogeno (enzimatski) sintetiSe. Njegova produkcija je gestacijski-
regulisana (Robinson i Wray, 2012). Studije su pokazale da on redukuje
kontrakcije miometrijuma (glatkog miSi¢a uterusa), kako pacovskog, tako i
humanog (Robinson i Wray, 2012). Stoga regulisanje nivoa H2S predstavlja
atraktivnu metu za terapeutsku manipulaciju disfunkcionalnog uterusa. Poznato je

da relaksira uterus, ali bez preciznih mehanistickih objasnjenja sa aspekta realnih
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hemijskih vrsta koje nastaju (molekulski i/ili jonski oblik) i sa aspekta ciljnih
molekulskih struktura koje posreduju u ostvarenju krajnjeg relaksantnog efekta.
(Bio)hemija vodonik-sulfida vezana je za Hz2S i HS™ vrste koje su prisutne pri
fizioloSkim uslovima. Vodonik-sulfid u molekulskom obliku je reduktant, dok je
tiolatni anjon jak nukleofil. Reduktivna i nukleofilna svojstva H2S/HS™ su najvaZznija
u aspektu biohemije ovih vrsti, koje mogu doprinositi fiziologiji na razlicit i

nezavisan nacin.

U ovoj doktorskoj disertaciji i objavljenim radovima na kojima se ona
zasniva identifikovane su razlike u relaksantom efektu vrsta koji nastaju iz sulfida
u fizioloSkim uslovima. Po prvi put je pokazano da se relaksantni efekat vodonik-
sulfida na netrudnom uterusu ostvaruje posredstvom hloridnih kanala, Sto je
takode doprinosi i razumijevanju uloge anjonskih kanala (bestrofina) u regulaciji
kontraktilnosti uterusa. Utvrdeno je i da su komponente relaksacije redoks-
osjetljive i da vodonik-sulfid modulira aktivost glavnih antioksidativnih enzima.
Ovo moze biti od velikog znacaja, posebno u uslovima kada je miometrijum izloZen
oksidativnom disbalansu. Ovi rezultati bi trebalo da doprinesu definisanju
efektornih vrsta i ciljnih molekulskih struktura relevantnih za objasnjenje
mehanizma ostvarenog efekta in vitro koji su vjerovatno prisutni i in vivo u
fizioloSkim uslovima. Takode, efekti vodonik-sulfida na humanom miometrijumu
zajedno sa predloZenim mehanizmima relaksacije izuCenim na uterusu pacova ¢ine

se obecavajucim u cilju razvoja adekvatnog tokolitika.
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2.1 Uterus

Uterus, odnosno glatki miSi¢ni sloj uterusa - miometrijum, predstavlja organ
izuzetne plasti¢nosti. On je ekscitabilan i sposoban da generiSe spontane ritmicne
kontrakcije koje variraju u frekvenciji i amplitudi tokom menstrualnog ciklusa
(Lammers i sar, 1994). Uterus se kontrahuje tatno odredenom snagom i u
odredeno vrijeme, ostaje relaksiran tokom trudnoce, a zadrZava tonus u
netrudnim, nemenstrualnim periodima. lako hormonalni i biohemijski dogadaji
imaju klju¢nu ulogu u regulaciji aktivnosti uterusa, kontrakcije su kao i kod ostalih
glatkih miSi¢a primarno elektromehanicki dogadaj. U fizioloskim uslovima fazne
razlikuju po funkciji, ali i inervaciji koja reguliSe istu, tako uterus ima aferentnu
inervaciju, ali ne i znacajniju eferentnu, dok npr. beSika ima izraZene obje
inervacije. Krvni sudovi se, primjera radi, karakteriSu tonicnim kontrakcijama, koje
imaju funkciju u odrZavanju dijametra sudova. Fazne kontrakcije, u ovom slucaju,
su posljedica odredenog patoloSkog stanja i uocCavaju se kao spazam. Nakon
porodaja, uterusne kontrakcije postaju toni¢ne, dok ova funkcija nije uocena kod
besike. Stoga je uterus, jedinstven po funkciji, ima fazne i toni¢ne kontrakcije, bez
znacajne nervne kontrole. Identifikacija molekulskih osnova koje leze u osnovi
izmijenjene aktivnosti jonskih kanala, a posledi¢no i ekscituju¢e-kontrahujuéeg
sprezanja je od Kklju¢nog znacaja za utvrdivanje tacne sekvence dogadaja kod
fizioloSkih i patofizioloSkih promjena elektromehanickog profila uterusa, dajuéi na
taj naCin mogucnost identifikacije novih ciljnih struktura vaZznih za terapeutske

intervencije.

211 Anatomija humanog uterusa i uterusa pacova

Uterusi se medu vrstama razlikuju, imaju drugacije morfoloske
karakteristike koje su povezane sa funkcijom. Humani uterus je kruskastog oblika,
koji je u negravidnom stanju oko 6-8 cm, sastoji se iz tri sloja: seroznog,
endometrijuma i glatkog miSi¢nog sloja miometrijuma (Slika 2.1). Premda postoje
jasne razlike u anatomiji humanog i pacovskog uterusa, na nivou glatkog misic¢a oni

pokazuju zavidan stepen sli¢nosti.
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Kod pacova, uterus se sastoji iz dva roga (Slika 2.2). Ovakav oblik uterusa
predstavlja morfoloSku adaptaciju koja omogucava simultani razvoj nekoliko
embriona i viSestruke, uzastopne porodaje. Uterus se sastoji iz tri razlic¢ita sloja:

endometrijuma, miometrijuma i perimetrijuma. Miometrijum ¢ine longitudinalni i

.....

Ligament jajnika
Tijelo uterusa

Fundus uterusa ’

Endometrijum
Miometrijum
Perimetrijum

Forniks vagine
Cerviks uterusa
Vagina

Slika 2.1 Anatomija humanog uterusa
(adaptirano sa: http://www.78stepshealth.us/human-physiology/images/3204_835_1095-
infundibulum-uterine-tube.jpg).

__Adrenalna zljezda

Bubreg

Jainik
Jajovod

Slika 2.2 Anatomija uterusa pacova
(adaptirano sa: http://images.tutorvista.com/content/animal-morphology/female-rat-
reproductive-system.jpeg).

2.1.1.1 Miociti miometrijuma
Kontrakcije uterusa zavise od kontraktilne aktivnosti ¢elijskih elemenata,

miocita uterusa - glatke miSi¢ne Celije miometrijuma (Slika 2.3) (Young, 2007). To
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su celije vretenastog oblika sa jednim jedrom, centralno postavljenim. U
netrudnom uterusu one su od 5-10 um u dijametru i dugacke 30-40 um. Tokom
trudnoce, duZina ¢elija se viSestruko uvecava (300 pm - 600 pm) (Broderick and

Broderick, 1990).

Nivo celije Nivo tkiva Nivo organa

(miocit) (miometrijum) (uterus)

Slika 2.3 Miociti - Celijski elementi kontraktilne aktivnosti uterusa
(adaptirano sa: http://www.ese.wustl.edu/~nehorai/research/ra/uterus_model_files/Figurel.jpg).

Nastanak kontrakcija vezan je za interakciju aktina i miozina u miocitu. U
relaksiranom stanju, miozinski mostovi su odvojeni od aktinskih filamenata.
Tokom kontrahovanja, oni se vezuju $to omogucava nastanak kontrahujuce sile.
Kontraktilna masinerija (miofilamenti, intermedijarni filamenti i tamna tijela) ¢ine
ukupno 80-90% ukupnog volumena miometrijalne Ccelije. Miociti uterusa
funkcioniSu kao sincicijum: miociti su ekscitabilne c¢elije koje produkuju
koordinisane kontrakcije, a ovo je postignuto cCelijskom komunikacijom preko
pukotinastih veza (Wray, 1993) (Slika 2.4). Akcioni potencijali nastali u jednoj
celiji aktiviraju susjedne celije Sto rezultira koordinisanom kontrakcijom cijelog

tkiva, stoga se tkivo ponasa kao ,single unit", odnosno sincicijum.
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Elektriéni sincicijum preko pukotinastih veza

Slika 2.4 Elektri¢ni sincicijum glatkog miSica - aktivnost se prenosi od celije do Celije
zahvaljujuci pukotinastim vezama
(adaptirano sa: http://www.zuniv.net/physiology/book/images/n2-11.jpg).

Plazma membrana miocita uterusa sadrzi specijalizovane regione -
kaveole. Kaveole predstavljaju omega invaginacije membrane. U slucaju celija
glatkog miSica miometrijuma kaveole su prisutne u velikom broju, povecéavajuci
tako povrSinu membrane (Wray i Noble, 2008). Kaveole uterusa su vaZne u
regulaciji brojnih signalnih puteva, a u slucaju uterusa vazne su za regulaciju

signalizacije Ca2* i kontraktilnosti (Lee i sar, 2001).

2.1.1.2 Kontrakcija miometrijuma - vaznost ¢elijske komunikacije

Kontrakcija i relaksacija miometrijuma nastaju kao posledica periodi¢nih
depolarizacija i repolarizacija glatke miSi¢ne celije u formi akcionih potencijala
(Marshall, 1962; Kao, 1989). Depolarizacija membrane je spora i povezana sa
aktivnos¢éu pejsmejker celija; medutim prisustvo ovih celija u uterusu nije
utvrdeno (Shmygol i sar, 2007). Mehanizam spontane aktivnosti nije razjasnjen, ali
je pretpostavljeno postojanje pejsmejker Celija kao inicijatora aktivnosti (Lammers
i sar, 1994; Lammers i Hamid, 1998). Celije poznate kao ICC - intersticijalne ¢elije
Kajala (engl. ICC - interstitial cells of Cajal), identifikovane su i u drugim glatkim
koje je pokazano da imaju pejsmejker ulogu (Sergeant i sar, 2000). Celije nalik ICC

Celijama su pronadene u miometrijumu (Duquette i sar, 2005), ali njihova uloga u
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predvodenju kontrakcija nije jasno utvrdena. EKscitacija nastala u pejsmejker
¢elijama mora biti prenijeta do drugih celija na brz i efikasan nacin. Ovo zahtijeva
visoko razvijen sistem celijskog sprezanja tzv. ,kuplovanja“ (Challis i Lye, 1994;
Wray i sar, 2003). Unutarcelijske, pukotinaste veze se formiraju zahvaljujuci
proteinima koneksinima koji se organizuju u heksaedarski kanal povezuju¢i na taj
nacin citoplazmu jedne sa citoplazmom druge Ccelije. Ovi kanali predstavljaju
mjesta niskog otpora za elektri¢no ili jonsko sprezanje izmedu celija i obezbjeduju
put za transport metabolita (manjih od 1-1,7 kDa) direktno izmedu c¢elija. Akcioni
potencijali se tako brzo propagiraju od celije do celije (Cole i sar, 1985; Monga i
Sanborn, 1992; Wray, 1993; Riemer i Heyman, 1998). U slucaju uterusa, koneksin
43 je najzastupljeniji, premda su i koneksini 45 i 26 identifikovani (Wray i sar,
2003). Funkcionisanje ovih veza je regulisano na viSe nivoa, preko strukturnog

sprezanja, njihove propustljivosti (funkcionalno sprezanje), do njihove degradacije

(Cole i Garfield, 1986).
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Slika 2.5 Model komunikacije ¢elija u uterusu - pukotinaste veze (adaptirano sa:
http://www.ese.wustl.edu/~nehorai/research/ra/uterus_model_files/Figure3.jpg).

2.1.2 Ekscitabilnost ¢elija miometrijuma

Miometrijum uterusa predstavlja fazni glatki misi¢ koga Kkarakterisu
spontane i agonistom indukovane kontrakcije. Ekscitabilnost tkiva je vodena,
jednim dijelom, potencijalom mirovanja. Ovaj potencijal je odreden i regulisan
aktivnos$¢u nekoliko jona: Na*, K+, Cl-, Sto za posljedicu ima uspje$no generisanje

aktivnog potencijala i Ca2+*, koji predstavlja vu¢nu silu za kontrakcije. Ulazak
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kalcijuma je voden spontanim promjenama membranskog potencijala (Wray,
1993). Premda su mnogi faktori uklju¢eni u nastanak kontrakcije miometrijuma,
primarni mehanizam koji je odgovoran za faznu aktivnost podrazumijeva onaj koji

obezbjeduje spontanu depolarizaciju ¢elija miometrijuma (SlikaZ2.6).

Akcioni potencijal
S~ 10 mVv I
Depolarizacija 5
pejsmejkera "= — g == — 2 il 21
Ekscitujuée-kontrahujuce
+ kuplovanje
Membranski oscilator N
-
CI™

Caz2+
3Nat  Na*

Oksitocin :

C ER 7 car — l

Slika 2.6 Model mehanizama aktivacije kontrakcija uterusa (adaptirano iz Berridge, 2008).

2.1.2.1 Potencijal mirovanja i aktivacija jonskih kanala

Potencijal membrane je kontrolisan distribucijom jona kroz membranu.
Kontrakcija miocita je zavisna od ove raspodjele. Jonski gradijent u glatkoj misi¢noj
¢eliji uterusa je takav da se unutrasnja koncentracija kalijuma odrzava visokom, a
kalcijuma niskom (Kao, 1989). Ovo obezbjeduje brz odgovor na male promjene u
permeabilnosti, koje nastaju kao rezultat znacCajne promjene kretanja jona.
Potencijal mirovanja (PM) u miometrijumu je izmedu -80 i -35 mV (Kumar i
Barnes, 1961; Pressman i sar, 1988; Inoue i sar, 1990), ali u mnogome zavisi od
vrste i gestacijskog statusa uterusa (Parkington i sar, 1999). Sa druge strane,
kontraktilnost uterusa zavisi od membranskog potencijala (Em) i propustljivosti
kanala za odredeni jon. Pri PM, koncentracije Na*, Ca2*, kao i Cl- su vece izvan
celije, dok je koncentracija K* ve¢a unutar ¢elije (Monga i Sanborn, 1992; Sanborn,
2000). Ravnotezni potencijal (Ei) moZe biti izrazen preko Nerstnove jednacine

(Sanborn, 2000):
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Ei=- RT/zF(InCi/Co)

Ci - intracelularna koncentracija jona,
Co - ekstracelularna koncentracija jona,
R - gasna konstanta (8,3 ] /mol x K),
T - temperatura izrazena u kelvinima (K = - 272,15 °C),
F - Faradejeva konstanta (96500 C/eq)
z - valenca.
Medutim, bolje razumijevanje Ei izrazeno je Goldman-Hodgkin
jednaCinom, gdje su u razmatranje uzete koncentracije najvaznijih jona, kao i

propostljivosti kanala za odredeni jon:

Ei=- RT/F[In((Px[K*]i + Pna[Pna[Na*]i + Pci[CI-]i) / (Pk[K*]o + Pna[Na*]o + Pci[Cl-]0))]

Pk, Pnai Pa~ membranske propustljivosti za K*, Na* i Cl-

Buduci da se CI- pasivno distribuira, on se ne moZe uzeti u razmatranje

regulacije potencijala mirovanja. Kao rezulat, gore navedena jednacina se svodi na:

Ei= - 2,303RT / F[log(([K*]i + Pna[Px[Na*]i / ([K*]o + Pno/Px[Na*]o))]

PM je blizak ravnoteZnom potencijalu K* (Sanborn, 2000). Generalno, PM

miometrijuma je izmedu -40 do -50 mV (Parkington i Colemman, 1990).

2.1.3 Medijatori kontraktilne aktivnosti - jonski kanali

Ritmicne kontrakcije miometrijuma podrazumijevaju promjene Em.
Razli¢iti jonski kanali doprinose elektri¢noj aktivnosti miometrijuma. Otvaranje i
zatvaranje kanala obezbjeduje stvaranje i odrzavanje razlike u koncentraciji jona.
Selektivnost jonskih kanala obezbjedena je razlic¢itim naelektrisanjem i velicinom
jona, te su ovi kanali obi¢no selektivni samo za jedan odreden jon i/ili tip jona.
Njihovo otvaranje zavisno je od specificnih promjena u okruZenju, kao i od
promjena membranskog potencijala, odnosno voltaZze, i vezivanja specifi¢nih

agonista (Kim i sar, 2002). Glavna determinanta za promjenu transmembranske

10
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distribucije kanala je svakako njihova ekspresija. Medutim, elektrohemijski

gradijent takode uti¢e na ukupnu struju datog kanala.

2.1.3.1 Kalijumovi kanali

Efluks K* je mehanizam kojim se uspostavlja repolarizacija, odrzava i/ili
pojacava (hiperpolarizacija) potencijal mirovanja C¢elije. Glavna funkcija
kalijumovih kanala, koja se ogleda u kontrolisanju ¢elijske ekscitabilnosti, postize
se odrzavanjem membranskog potencijala Celije bliskom reverznom potencijalu K+
jona (oko -84 mV). Pri ovako negativnom potencijalu, depolarizaciji se
suprostavlja izlazna K* struja, koja uzrokuje hiperpolarizaciju ili repolarizaciju. To
dovodi do prekida ili onemoguéenja nastanka akcionog potencijala i ¢ini nastanak
kontrakcije manje vjerovatnom (Khan i sar, 2001). Ovi kanali su klasifikovani na
osnovu njihovih farmakoloskih osobina koje su intezivno proucavane (Kuriyama i

sar, 1998; Wickenden, 2002).

2.1.3.1.1 Kalcijumom aktivirani K* kanali

Postoje tri subklase ovih kanala: veliki BKca (engl. large conductance
channel), srednji IKca (engl. intermediate conductance channel) i mali SKca (engl.
small conductance channel), kao i sprovodni kalcijumom aktivirani kalijumovi
kanali (engl. conductance calcium-activated K* channels).

BKca kanali su eksprimirani u netrudnom pacovskom uterusu (Song i sar,
1999), netrudnom (Tritthart i sar, 1991), kao i trudnom humanom miometrijumu
(Khan i sar, 1993). Aktivacija malog broja BKca kanala je povezana sa relaksacijom
uterusa (Korovkina i sar, 2001). Inhibicija BKca kanala sa tetraetilamonijumom,
jonima barijuma ili 4-aminopiridinom, dovodi do povecanja frekvencije
kontrakcija, Sto je vjerovatna posljedica smanjenja izlazne kalijumove struje.
Medutim, inhibicija BKca kanala nije pokazala efekat na kontraktilnost trudnog i
netrudnog miometrijuma pacova (Aaronson i sar, 2006). Alternativno splajsovanje,
kao i posttranslacine modifikacije, razmatraju se kao uzroci funkcionalno razlicitih
varijanti receptora koji dalje, na drugaciji nac¢in, moduliraju kalcijumsku i voltaznu

senzitivnost (Korovkina i sar, 2001), hormonalnu senzitivnost (Holdiman i sar,
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2002), kao i fosforilaciju receptora, odnosno njegov unutarcelijski transport (Perez
i Toro, 1994; Brainard i sar, 2007).

IKca kanali imaju sli¢nu strukturu koja se sastoji iz centralne pore, regiona
osjetljivog na kalcijum, kao i Sest transmembranskih regiona (Tharp i Bowles,
2009). Za razliku od BKca kanala, oni ne posjeduju voltazno-senzitivni region, Sto ih
Cini neosjetljivim na promjene voltaze membrane. Ovi kanali su vazni u odrzavanju
negativnog potencijala mirovanja u cilju akumulacije elektricnog gradijenta za
jonski transport (Jensen i sar, 2001; Begenisich i sar, 2004).

SKca kanali su kodirani od strane cetiri gena - SK1, SK2, SK3 i IK1/SK4.
Struktura SK kanala je slicna voltazno-zavisnim (Kv) kalijumovim kanalima.
Sastoje se iz Sest transmembranskih segmenata (S1-S6) i selektivnog regiona -
pore (Stocker, 2004). Oni nemaju kalcijum-vezuju¢i motiv, koji omogucava
direktnu interakciju sa kalcijumom, medutim njihov proksimalni C-terminus
interaguje sa kalmodulinom (Maylie i sar, 2004). Pokazano je da ekspresija SK2
moze da utice na koordinaciju kontrakcija uterusa ograni¢avanjem ulaska
kalcijuma kroz L-tip kalcijumskih kanala (Brown i sar, 2007). Funkcionalne studije
na miometrijumu pacova pokazale su da je inhibicija ovih kanala ve¢a nego
inhibicija BKca kanala, sugeriSuc¢i da SKca kanali mogu imati znacajniju ulogu u

odrzavanju mirovanja uterusa u odnosu na BKca kanale.

2.1.3.1.2  Voltazno-zavisni K* kanali

Ovi kanali su u velikom broju eksprimirani u uterusu i aktiviraju se
depolarizacijom (Brainard i sar, 2007). VoltaZno-zavisni kalijumovi kanali (Kv;
engl. voltage-gated potassium channels) su oznaceni kao vazni u odrzavanju
mirovanja uterusa, kao i inicijaciji kontrakcija (Knock i sar, 1999). Pokazana je i
njihova uloga u odrzanju PM (Brainard i sar, 2007). Postoje Cetiri glavne subklase
Kv kanala - Kv1 (engl. Shaker), Kv2 (engl. Shab), Kv3 (engl. Shaw), Kv4 (engl. Shal)
(Xu i Yu, 1995). Aktivnost kanala iz subfamilija Kv4 se smatra najvaznijom za
funkcionisanje miometrijuma tokom trudnoce (Knock i sar, 1999). Hormoni uticu
na aktivnost ovih kanala. Estrogen redukuje ekspresiju Kv4.3 omogucavajuci

povecanje kontraktilnosti miometrijuma (Song i sar, 2001).
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2.1.3.1.3  Karp kanali

Najrasprostranjenija grupa kanala medu kalijumovim kanalima su ATP-
zavisni kalijumovi kanali (Katp; engl. ATP-sensitive potassium channel), koji ujedno
najviSe doprinose PM glatkih miSi¢nih ¢elija (Teramoto, 2006). Ovaj kanal je
heteromultimer i sacinjen je od: ulazno-ispravljackog K+ kanala - Kir (engl.
inwardly rectifying K* channel), kao i modulatorne sulfonilurea receptorske
subjedinice - SUR (engl. sulphonylurea receptor subunit), koja je odgovorna za
osjetljivost na ATP, kao i farmakoloskih karakteristika kanala (Inagaki i sar, 1995;
[somoto i sar, 1997; Aguilar-Bryan i sar, 1998). Funkcionalna uloga Karp kanala je
utvrdena koriS¢enjem razliCitih agonista i antagonista. Otvaraci ovih kanala -
levkromakalim, diazooksid i pinacidil inhibiraju spontane i oksitocin-stimulisane
kontrakcije humanog izolovanog miometrijuma (Morrison i sar, 1993). S druge
strane, blokator Karp kanala glibenklamid indukuje spontane kontrakcije uterusa
(Bailie i sar, 2002). Rezultati funkcionalnih studija pokazale su razlike izmedu
trudnog i netrudnog miometrijuma sugeriSu¢i povecanu ekspresiju ovih kanala
kod netrudnog uterusa (Bailie i sar, 2002; Longo i sar, 2003). Kalijumovi kanali se
aktiviraju endogenim supstancama. Nekoliko endogenih ,otvaraca“ je do sada
pronadeno: agonisti [3-adrenergickih receptora, relaksin, kao i drugi relaksanti
uterusa koji dovode do povecanja unutarcelijskog cAMP. ¢cGMP, kao i cGMP-
generiSuc¢i agensi poput azot monoksida (*NO) dovode do relaksacije. Kriti¢ni
sulfhidrilni ostaci su glavna regulatorna mjesta koja posreduju u modulaciji
reaktivnim vrstama kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS), kao i *NO

(Gaston, 1999; Fernhoffi sar, 2009).

2.1.3.2 Voltazno-zavisni kalcijumski kanali

VOCC (engl. voltage-operated calcium channels) su podijeljeni u tri grupe:
Cav1 (L-tip), Cav2 (P-tip, N-tip i R-tip) i Cav3 (T-tip) (Lipscombe i sar, 2004). Dva
subtipa ovih kanala su eksprimirana u miometrijumu - L-tip, i T-tip Ca2* kanala
(Young i sar, 1993; Sanborn, 2000; Wray, 2007; Lee i sar, 2009). T-tip kalcijumskih
kanala obuhvata tri tipa a subjedinica - Cav3.1, Cav3.2 i Cav3.3 (Blanks i sar, 2007).

T-tip kalcijumske struje su detektovane u humanom miometrijumu (Young i sar,
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1993; Young i Zhang, 2005; Young, 2007). Ove struje su niske voltaZze i pokazano je
da ucestvuju u inicijaciji akcionih potencijala glatkih misi¢nih ¢elija uterusa (Young
i Zhang, 2005), kao i u generisanju i moduliranju frekvencije spontanih Ca2*

oscilacija (Lee i sar, 2009).

2.1.3.2.1 L-tip kalcijumskih kanala

Glavni VOCC u uterusu su L-tip kalcijumski kanali koji su krucijalni za
ekscitaciono-kontrahujuée sprezanje (Lipscombe i sar, 2004). L-tip kalcijumskih
kanala produkuje dugotrajnu struju, koja primarno tece kroz Cav1.2 kalcijumske
kanale i predstavlja veéinu struja mjerenih u miometrijumu (Blanks i sar, 2007;
Shmygol i sar, 2007). Ulazak kalcijuma kroz L-tip VOCC oslanja se na membransku
depolarizaciju, koja predstavlja klju¢ni korak za kontrakciju glatkog misica. Ovi
kanali imaju kompleksnu strukturu koja se sastoji od cetiri subjedinice. Jedna a1
subjedinica obrazuje poru kanala, ostale tri 8, y i «28 su regulatorne (Collins i sar,
2000). Subjedinica o1 je od kljutnog znacaja za aktivnost ovog kanala, budu¢i da
obrazuje poru kanala koja nosi karakteristicne farmakoloSke i funkcionalne
osobine ovog kanala vezane za voltaznu-osjetljivost, propustljivost jona i vezivanje
drugih jedinjenja, dok su druge subjedinice oznaCene kao pomoc¢ne. Adekvatno
funkcionisanje ovog receptora zahtijeva prisustvo svih subjedinica kao i
koekspresiju razlicitih (8 izoformi koje sa istom o subjedinicom mogu ,pomijerati“
kanal u razlicite membrane celijskih kompartmana. Ekstracelularni az domen
obezbjeduje strukturnu potporu neophodnu za stimulaciju kanala i vezan je za
membranu preko 8§ subjedinice koja premos¢uje membranu. Subjedinica 6 uti¢e na
voltazno-zavisnu aktivaciju i steady-state inaktivaciju, a takode modulira i samu

kinetiku inaktivacije.

2.1.3.3 Hloridni kanali
Hloridni kanali su od fundamentalnog znacaja za brojne fizioloSke procese:
neurotransmisiju (GABA i receptri za glicin), kontrakciju skeletnih misi¢a (CLC),

kao i sekreciju elektrolita (CFTR).
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2.1.3.3.1 Hloridni kanali u miometrijumu

Detaljne studije trudnog humanog miometrijuma na kraju trudnoce
pokazala su dva tipa akcionog potencijala: nalik platou i Siljak. Akcioni potencijal
nalik platou karakteriSe se brzom uzlaznom strujom (-30 i -20 mV) koja traje
obi¢no oko 1 minut. U slucaju Siljka, obi¢no se individualni Siljci grupiSu tako da se
konac¢no zbrajaju. Oba tipa akcionog potencijala dovode do povecéanja
unutarcelijskog kalcijuma i pokre¢u kontrakciju koja traje koliko traje i akcioni
potencijal, a relaksacija nastaje nakon repolarizacije. Medutim postoje razlike u
obliku Ca2+ struja i kontrakcija koje su inicirane ovim potencijalima. Akcioni
potencijal nalik platou inicira kontrakciju koja doseZe pik brzo nakon sto akcioni
potencijal dostigne svoj maksimum, a potom sporo pada. Nakon repolarizacije pad
se ubrzava, miSi¢ se relaksira do nivoa bazne linije. Suprotno ovome, akcioni
potencijali nalik $iljku iniciraju ,iskrzane“ kontrakcije koje nastavljaju da rastu
tokom trajanja potencijala, a relaksiraju se nakon prestanka Siljaka (Slika 2.7).
Interesantno, preparati miometrijuma koji pokazuju akcione potencijale nalik
Siljku mogu se transformisati u plato-tip pod dejstvom uterotonika, implicirajuci
da su mehanizmi uklju¢eni u generisanje plato-tipa prisutni kod oba tipa
potencijala, s tim Sto kod S$iljka zahtijevaju aktivaciju agonistom. Pokazano je da
dva preparata iste biopsije humanog miometrijuma produkuju dva tipa kontrakcija
- glatku monofaznu (iniciranu plato-akcionim potencijalom) i ,iskrzanu* (iniciranu
Siljak-akcionim potencijalom). Navedene razlike ne mogu biti posljedica
mehanickog oStecenja, budu¢i da su obje kontrakcije ostale stabilne tokom
nekoliko sati (Shmygol i sar, 2007). Ovi podaci pokazuju da su dva tipa kontrakcija
posljedica nehomogenosti u ekscitujuce-sprezaju¢em sistemu miometrijuma. Ovo
takode upucuje na razli¢itu dinamiku molekulskih mehanizama kojiposreduju u
iniciranju kontrakcija (npr. cross-bridge ciklusi). Egzaktan mehanizam Kkoji
odreduje elektricnu aktivnost ovih kontrakcija jos uvijek nije poznat (Shmygol i
sar, 2007). Voltazni nivo plato faze je slican reverznom potencijalu za Cl- Sto
upucuje na ucesce hloridnih kanala. Zaista su struje kalcijum aktiviranih hloridnih
kanala snimljene u miometrijumu pacova kao odgovor na oksitocin (Arnaudeau i

sar, 1994; Jones i sar, 2004). Interesantno je i to da iako su ovi kanali zastupljeni
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svega sa 30% u odnosu na ostale jonske kanale u ¢elijama miometrijuma, njihova
inhibicija dovodi do znacajnog smanjenja frekvence spontanih kontrakcija,
ukazujuéi na njihovu funkcionalnu vaznost (Jones i sar, 2004). Patch clamp studije
pokazale su prisustvo subpopulacije ovih kanala u humanim celijama
miometrijuma (Shmygol i sar, 2007).

Slika 2.7 Dva tipa Kkontrakcija
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2.1.3.3.2  Kalcijumom-aktivirani hloridni kanali

Nedavno je pokazano da hloridni kanali mogu biti regulisani sa Ca?* i
Celijskim volumenom (Kunzelmann, 2015). Hloridni kanali osjetljivi na kalcijum -
CaCC (engl. calcium activated chloride channels) u vaskularnim i nevaskularnim
glatkim miSi¢ima predstavljaju vaznu komponentu ritmicke elektri¢ne aktivnosti
(Janssen i Sims 1992; 1995; Hartzell i sar, 2005) i ekscitujuce-kontrahujuceg
sprezanja (Criddle i sar, 1996; Large i Wang, 1996). Oni su vazni za produkciju
spontane fazne aktivnosti uterusa, budu¢i da njihova inhibicija vodi smanjenju
frekvencije i kontraktilnosti (Jones i sar, 2004; Young i Bemis, 2009). Njihova uloga
je vazna i kod efekata agonista, bududi da oksitocin povecava struje Cl- kroz ove
kanala i dovodi do povecanja kontraktilnosti (Arnaudeau i sar, 1994; Jones i sar,
2004). U miometrijumu glavna anjonska provodljivost se ostvaruje aktivnos$¢u ovih
kanala (Song i sar, 2009; Bernstein i sar, 2014). Smatra se da mogu biti odgovorni
za primarnu struju koja obezbjeduje prolongiranu depolarizaciju miometrijuma i
favorizuje transmembranski transport kalcijuma kroz L-tip kalcijumskim kanala.

Medutim, molekulski identitet ovih kanala nije potpuno istraZen. Nekoliko
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kandidata je predloZeno ukljucujuéi bestrofine (BEST, engl. bestrophin, Leblanc i
sar, 2005; Greenwood, 2008), anoktamin (ANO, engl. anoctamin), ili TMEM (engl.
transmembrane member, Caputo i sar, 2008; Scudieri i sar, 2012; Pedemonte i
Galietta, 2014). TMEM16A je Siroko eksprimiran CaCC, dok je ekspresija bestrofina
ogranicena. Uloga ovih kanala povezana je sa regulasijom fototransdukcije,
olfaktorne transdukcije, ekstibalnoS¢u neuronalnih i srcanih ¢elija, kontrakcijom
glatkih misic¢a i epitelijalnom sekrecijom Cl- jona. Oni takode kontroliSu volumen

¢elije, proliferaciju kao i nivo intracelijskog kalcijuma (Kunzelmann, 2015).

2.1.3.3.3  Bestrofini

Familiju bestrofina ¢ini grupa integralnih proteina koji poti¢u od cetiri
gena paraloga. Bestrofini su u savremenoj literaturi identifikovani kao anjonski
kanali (Adorante, 1995) koji mogu regulisati voltazno-zavisne Ca2* kanale.
Bestrofin-1 (BEST-1) je visoko eksprimiran u epitelu humanog retinalnog
pigmenta gdje je lokalizovan na bazolateralnoj membrani (Marmorstein i sar,
2006). Mutacije BEST-1 dovode do karakteristicnih retinopatija poznatih kao
BEST-bolest (engl. Best disease). Bestrofini su identifikovani kao CaCC, a ova
njihova osobina pomaZze u objasSnjenu karakteristika spomenute bolesti.

Prvi jasan dokaz da su bestrofini hloridni kanali obezbijeden je
zahvaljujuéi radu Sun i saradnika (2002), koji su pokazali da ekspresija hBEST-1 u
HEK ¢elijama indukuje CI” struje. Mutacije pojedina¢nih amino-kiselina dovele su
do promjena u propustljivosti i provodljivosti, a sulfhidrilni reagensi su izmijenili
svojstva cistein-substituisanog kanala na karakteristiCan nacin, sugeriSu¢i da su
bestrofini dio provodnog puta za odredeni jon (Hartzell i sar, 2008 i tamo citirane
reference). Regulatorni efekti hBEST-1 na L-tip Ca2* kanala podrazumijevaju
modulaciju kinetike aktivacije i voltaZzno-zavisne aktivacije (Rosenthal i sar, 2006).

BEST-1 i TMEM16A se aktiviraju sa intracelijskim Ca%*, medutim njihove
farmakoloSke osobine se razlikuju (Milenkovic i sar, 2015). Nedavno je predloZena
uloga bestrofina u neurotransmisiji (Kunzelmann, 2015), a posebno je istaknut za
sada nerazjasnjen mehanizam prolaska neurotransmitera, budu¢i da isti moraju

pro¢i kroz uski hidrofobni vrat BEST-1 (ovaj osvrt je dat na osnovu sada dostupne
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X-ray strukture). Za sada su dostupne dvije strukture bestrofina: kokoSiji kao
i bakterijski homolog KpBEST-1. KokoSiji BEST-1 identifikovan je kao Cl- kanal a
KpBEST-1 kao katjonski kanal (Kunzelman, 2015). Kokosiji BEST-1 je pentamerni
kanal sa neobi¢no dugackom porom od 95 A (Dickson i sar, 2014) (Slika 2.8).
Aktivnost kanala je regulisana vezivanjem jona kalcijuma, a anjonska selektivnost
je kontrolisana ostacima 176, F80 i F84, premda ovo jo$ uvijek nije jednoznacno
utvrdeno. Dosadasnji podaci ukazuju da vrat kanala ucestvuje u aktivnosti kanala
kao i kontroli jonske selektivnosti. Unutrasnjost kanala (pozitino naelektrisana)

moze sluziti kao selektivni filter (Kunzelmann, 2015).

Spolja NN Ulaz

"Vrat" kanala

Unutrasnjost kanala

Pora

Slika 2.8 Struktura bestrofina - poru kanala ¢ine dvije identi¢ne subjedinice
(adaptirano iz Kunzelmann, 2015).

Za bestrofine je pokazano i da mogu biti regulatori Ca2* kanala ili drugih
transportera koji su ukljueni u signalizaciju Ca2?* Oni su detektovani u
endoplazminom retikulumu gdje pomazu aktivaciji TMEM16A i SK4 kanala.
Takode BEST-1 moZe imati ulogu u unutarcelijskoj kompartmentalizaciji ili

pomjeranju organela (Kunzelmann, 2015).

2.1.4 Ekscitujuc¢e-kontrahujuce sprezanje
Uterus je miogeni organ Ccije kontrakcije mogu biti incirane samo
akivno$¢u miocita, bez spoljasnjih stimulusa, poput nervne ili hormonske

aktivacije. Ekscituju¢e-kontrahuju¢e kuplovanje moZe nastati na dva nacina:
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elektromehanickim i farmakoloSkim sprezanjem. Kontrakcije nastaju kao rezultat
povecanja nivoa unutarcelijskog kalcijuma, koje se ostvaruje otvaranjem voltazno-
zavisnih CaZ* kanala L-tipa. Agonisti mogu da izazovu kontrakciju nezavisno od
promjena membranskog potencijala, razli¢itim mehanizmima kod kojih se ulazak
kalcijuma ostavaruje preko: aktivacije unutras$njih skladista (engl. store operated
Ca?* entry), odnosno receptor-posredovanom aktivacijom odredenih kanala (engl.
receptor operated Ca?* entry) (Arnaudeau i sar, 1994; Miyoshi i sar, 2004). Na
osnovu ovih razlika, aktivacija uterusa membranskom depolarizacijom i
aktivacijom receptora se i terminoloski razlikuje i oznacava kao elektromehanicko,

odnosno farmakomehanicko sprezanje (kuplovanje) (Wray, 1993).

2.1.5 Kontrakcija miometrijuma - regulacija unutarcelijskog kalcijuma
[CaZ+]i

Jon kalcijuma je fundamentalni sekundrani glasnik u svim eukariotskim
¢elijama. Slobodni joni kalcijuma u ¢eliji doprinose kontrahovanju glatkog misi¢a
na nekoliko nivoa i putem viSe mehanizama. Kofaktor je aktin-miozinske
interakcije, a direktno modulira i ekscitabilne osobine plazmine membrane. Ove
dvije vazne funkcije su klasicno razmatrane kao visoko spregnute, bududi da ih
unutarcelijski kalcijum modulira veoma brzo. Pokazano je pak da je njihova
funkcionalnost nezavisna, na osnovu dokaza o fizioloSkom gradijentu kalcijuma
izmedu duboko citoplazmatskog CaZ*c i subplazmalemalnog prostora CaZ+spp.
Subplazmalemalni prostor predstavlja prostor izmedu unutrasnje povrsine
plazmine membrane i spoljaSnje povrSine sarkoplazminog retikuluma. Na osnovu
ovih definicija, Ca2?*c modulira aktin-miozin interakcije, a Ca2Z*spp ekscitabilna
svojstva plazma mebrane (Young i Zhang, 2004).

Kalcijum se vezuje za kalmodulin, koji nakon vezivanja Cetiri jona
kalcijuma disocira od unutrasnje strane plazmine membrane u vidu kalmodulin-
kalcijumskog kompleksa. Ovo vodi aktivaciji kinaze lakog lanca miozina (MLCK,
engl. myosin light chain kinase), koja fosforiluje serin 19 na miozinu lakog lanca.
Laki lanac miozina su regulatorne subjedinice (20 kDa) koje se nalaze na

miozinskim glavama. U ovom obliku, miozin lakog lanca je sposoban za vezivanje
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sa aktinom i izazivanje kontrakcije (Webb, 2003; Wray, 2007; Aguilar i Mitchell
2010). Posledicno, pad u koncentraciji Ca?*, kroz njegovo preuzimanje u
unutarcelijska skladista (kalcijum se sekvestrira unutar sarkoplazminog
retikuluma) ili izbacivanje pomoc¢u mehanizama u plazminoj membrani, rezultira
defosforilacijom miozina aktivnos¢u fosfataze miozina lakog lanca (MLCP, engl.
myosin light chain phosphatase, deaktivaciji kinaze i disocijaciji kalcijum-
kalmodulin kompleksa, Sto sve kona¢no vodi ka relaksaciji miometrijuma (Allen i
Walsh, 1994; Webb, 2003) (Slika 2.9).
i

L-tip Ca™*
kanal

ATP l -
ME U mLck */p\p
Relaksacija _"_M‘L{D Kontrakcija
cGMP Rho-

+ Kinaza

NO

Slika 2.9 Mehanizmi regulacije kontraktilnosti uterusa
- direktna aktivacija MLCK preko CaZ*-kalmodulin kompleksa, inhibicija MLCK pove¢anom
koncentracijom cAMP, aktivacija MLCP pove¢anom koncentracijom cGMP (adatirano iz:

http://www.cvphysiology.com/Blood%20Pressure/BP026%20VSM%20contraction.png).
Nivo kalcijuma se dovodi na nivo mirovanja zahvaljuju¢i aktivnosti
membranske CaZ*ATPaze, Na*-Ca%*-jonoizmjenjivaca i SR Ca2*ATPaze (Matthew i
sar, 2004). Veza izmedu kalcijuma i generisane sile kontrakcije je u osnovi
sigmoidalnog karaktera, koji se moZe mijenjati procesom poznatim kao Ca?*-
senzitizacija. Jedan od targeta Ca?*-senzitizacije je i MLCP, koji je kao fosforilisan

manje aktivan, Sto za posljedicu ima viSe fosforilisanog MLC, a time i intenziviranje

kontrakcija.
2.1.5.1 Elektromehanicko sprezanje

Veza izmedu akcionog potencijala, odnosno posljedi¢ne depolarizacije, je od

kljunog znacaja za kontrakciju uterusa. Elektromehanicko sprezanje predstavlja
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vezu izmedu membranskog potencijala i indukcije mehanicke sile, odnosno

akcionog potencijala i produkovane sile (Somlyo i Somlyo, 1994).

2.1.5.1.1  Akcioni potencijal

platou. Miometrijum pacova, za razliku od ostalih glatkih miSi¢a, karakteriSe se
samo akcionim potencijalima nalik Siljku (Mironneau, 1973; Kuriyama i Suzuki,
1976; Parkington i Coleman, 1988). Porast membranskog potencijala do nivoa
praga dovodi do brze depolarizacije, koju prati ulazak Ca2*, kao i Na*. Voltazno-
zavisni kalcijumski kanali se otvaraju pri pragu aktivacije od -60 do -30 mV, dok se
maksimalna provodna struja pojavljuje u opsegu od -30 do +10 mV (Jmari i sar,
1986; Amedee i sar, 1987; Perez-Reyes, 2003). Otvaranje ovih kanala, prati ulazak
kalcijuma, kao i povecéanje propustljivosti za Na*. Ovi dogadaji predstavljaju glavnu
komponentu uzlaznog dijela akcionog potencijala, koji dalje potencira
depolarizaciju membrane i povecava ,otvoreno“ stanje ovih kanala (Wray, 1993;
Shmygol i sar, 1998; Wray i sar, 2003). L-tip Ca?* kanali su voltazZno-zavisni i
depolarizacijom bivaju inaktivirani (Honore, 1989; Sperelakis, 1992) za razliku od

Akt voltazno i Ca?* -zavisnih K* kanala koji su

potencijal .. . . . . v .
i aktivirani pri datim uslovima, Sto uzrokuje
pri 0

-45mV

Na*
o _ -

pad akcionog potencijala i repolarizaciju
Celijske membrane (Wray, 1993; Wray i sar,
Misicna elija 2003) (Slika 2.10).

10°M 5 10°M 5 107M

Slika 2.10 Membranski potencijal, akcioni
potencijal i kontrakcija uterusa.
Povecanje koncentracije unutarcelijskog kalcijuma (sa

e cute 107 do 10-° M) inicira pomjeranje jona niz gradijent
o koncentracije. Kontrakciji uterusa prethodi globalno
povecanje unutarcelijskog Ca2* (adaptirano iz
Robinson, 2012).
Kontrakcija
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2.1.5.2 Farmakolosko-mehanicko sprezanje

Farmakolosko-mehani¢ko sprezanje predstavlja nacin produkovanja sile,
koje je nezavisno od promjena membranskog potencijala, a indukovano je
endogenim, odnosno egzogenim agonistima. Kontrakcije nastaju kao rezultat
oslobadanja kalcijuma iz unutrasnjih depoa, kroz ulazak kalcijuma kroz receptor
regulisane kanale, ili pak mjenjanjem osetljivosti kontraktilnih proteina za
kalcijum. U ovom slucaju, generisana sila ne zavisi od promjena membranskog
potencijala, premda promjene mogu biti prisutne, buduéi da ovi mehanizmi mogu

imati nishodne efekte koji uticu na membranski potencijal i zavisne procese.

2.1.5.2.1 Agonist indukovane kontrakcije

U slucaju miometrijuma, receptori spregnuti sa G proteinima (GPCR, engl.
G-protein coupled receptors) se aktiviraju ligandom (oksitocin, prostaglandin) tako
Sto vezivanje liganda izaziva konformacionu promjenu receptora, koja dovodi do
aktivacije G proteina, koji dalje aktiviraju sistem sekundarnih glasnika ili direktno
jonske kanale. Aktivacija a-adrenenrgickih receptora promoviSe kontrakcije
uterusa dok stimualcija P2-adrenergickih receptora dovodi do relaksacije.
Stimulacija kontrakcija je u ovom slucaju izazvana aktivacijom Gaq, a relaksacija
aktivacijom Gas. Promjene u membranskom potencijalu izazvane agonistom mogu
da uticu na frekvenciju potencijala, a posledi¢no i na karakteristike produkovane
sile. Ovo je omoguceno time Sto agonisti (poput oksitocina) moduliraju kanale koji
su vazni za regulaciju kontraktilnosti (BKca i CaCCs). Efekti agonista su cesto
posredovani viSestrukim mehanizmima. Oksitocin, vezivanjem za svoj receptor,
dovodi do povecanja unutarcelijskog kalcijuma (Slika 2.11). Njegova funkcija
ostvaruje se na viSe nacina i ukljucuje viSe mehanizama: inhibiciju izbacivanja
kalcijuma van celije, supresiju Caz*-ATPaze, otvaranje L-tipa kalcijumskih kanala,
Ca?+-senzitizaciju (Shmygol i sar, 2006), aktivaciju fosfolipaze C, Cija aktivacija
dovodi do oslobadanja inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3; engl. inositol 1,4,5
triphosphate), koji vezivanjem za receptor na sarkoplazminom retikulumu (SR)
dovodi do oslobadanja kalcijuma iz unutarcelijskih skladista (Reimer i Roberts,

1986; Kao, 1989). Inhibicija ulaska kalcijuma ukazuje na limitiranu ulogu SR,
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buduci da ne izaziva promjene u odgovoru oksitocina na kontrakcije miometrijuma
(Kupittayanant i sar, 2002). Ovo upucuje na ulogu ROCC (engl. receptor operated

calcium channels) preko efekata na L-tip kalcijumskih kanala.
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Slika 2.11 Okscitocinom indukovana kontrakcija uterusa - signalizacijaoksitocina u
miometrijumu uterusa

Vezivanje oksitocina aktivira Gaq/11, Sto vodi aktivaciji fosfolipaze C-b i posledi¢noj produkciji
inozitol trifosfata (IP3) i diacilglicerola (DAG). IP3 dovodi do oslobadanja Ca?* iz sarkoplazminog
retikuluma, a DAG aktivira protein kinazu C (PKC). Smanjenje lumenskog sarkoplazminog kalcijuma
vodi ka aktivaciji SOCE (engl. store-operated Ca?* entry). Povecanje Ca%* konacno vodi ka formiranju
Ca2+-kalmodulin kompleksa i aktivaciji MLCK. Dodatno DAG posredovana aktivacija PKC vodi
aktivaciji mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK) Sto rezultuje u povecanoj aktivnosti
fosfolipaze A (PLA2) i produkciji prostaglandina E2 (PGE2) koji takode favorizuju kontrakcije. DAG
takode reguliSe preko PKC nivo fosforilacije protein-fosfataznog inhibitora 17 (CPI-17) a samo
vezivanje oksitocina aktivira RhoA-acociranu protein kinazu (ROCK). CPI-17 kao i ROCK inhibiraju
fosfatazu lakog lanca miozina (MLCP), Sto povecava nivo fosforilacije MLC (Ca?* - senzitizacija u
miometrijumu). Oksitocin moze da aktivira i druge puteve u okolnim celijama $to posledi¢no kroz
parakrini signalnig moze uticati na samu ¢eliju miocita. COX-2 - ciklooksigenaza-2; ROC - receptor
aktivirani kanal; VOCC - voltaZno zavisni Ca?* kanal; LTCC - L-tip Ca?* kanal; TRP (engl. transient
receptor potential channel); Ca?*-CaM, Ca?*-kalmodulin kompleks; ERK, ekstracelijski signal
regulisana protein kinaza; SOCE - skladistem indukovani Ca2* ulazak. Crvenim su oznaceni putevi
koji direktno uticu na nivo unutarcelijskog Ca2* (adaptirano iz Arrowsmith i Wray, 2014).

2.1.5.3  Kontrakcije indukovane kalijum-hloridom

Aktivacija miSica se postize remecenjem K* ravnoteZe i dovodenjem
membranskog potencijala do nizih vrijednosti od nivoa mirovanja. Inicijacija
kontrakija se postiZze nezavisno od GPCR stimulacije. Poveéanje unutarcelijskog
kalcijuma, koje aktivira Ca2+-kalmodulin-zavisnu protein kinazu II, moZe dovesti do

fosforilacije MLC kinaze, smanjenja afinitet MLC kinaze za Ca2%*-kalmodulin
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kompleks, ili potpuno sprijeciti porast MLC fosforilacije kod odredenih glatkih
mici¢a. Stoga dio KCl efekata mogu biti vezani za Ca?* desenzitizaciju, kao i CaZ*
senzitizaciju kroz moduliranje MLC kinazne aktivnosti, Sto dokazuje da KCl
aktivacija nije posredovana samo jednostavnom aktivacijom voltazno-zavisnih
kanala (Ratz i sar, 2005). Rana faza kontrakcija indukovanih sa KCl nastaje
zahvaljujuéi oslobodenom kalcijumu iz unutarcelijskih skladiSta osjetljivih na
rianodin i kofein (Kobayashi i sar, 1986). Stoga, stepen kalcijumske senzitivnosti
nastao bilo GPCR-aktivacijom ili KCl-stimulacijom, nije fiksan, ve¢ zavisi od
koncentracije stimulusa, kao i od istorije prethodne receptorske aktivacije (Slika

2.12).

B Ca?

senzitizacija

B ——
B ——

/ Kontraktilni
I GPCR agonisti

/ Ca2*

KCI % desenzitizacija

| Kalcijum, | Kalcijum ),

Slika 2.12 CGRP i KCl aktivacija - stepen Ca?* senzitizacije i desenzitizacije
(adaptirano iz Ratz i sar, 2005).

2.1.54 Modulacija senzitivnosti kontraktilnog aparata

Koncentracija unutarcelijskog kalcijuma ne odgovara nivou fosforilisane
MLC i/ili stepenom kontraktilne aktivnosti. U nekim sluc¢ajevima, poput stimulacije
egzogenim agonistom oksitocinom, porast unutarcelijskog kalcijuma dovodi do
neoCekivano vece kontrakcije. Ovaj fenomen je poznat kao Ca2*-senzitizacija
(Wray, 1993; Somlyo i Somlyo, 1998). Takode, ovi agonisti su se pokazali
efikasnijim u izazivanju vecih kontrakcija u pogledu amplitude, u poredenju sa
depolariSu¢im stimulusima poput K* rastvora visoke koncentracije (Bradley i
Morgan, 1987; Somlyo i Somlyo, 1994). Sa biohemijskog stanovista, nivo
fosforilovane MLC odrazava enzimatsku ravnotezu izmedu aktivnosti kinaze i
fosfataze. Stoga, bilo aktivacija kinaze ili inhibicija fosfataze moZe produkovati

odgovarajacu silu. Inhibicija fosfataze ne predstavlja glavni mehanizam za
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kontrolisanje Ca?*-senzitizacije (Kitazawa i sar, 1989; Noda i sar, 1995). GPCR
agonisti produkuju vecu silu nego KCI. Kontrakcije indukovane KCI nastaju kao
posljedica depolarizacije membrane, koja uzrokuje otvaranje voltaZzno zavisnih
kanala i ulazak kalcijuma, aktivaciju Caz*-zavisne MLC kinaze i poveéanje MLC
fosforilacije (Driska i sar, 1981). S druge strane, GPCR indukovane kontrakcije su
uzrokovane aktivacijom trimernih G proteina, ¢ija aktivacija uzrokuje nastajanje
brojnih ¢elijskih glasnika, ukljucujuéi IPs, diacilglicerol, GTPaze, RhoA, aktivaciju
brojnih Ca2+-kanala, kao i kinaza RhoA kinaze i protein kinaze C (Somlyo i Somlyo,
2000; 2003). Dok je vecina proteina odgovorna za generisanje sile smjeStena u
¢elijsku unutrasnjost, veéina signala koji se generiSu nakon GPCR stimulacije,
poput spomenutih kinaza, regulisane su na nivou plazminea membrane. Nekoliko
studija potvrdilo je da GPCR stimulacija povecava translokaciju neaktivne citosolne
RhoA (vezane za RhoA-GDI) ka perifernoj plazminoj membrani - na mjestu gdje su
kaveole, gdje RhoA-GTP aktivira RhoA kinazu (Fujihara i sar, 1997; Taggart, 2001),
Sto potvrduje hipotezu o ulozi kaveola u regulaciji kalcijumske senzitizacije.
Takode, eksperimentalni podaci kojim se potvrduje vaznost kaveola u regulaciji
gore-pomenutog fenomena, pokazali su da remecenje kaveolarne strukture
agensima koji dovode do uklanjanja holesterola, poput metil-f-ciklodekstrina,
smanjuju sposobnost GPCR stimulusa, ali ne i KCl da produkuju kontrakciju

(Driska i sar, 1981; Drab i sar, 2001; Dreja i sar, 2002).

2.2 Reaktivne vrste - redoks-regulacija versus (oksidativni)
stres

Redoks biologija je nerazdvojiva od aerobnog Zivota (Halliwell, 2006).
Visoka reaktivnost kiseonika, koja bi mogla biti prepreka za Zivot, je zapravo
iskoriS¢ena u zZivom za generisanje energije iz skladiSta hemijske energije.
Mitohondrije su organele u kojima se odvojeno i kontrolisano odvija oksidacija
metabolickih goriva do ugljendioksida i vode, kuplovana sa sintezom ATP,
celijskom respiracijom - esencijalnom oksido-redukcionom reakcijom u Zivom.
Generalno, redoks-reakcije su strogo regulisane i dogadaju se u viSe koraka, u

kojima se elektroni (otpusSteni oksidacijom razli¢itih molekula goriva - glukoze,
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masnih kiselina itd.) Cuvaju u nosacima, tzv. redukujuéim ekvivalentima Kkoji
postoje zajedno sa svojom oksidovanom formom u obliku redoks-parova -
NAD+/NADH, NADP+/NADPH, FAD*/FADH2 i GSH/GSSG. Kiseonik je molekul bez
koga Zivot viSih eukariota ne bi bio mogu¢, ali je isto vrijeme i toksican. Ovo je
poznato kao paradoks aerobnog zivota tj. ,kiseoni¢ni paradoks“ (Halliwell i
Gutteridge, 1990). Svi aerobni organizmi trpe razli¢ita oStec¢enja kada su izloZeni
viSoj koncentarciji Oz od normalne (Halliwell and Gutteridge, 2007). Tetravalentna
redukcija kiseonika mitohondrijalnim elektronskim transportnim lancem je
relativno siguran proces, nepotpune jednovalentne redukcije (Slika 2.13) vode do
stvaranja hemijski reaktivnih vrsti poznatijih kao ROS (engl. reactive oxygen
species). Pretpostavljeno je da toksicnost Oz potice od povisSene koncentarcije
nastalog superoksida (02°-) - superoksidna teorija toksi¢nosti Kkiseonika
(Fridovich, 1995). Opstanak aerobnih organizama omoguéen je evolucijom
odgovarajuceg antioksidativnog sistema.

Premda molekulski kiseonik sadrzi paran broj elektrona, on ima dva
nesparena elektrona u svojoj orbitali koja su istog spinskog broja. Spontane
reakcije oksidacije podrazumijevale bi primanje elektrona istog spina drugog
molekula, Sto se ne desava, buduci da su parovi elektrona u orbitalama molekula u
anti-spin orijentaciji. Stoga molekulski kiseonik ucestvuje u jednoelektronskim
reakcijama i reaguje vrlo brzo sa drugim radikalima gdje ucestvuje u
jednoelektronskim transferima. ViSe reaktivna forma kiseonika, singlet kiseonik,
moze nastati pobudivadjem elektrona Sto rezultira u njihovom rearanzmanu (tako
nestaje spin restrikcija), a oksidaciona mo¢ raste (singlet kiseonik moze direktno
da oksiduje proteine, DNK i lipide). Ukoliko se kiseonik redukuje samo jednim
elektronom, superoksid-anjon-radikal (0O2*-) nastaje kao produkt. Dalja
jednoeletronska redukcija superoksida vodi formiranju peroksida, koji nije radikal.

Peroksid se kona¢no redukuje u vodu.
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Slika 2.13 Nastajanje ROS iz kiseonika
(adaptirano sa: https://www.caymanchem.com/images/articles/page/2165-1.jpg).

Kiseonik moZe da interaguje sa drugim paramagnetnim centrom (Fe2* ili Cu?*)
(nacin da prevazide spin restrikciju) (Tripathy i Oelmuller, 2012).

Fe2+ + 02 > Fe3* + O2°-

U vodenom rastvoru superoksid-anjon-radikal se disproporcioniSe do H202:

02+ O2°~+ 2H* - H202 + O2

Protonovanje O2°- moZe dovesti do nastanka hidroperoksil-radikala, visoko
reaktivnog radikala.

O2°-+ H* - HOO¢

S druge strane, H202 u reakciji sa Fe2+ dovodi do nastanka HO* hidroksil-radikala,
reaktivne Cestice koji izaziva brojna oStecenja u Celiji.

Fe2* + H202 — Fe3* + HO- + HO* (Fentonova reakcija)

Fentonova reakcija se desava i u in vivo uslovima, ali su organizmi razvili
nacin da je kontroliSu, limitiraju¢i nivo dostupnosti slobodnog Fe2* i H202
(Halliwell i Gutteridge, 1990, 2007). Za nastanak visoko reaktivnih HO- i HOO:

odgovorne su Fentonova i Haber-Weiss reakcija (Slika 2.14).
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Fe (1)

HABER-WEISS ; FENTON

Slika 2.14 Haber-Weiss i Fentonova reakcija
(adaptirano sa: http://www.madsci.org/posts/archives/1999-09/936854566.Ch.r.html).

Koncentracije reaktivnih vrsti su odredene balansom izmedu njihove
produkcije i uklanjanja. Disbalans izmedu metabolizma ovih reaktivnih
intermedijera rezultuje fenomenom poznatim kao oksidativni stres. Bez
mehanizama kontrole reaktivne vrste mogu ostetiti bilo koju klasu biomolekula i
eventualno dovesti do Celijske smrti. PoviSen nivo reaktivnih vrsta vezan je kako za
etiologiju (ateroskleroza, hipertenzija, dijabetes), tako i za progresiju (kancer,
neurodegenerativne bolesti) velikog broja bolesti (Thanan i sar, 2015).

Zbog svoje visoke hemijske reaktivnosti ROS se razmatraju najcesce
u kontekstu oksidativnog stresa, pod kojim se podrazumijeva oStecenje
biomolekula: lipida, proteina i DNK usled oksidativnih modifikacija. UoCeno je da je
oksidativni stres zapravo Krajnji rezultat oksidativnih modifikacija izazvanih sa
ROS. Reaktivne vrste zajedno sa razliCitim metal-redoks-sistemima su efikasni kao
unutarcelijski oksidanti. Regulacija produkcije slobodnih radikala ima brojne uloge
u celijskim funkcijama. Regulacija vaskularnog tonusa, odbrana domacina
ubijanjem mikroba u fagocitnim c¢elijama, kao Sto su neutrofili i makrofagi,
posredovana je njihovom sposobnoséu da produkuju ROS i RNS (Babior, 1999).
Zapravo efekti ROS u celiji prate graduisane promjene: od regulacije signalnih
puteva u homeostazi do oksidativnih oSte¢enja. Redoks-signalizacija
podrazumijeva efekte Kkoji se ostvaruju zahvaljujué¢i niskim koncentracijama ROS
koji vode regulaciji signalnih puteva i aktivaciji bioloskih procesa, dok oksidativni

stres nastaje u uslovima visokih koncentarcija ROS koje ne mogu biti uklonjenje
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kompenzatornim antioksidativnim mehanizmima, usled njihovog nedostatka.
Stoga celijski odgovor na ROS prati principe hormezisa - suprotni efekti se

uocavaju pri niskim koncentarcijama u poredenju sa visokim (Slika 2.15 i 2.16).

Slika 2.15 Efekti ROS u ¢eliji
- princip hormezisa

REDOKS STRES OKSIDATIVNA OSTECEN]A (adaptlrano sa:
http://www.impactaging.com
B /papers/v5/ng/full/100590/
(Pr-5G ,Pr-SNO...) (karbonili, HNE...) Figurel ]pg)
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bivaju (de)fosforilovani,
kod koga su identifikovani klju¢ni specifi¢ni targeti i enzimi koji posreduju u ovoj

modifikaciji, mehanizmi redoks- signalizacije jo$ uvijek nisu dobro izuceni.
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Slika 2.16 Efekti ROS u cCeliji - mehanizmi i efekti (adaptirano iz: Nathan i Bussel, 2013).
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Redoks-signalizacija  obuhvata jednim dijelom, postranslacione
modifikacije proteina koje se ostvaruju preko mehanizama redoks-hemije -
redoks-reakcija koje podrazumijevaju transfer elektrona: redoks-centri postaju
redukovani (primaju elektrone) odnosno oksidovani (otpuStaju elektrone).

, _ Termodinamika ovih reakcija odredena je redoks-
Radikalske Neradikalske

b VT potencijalom. Reaktivne vrste kiseonika, ali i azota
( N [ N . . .
0, i sumpora (RNS i RSS; engl. reactive
+OH H,0,
ROS 7 o biied oxygen/nitrogen/sulphur species) produkti su
HO,»
\ PAS _/ normalnog CcCelijskog metabolizma, ali nastaju i
a N ke
— pod odredenim stimulusima nezavisno od
RNS - NO- N,0,
N0, ) navedenog izvora (Slika 2.17).
N\ DA P,
4 N )
RSSR
RSS | RS+ RS(O)SR
o Slika 2.17
L PLY ) Reaktivne vrste Kkiseonika, azota i sumpora.

Redoks-reakcije, kao Sto su oksidacija, hidroksilacija, tiolacija, nitrovanje,
nitrozilovanje, nitrozovanje, ispunjavaju termodinamicke i kineticke zahtijeve koji
im omogucavaju da se deSavaju in vivo, pri ¢emu ispoljavaju znacajan efekat na
celiju. Mjesto specificne, kovalentne modifikacije proteina predstavljaju
dominantan molekulski mehanizam transformacije oksidantnog signala u bioloski
odgovor. Reaktivne vrste mogu modifikovati ostatke razli¢itih aminokiselina
(histidina, metionina, triptofana i tirozina), ali se cistein ¢ini kao najvjerovatniji
redoks-senzor (vidjeti 1.3.5.4; Slika 2.18 i 2.19). Oksidativne modifikacije tiolnih
ostataka kontroliSu bioloSke funkcije generalno na tri nacdina: hemijskom
izmjenom aktivnog mjesta cisteina, uticajem na makromolekulske interakcije kao
i regulacijom aktivnosti kroz alosterne efekte (Slika 2.19). UmreZavanje proteina
kroz formiranje disulfida posreduje u agregiranju proteina. Oksidacija cisteina koji
nije u aktivnom mjestu moze kroz alosterni uticaj da regulise aktivnost proteina.
Proteini obi¢no sadrZe brojne cisteinske ostatke koji mogu pretrpjeti reverzbilne

i ireverzibilne modifikacije (Jones, 2008).

30



Doktorska disertacija

PREGLED LITERATURE

SO3H
SO,H
SS
sl o NO/NO, /
SNO
Signaling Patofiziologija

Adaptacija (redoks stanje)

Slika 2.18 Oksidacija cisteina povezana je sa graduisanom promjenom od signalne uloge do
toksic¢nosti - tioli cisteina (Cys-SH) mogu pretrpjeti razli¢ite *NO-zavisne elektrofilne ili
oksidativne modifikacije, kao i *“NO-nezavisne oksidacije reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (ROS).
Ove modifikacije moZemo posmatrati kao kontinuum koji dovodi u vezu nivoe (koli¢inu, porijeko,
vremensko-prostornu distrubuciju) reaktivnog NO/visih NO oksida (NOx)/SNO u formu i posledicu
modifikacija. Sa ove tacke gledista, progresija od S-nitrozotiola do sulfenske Kkiseline
(SOH)/disulfida (SS), odnosno sulfinske (SO2-) do ireverzibilne sulfonske kiseline (SO3-) predstavlja
graduisanu promjenu od signalne funkcije, kroz adaptaciju, do nitrozativnog i oksidativnog stresa i,
na kraju, toksi¢nosti (disulfidi mogu biti intra- ili mijeSani izmedu peptida; ireverzibilne
modifikacije poput tirozinskog nitrovanja) (adaptirano iz Hess i sar, 2005).
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"On-Off" Switch

Makromolekulske
interakcije

Reostat/Alosteri¢ne
modulacije

Qe —~ @&

Ditiol/Disulfid

@ — s
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O-SH > S-SG

S-glutationilacija

O — Oy
/

Vezivanje za citoskelet

QSSG > SH

S-glutationilacija

O-SH -—> sno

S-nitrozilacija

OO
clnH2n

Acilacija, CH,
Vezivanje za membranu

G-SH > SNO

S-nitrozilacija

O-su - S-EHOH

Tiohemiacetal

e so-

Vezivanje za DNK

SH (). S ..

Vezivanje metala

Slika 2.19 Modifikacije na tiolima proteina - sumporni ,switch” (adaptirano iz Jones, 2008)

2.2.1

[straZivanja vezana za oksidativni stres,

Antioksidativni sistem zastite

Unutarcelijski redoks-dogadaji ne prate uvijek linearne reakcione puteve.

pokazala su da brojne redoks-
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transformacije unutar celije i izmedu Ccelija prate visoko kompleksne
transformisuce obrasce koje je teSko svesti na nivo individualnih redoks-molekula,
proteina i enzima. Redoks-balans se postiZe razliitim enzimskim i neenzimskim
sistemima koji neutraliSu toksi¢ne oksidanse, kao $to su ROS. Jedno-elektronska
redukcija superoksid-anjon-radikala (02°-) do H202 je kljucni celijski dogadaj,
buduéi da sluZi kao inicijalni korak u enzimskoj ROS detoksifikacionoj kaskadi
katalizovanoj superoksid-dismutazom (SOD), koja se zavrsava daljom konverzijom
H202 u H20 i Oz (u slucaju daljeg disproporcionisanja katalizovanog katalazom
(CAT; engl. catalase) i glutation-peroksidazom (GSH-Px; engl. glutathione
peroxidase), odnosno u H20 i oksidovani glutation (GSSG) (u slucaju redukcije
peroksida glutation-peroksidazom, uz regeneraciju glutationa glutation-
reduktazom (GR)). U detoksifikaciji peroksida, mogu ucestvovati i tireodoksini koji

se redukuju pomocu tireodoksin-reduktaze, uz uceS¢e NADPH kao esencijalnog

kofaktora.
2 SOD katalaza
207 =P 2H202 ———P 2H20 + O2
4GSH oxTRX H202
GPxs GR TR PRxs
GSSG redTRX 2H20
4H20

Slika 2.20 Antioksidativni sistem zastite (adaptirano iz Nakano i sar, 2006).

Takode, uklanjanje peroksida nije zavisno samo od enzimske katalize. U
uslovima visoke koncentracije peroksida, npr. tokom oksidativnog stresa, postoji
Citav spektar ,Zrtvujuc¢ih” antioksidanasa, koji mogu takode da reaguju sa
peroksidom, uz posledi¢no formiranje vode (Jacob i Winyard, 2009). To su
niskomolekulski endogeni antioksidansi: pomenuti glutation (GSH), askorbat,

odnosno piruvat - komponente neenzimskog sistema.
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2.2.2 Reaktivne vrste i uterus

Reaktivne vrste kiseonika, kao i odgovarajuci enzimski sistemi koji ih
uklanjuju, nadeni su u uterusu. Porijeklo i produkcija ROS varira u odnosu na
gestacijsko stanje uterusa i uslovljeno je patofizioloskim stanjem samog organa.
Generisanje ROS se tokom trudnoce povecava i uterus u toku trudnoce je u stanju
povisenog oksidativnog pritiska (Zyrianov i sar, 2003). Glavni izvor ROS su
svakako mitohondrije i pokazano je da ROS nastale na ovaj nacin uti¢u na nekoliko
¢elijskih signalnih puteva (Murphy, 2009). Snazno kontrahovanje uterusa moZze
dovesti do kompresije krvnih sudova, a posledi¢no i do ishemija-reperfuzija efekta,
Sto rezultuje povecanom produkcijom ROS. Postoje dokazi da su mnogi Celijski
efekti indukovani ROS, posledica modulacije odredenih jonskih kanala. Direktan
efekat H202, koji je difuzibilan molekul, te moZe izvan Celije uticati na kontrakcije,
pokazan je na negravidnom uterusu pacova (Appiah i sar, 2009). Ista grupa autora
pokazala je da H202 reverzibilno modifikuje voltazno-zavisne K* kanale (Appiah i
sar, 2012). Kompleksnost fizioloSkih i patoloskih stanja otezava identifikaciju
pojedina¢nih molekulskih vrsta koje su posrednici istih. *"NO moZe da djeluje preko
direktne aktivacije solubilne guanilat-ciklaze (sGC, engl. soluble guanylate cyclase),
modualcije odredenih jonskih kanala i/ili indirektno kroz interakciju sa drugim
ROS i formiranjem sekundarnih RNS. Ovaj crosstalk, tj. komunikacija izmedu
direktnih i indirektnih puteva, ultimativno vodi formiranju razli¢itih klasa
signalnih molekula koji mogu imati razlic¢ite funkcije (Slika 2.21). Egzaktna veza
izmedu reaktivnih, oksiduju¢ih molekula i njihovih efekata je Cesto kompleksna,

ponekad kontradiktorna i u uterusu jo$ uvijek slabo proucena.

Razlititi izvori: Slika 2.21 Ilustrativni primjer komunikacije
Pusenje reaktivnih vrsta i efekti na kontraktilnost
Dijabetes vaskualrnog glatkog misi¢a (adaptirano iz

Hiperholesterolemija @\, \nzel i sar, 2010).

ot Mi:nm&'- o

KONTRAKCIJA
RELAKSACIJA Glatki misic
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2.3 Vodonik-sulfid

Otrovni gasovi, koji su endogeno produkovani, kako u bakterijskom, tako i u
organizmu ¢oveka, imaju vazne van- i unutar-celijske uloge. Uz epohalno otkrice da
je radikalski NO gasoviti signalni molekul, otkrivena su jo$ dva - ugljen-monoksid
(CO) i vodonik-sulfid (H2S), a njihove brojne uloge u fizioloskim tako i
patofizioloSkim procesima su potvrdene (Li i sar, 2011). Gasoviti transmiteri su
prosirili konvencionalne koncepte unutarcelijske komunikacije, budu¢i da njihovo
djelovanje nije posredovano Kklasicnom ligand-receptor interakcijom koja za
posljedicu ima aktivaciju i/ili inhibiciju razli¢itih nishodnih puteva. Zahvaljujuci
svojim hemijskim svojstvima (lipofilnosti), gasoviti transmiteri difunduju u ¢eliju
da bi interagovali sa njenim ciljnim molekulima. Klasi¢ni prenosnici prenose signal
kroz amplifikaciju u signalnoj kaskadi (dobro poznati primjer signalizacije
posredovane receptorima kuplovanim sa G proteinima). Suprotno ovom konceptu,
gasoviti transmiteri hemijski modifikuju unutarcelijske proteine, Sto utiCe na
¢elijski metabolizam na neposredan nacin. Upravo lipofilnost i visoka difuziona
konstanta onemogucava njihovo skladiStenje (Sto je svojstvo konvencionalnih
vezikularnih transmitera), ve¢ oni odmah po sintezi djeluju autokrino i/ili
parakrino. Ovo ukazuje da biosintetski enzimi moraju biti subjekat izvanredno
iznijansiranih regulatornih mehanizama. Abe i Kimura (1996) su etablirali
vodonik-sulfid kao fizioloski medijator i prvi su predstavili njegove
neuromodulatorne efekte. Do danas je objavljeno na desetine radova vezanih za

njegove fizioloske, ali i patofizioloske efekte.

2.3.1 Vodonik-sulfid i evolucija

Vazno je sagledati istorijsku biologiju sulfida, odnosno put kojim je ovaj
molekul iz prebiotske Zemlje dospio u modernu eukariotsku c¢eliju. Vodonik-
sulfidni anjon (HS") i njegova nedisocirana forma, H2S, smatraju se vaZnim u
nastanku i porijeklu Zivota na Zemlji. Redukovani sumpor, prisutan u prebiotickim
uslovima, koji je obezbjedivan iz meduzvjezdanih izvora, predstavlja integralnu
komponentu ranog Zivota budu¢i da kroz oksidaciju, ¢ak i u slabo oksidovanom

okruzenju, moZe obezbjediti dovoljno energije. Njegove spontane reakcije sa
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gvozdem dovele su do formiranja FeS klastera, koji ¢e postati najraniji bioloski
katalizatori i strukturne komponente celije. Sposobnost sumpora da se nalazi
izmedu razli¢ito redukovanih i oksidovanih stanja, moZe predstavljati klju¢ u
endosimbiotskom dogadaju kada se sulfid-oksidujuca protobakterija inkorporirala

u sulfid-redukujucu Archea, $to je na kraju rezultovalo eukariotskom ¢elijom.

2.3.2 Fizicko-hemijska svojstva vodonik-sulfida

Pri standardnim uslovima, H2S je bezbojan, u vodi rastvorljivgas,
karakteristi¢cnog, jakog mirisa nalik mirisu pokvarenih jaja. Akutno izlaganje do
500 ppm moze biti letalno (Doujaiji i Al-Tawfiq, 2010). Kontraverza Hz2S vezana je
za metalo-centar citohrom c oksidaze. Naime, toksi¢nost koja je dugo vremena bila
njegov pratilac, upravo je posljedica inhibicije ovog vaZnog kompleksa
respiratornog lanca. Sumpor se pojavljuje u razlic¢itim oksidacionim stanjima, od -2
do 0. Sumpor u najniZem oksidacionom stanju (-2) moZe biti samo oksidovan.
Stoga, vodonik-sulfid u molekulskom obliku je redukciono sredstvo. Energija
disocijacije Hz2S je 90 kcal/mol (Li i Lancaster, 2013), Sto odgovora energiji
disocijacije S-H veze tiola (92+1 kcal/mol). Standardni redukcioni potencijali (E ©')
u skladu sa biohemijskom konvencijom pri pH=7 su E°(H*/H2)=-0,421 V,
E°'(S°/H2S)=-0,23 V, a E°'(S°/HS-)=-0,270 V, Sto odgovara redukcionim
potencijalima pod istim uslovima ¢elijski vaznog redoks-aktivnog para, glutation
disulfida/glutationa E°'(GSSG/GSH)=-0.24 V, kao i E°’(cistina/cisteina)= -0.340 V.
S druge strane, HS™ je nukleofil, poput RS™ nukleofila, sa Sirokim spektrom reakcija
(Li i Lancaster, 2013). Sa hemijske tacke glediSta, H2S je najjednostavniji tiol.
Znacajno se razlikuje od *NO i CO, buduc¢i da je jonizovan na fizioloSkom pH (HzS je

slaba kiselina):

pKa=7,05 pKa>14

H,S —— HS + H* —— S* +2H*

U uslovima fizioloSkog pH (7,4) najveci dio Hz2S je u formi HS", dok je
sadrZaj S2” zanemarljivo mali (na osnovu Henderson-Hasselbach (HH) jednacine -
H2S:HS™:S27 =30:70:0.000002 (Li i Lancaster, 2013). pKa je zavisna od temperature,

te na 25 °C ima vrijednost od 7,05 (odnosno 6,98 zavisno od literaturnog podatka),
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dok je na 37 °C ova vrijednost niza. Buduc¢i da su sve tri vrste prisutne u vodenom
rastvoru, nemoguce je odrediti i pripisati bioloSku aktivnost bilo kojoj pojedinacno.
Stoga, ,H2S" upucuje na prisustvo sve tri vrste. Premda H2S moZe lako da difunduje
kroz membranu, predloZeno je postojanje jonskog kanala za HS™ koji ne prolazi
membranu (Czyzewski i Wang, 2012). Njihova distribucija sa obje strane
membrane je proporcionalna razlici pH, kako je opisano H-H jednac¢inom. Nishida i
saradnici (Nishida i sar, 2012) su nedavno postulirali uces¢e nukleofilnog napada
HS™ kao vaznog mehanizma u ostvarivanju njegovih uloga (Slika 2.22).

Reduktivna i nukleofilna svojstva H2S/HS™ su najvaZznija u aspektu

biohemije ovih vrsta, koje mogu doprinositi fiziologiji na razlicit i nezavisan nacin.

8-nitro-cGMP
(elektrofil)

cRaf-RBD

Slika 2.22 Vodonik-sulfidni anjon reaguje sa ¢elijskim elektrofilima, poput 8-nitro-cGMP, §to za
proizvod daje inhibitor S-guanilaciono zavisne H-Ras aktivacije na modelu inflamatornog ostecenja
miokarda (adaptirano iz Nishida i sar, 2012).

2.3.3 Biosinteza vodonik-sulfida

Glavni izvor H2S kod sisara je cistein (Slika 2.23). Dvije grane sumpornog
metabolickog puta doprinose produkciji H2S: reversni trans-sumporni put, u kome
dva citosolna piridoksal-5"-fosfat zavisna (PLP) enzima, cistation-f8 sintaza (CBS) i
cistein-y-liaza (CSE) prevode homocistein do cistationa i cisteina; i grana
cisteinskog katabolickog puta gdje se cistein prevodi do merkaptopiruvata PLP-
zavisnom cistein-aminotransferazom (CAT), a merkaptopiruvat onda PLP-
nezavisnom  mitohondrijalnom i  citosolnom  merkaptopiruvat-sumpor
transferanom (MST) (Slika 2.23). Nekoliko enzima kod sisara moze da katalizuje

desulfurizaciju cisteina i produkciju H2S, ukljucuju¢i rodenazu i cistein liazu
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(Stipanuk, 2004). Ekspresija CSE je ve¢a u odnosu na CBS u brojnim tkivima
(Hosoki i sar, 1997; Zhao i sar, 2001). Oba enzima su eksprimirana kako u

pacovskom tako i u humanom miometrijumu (Patel i sar, 2009; You i sar, 2011).

Metionintranssuifuracioni put

NH, o o
Ho css s
S OH =— HS OH =— H,C” OH
[ NH, NH,

NH,
Cistationin Homocistein Metionin

MITOHONDRUA o
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NH, [}
HS/\.)\OH So
' S OH
2 \ o O
Co HS/\('LOH :
&1,
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} o
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So. g R-SHor NH,
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"= g ), RO
-SCN ) Rodenaza fHS 2 » 50; OH ‘o HS oH
Tiocianat - 6‘_0 NH, a N,
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Slika 2.23 Shematski prikaz metabolizma H:S. Produkcija i razgradnja razli¢itim reakcijama
katalizovanim enzimima-(adaptirano iz Li i sar, 2011).

Produkcija H2S neenzimatskim putem iz elementarnog sumpora,
koris¢enjem redukovanih ekvivalenata dobijenih oksidacijom glukoze, je pokazana,
a prooksidativno okruZenje i hiperglikemija stimuliSu njegovo nastajanje na ovaj
nacin (Searcy i Lee, 1998). Takode, neenzimatska produkcija pokazana je iz
polisulfida nadenih u bijelom luku (Benavides i sar, 2007).

2.3.4 Metabolizam vodonik-sulfida

H:2S se brzo oksiduje do tiosulfata (S2032-), koji se dalje prevodi do sulfita
(SO3%27) i sulfata (SO4%-). Prvi korak u oksidaciji sulfida u mitohondrijama je

katalizovan sulfid-hinon oksidoreduktazom (SQR, engl. sulphide quinine reductase),

mitohondrijalnim membranskim flavoproteinom koji oksiduje H2S do proteinski
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vezanog persulfida. Akceptor elektrona u ovoj reakciji je ubihinon, koji prenosi
elektrone do kompleksa III, Sto povezuje katabolizam H:S sa respiratornim lancem.
PredloZeno je da sekvencijske reakcije sumpor-dioksigenaze i sumpor-transferaze
(rodenaze) prevode SQR-vezani persulfid do sulfita i tiosulfita (Tiranti i sar, 2009).
Tiosulfat se prevodi do sulfata, tiosulfat-cijanid sumportransferazom. Sulfit nastao
ovom reakcijom se vrlo brzo oksiduje do sulfata, sulfit-oksidazom, te je sulfat
glavni proizvod metabolizma H2S u vecini fiziolo$kih stanja, premda je tiosulfat
marker produkcije vodonik-sulfida (Kage i sar, 1992). Drugi kataboli¢ki put H2S
uklju€uje metilaciju pomocu tiol-S-metiltransferaze to metantiola (CH3SH) i
dimetilsulfida (CH3SCHs3). Pokazano je da se oksidacija odvija 10000 puta brZze od
metilovanja (Levitt i sar, 1999). Tre¢i put podrazumijeva uklanjanje H2S pomocu
methemoglobina i hemoglobina (Beauchamp i sar, 1984), odnosno
metaloproteinima (Lowicka i Beltowski, 2007). Interakcije H2S sa hemoglobinom i
methemoglobinom su narocito interesantne budu¢i da hemoglobin vezuje i *NO i
CO, tako da vezivanje jednog gasa moZe da utice na vezivanje drugog, S$to
posledi¢no moze da modulira nivo dostupnosti datog gasa i njegove efekte na

ciljnim Celijama.

2.3.5 BioloSke mete sulfida

Reduktivna i nukleofilna svojstva H2S/HS™ su glavne determinante u
odredivanju njihovih bioloSkih meta. Tako, H2S direktno uklanja oksidante -
peroksinitrit, peroksid ili superoksid (Li i Moore, 2008), dok HS™ ima veliki afinitet
ka metaloproteinima (Pavlik i sar, 2010) (Fe-S Klasteri, citohrom ¢ oksidaza) ili
proteinima koji sadrze hem (Slika 2.24). Modulacija jonskih kanala H2S/HS~
predstavlja jedan od moguc¢ih mehanizama kojim ostavruje svoje efekte (Slika

2.25).
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Slika 2.24 Glavne celijske mete H2S (adaptirano iz Szabo, 2007).

2.3.5.1 S-persulfidacija

Cavallini i saradnici (1970) pokazali su sedamdesetih godina proslog vijeka
da se persulfidacija insulina i RNaze (proteini koji sadrze disulfidne mostove)
odigrava nakon njihovog izlaganja Na2S. Masenom spektrometrijom je
identifikovana persulfidacija cisteinskog ostatka na SOD za koju je pokazano da
stabilizuje enzim naspram agregacije indukovane oksidacijom bez uticaja na
kataliticku aktivnost (De Beus i sar, 2004). Pored brojnih dokaza o postojanju,
znacaj HzS kao medijatora persulfudacije i njene uloge u kontekstu signalizacije joS
uvijek nije ispitana. Takode, H2S kao slab reduktant ne moZe hemijski modifikovati
proteinske ostatke (tiole) na ovaj nacin, a mala brzina njegove autooksidacije

dovodi u pitanje biolosku relevantnost u ovim procesima (Mishanina i sar, 2015).
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Slika 2.25 H:S posredovana regulacija jonskih kanala
(adaptirano iz Njie-Mbye i sar, 2012).

2.3.5.2 Interakcije HzS sa proteinima koji sadrze hem

Hoppe-Seyler (Pavlik i sar, 2010) je u pionirskom radu prvi pokazao da
nakon tretmana methemoglobina sa H2S u prisustvu kiseonika nastaje
karakteristi¢ni, zeleno obojeni derivat hemoglobina, nazvan ,sulfo-hemoglobin”,
koji nastaje nakon kovalentne modifikacije porfirinskog jezgra hema (Pavlik i sar,
2010 i tamo citirane reference). H2S reaguje sa mitohondrijalnom citohrom c
oksidazom, a efekti su koncentraciono zavisni. Afinitet H2S/HS™ za metalo-centre
enzima, potvrden je i na modelu CuZnSOD, koja katalizuje konverziju superoksida
u peroksid, a oksidaciju vodonik-sulfida u sumpor (Searcy i sar, 1995). Ovaj proces
moZe biti od fundamentale vaznosti za modulaciju ¢elijske signalizacije
posredovanog reaktivnim vrstama. Pored modulacije aktivnosti, pokazano je da
H2S pozitivno uti¢e na ekspresiju antioksidatvnih enzima (Szabo i sar, 2011;

Benetti i sar, 2013).

2.3.5.3 Interakcije HzS sa redoks-vrstama
Nedavno je pokazano da, pri fizioloskim koncentracijama, H2S Sstiti
tkiva/c¢elije od oksidativnog stresa: neurone, kardiomiocite i vaskularne glatke

miSi¢ne Celije (Kimura i sar, 2006). Inhibicija citotoksi¢nosti vezana je kako za
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reakcije sa peroksinitritom (ONOOH/ONOOQO™), tako i sa hipohloritom (HOCI/-OCI)
(Whiteman i sar, 2005; Lowicka i Beltowski, 2007), a zastitni efekat je uporediv sa
onim koji pokazuje redukovani glutation (GSH). Vodonik-sulfid se prevodi u sulfit
pod dejstvom aktiviranih neutrofila. Ova konverzija zavisi od aktivnhosti NADPH-

oksidaze, a askorbat istu inhibira.

2.3.5.3.1 Reakcije sa kiseonikom

Vodonik-sulfid u prisustu kiseonika podleZe autooksidaciji, stvarajuci
polisulfide, sulfite, tiosulate i sulfate kao intermedijere i proizvode, premda je
mehanizam njihovog nastanka jo$ uvijek nerazjasnjen (Chen i Morris, 1972).
Reakcija je spora da bi bila bioloski relevantna. Medutim, metali (Vazquez i sar,
1989), kao i druge supstance poput fenola i aldehida, mogu ubrzati ovu reakciju.
Stasko i saradnici (2009) proucavali su reakciju vodonik-sulfida sa dva relativno
stabilna radikala: 1,1-difenil-2-pikrihidrazilom i 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonska kiselina) radikalskim katjonom (u odsustvu helatora metala) i nasli su
da kiseonik ima dominantnu ulogu u ovim reakcijama. Oni su dalje ispitivali
autooksidaciju HzS koriste¢i spin trapping i elektronsku paramagnentnu rezonancu
(EPR) i ukazali na postojanje jednoelektronskog transfera koji za proizvod ima
sulfhidril-radikal (HS*/S*). Nedavno, pokazano je da helator metala
dietilentriaminopentasiréetna kiselina onemogucava nestanak H2S u aerobnim
uslovima dokazujuéi uce$¢e metala u autooksidaciji vodonik-sulfida (Hughes i sar,

2009).

2.3.5.3.2  Reakcije vodonik-sulfida sa superoksidom, peroksidom i peroksinitritom
Carballal i saradnici (2011) potvrdili su hemijske reakcije vodonik-sulfida
sa razliCitim oksidantima, kao i intermedijerima izvedenih iz njih. Premda je
reaktivnost vodonik-sulfida uporediva sa antioksidantima poput cisteina i GSH,
direktno uklanjanje oksidanata je malo vjerovatno in vivo zbog njegove niske
koncentracije. Demonstracija direktnih reakcija vodonik-sulfida bilo sa H202 ili O2°-

pokazane su u puferisanim rastvorima i mitohondrijama srca (Geng i sar, 2004).
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Polisulfidi su nadeni kao intermedijeri koji mogu nastati kao posljedica

nukelofilnog napada HS- na H20:.

2.3.5.3.3  Reakcija vodonik-sulfida sa *NO

Medusobna veza °*NO-H2S i posljedicne biohemijske interakcije su
kompleksne i jo$ uvijek nerazjaSnjene. Neke studije su pokazale da °*NO/H:2S
pozitivno uticu na medusobno nastajanje i funkciju, dok druge, pak, imaju suprotne
rezultate, Sto, definitivhu predstavu o mehanizmima i ishodiStu ovih interakcija
Cini otezanom. Ova zapazanja ukazuju da vodonik-sulfid ispoljava svoje efekte *NO-
zavisnim mehanizmom. O mehanizmima se i dalje spekuliSe, a formiranje

nitrozotiola, kao relevatne signalne vrste, je pokazano (Filipovi¢isar, 2012; 2013).

2.3.54 Tiolni ostaci na proteinima- zajednicki imenitelj modifikacija
posredovanim signalnim vrstama?

Reverzibilne promjene na proteinima u kojima posreduju signalne vrste
generalno podrazumijevaju modifikacije na tiolima cisteina (Eaton, 2006). Cistein
je prvi kandidat za ovu vrstu modifikacija, buduc¢i da je na fizioloSkom pH u obliku
tiolatnog jona (RS7), koji je jak nukleofil Sto mu omogucava interakciju sa
reaktivnim vrstama. Reagovanje sa HS™ rezultira formiranjem persulfidne veze
(Finkel, 2012). Reaktivni intermedijeri ROS, RNS i RSS funkcionisu kao sekundarni
glasnici koji imaju kapacitet regulisanja aktivnosti brojnih proteina kroz
kovalentne modifikacije istih, na prvom mjestu cisteinskih ostataka. Svaka
modifikacija dalje moze propagirati razli¢ite redoks transformacije. Ove hemijske
reaktivne forme cisteina takode pripadaju grupi RSS. Nekoliko ,nespecifi¢nih”
peroksidaza mogu oksidovati tiolne supstrate jedno-elektronskom oksidacijom da
bi formirali tilil radikale, vaZzne medijatore u ovim transformacijama (Mueller,
2006). Cisteinski ostatak je zajednicki imenitelj *NO/H2S signalinga, Sto otvara
mogucénosti razliCitih redoks-modulacija, imaju¢i u vidu mehanizme njihovih
interakcija i ishodiste istih. *NO ucestvuje u moduliranju na slican nacin, S-
nitrozilacijom (Okamoto i sar, 2014) (Slika 2.26). Boc¢ni ostatak cisteina sadrzi

jonizabilnu tiolnu grupu - sumpor je bogat elektronima a slobodne d orbiatale
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obezbjeduju postojanje razli¢itih oksidacionih stanja. Ova osobina je jako vaZna
upravo za oksidativne modifikacije i otuda razliCitost istih. Nastanak ovih
modifikacija zavisi od viSe faktora poput: reaktivnosti samog cisteina, njegovog

mikrookruZenja, kao i sastava lokalne redoks-sredine (Chung i sar, 2013).

L A 4
Disulfid
@-sH W-SH
preko
radikala
H,0, H;0, H0; E
@)-sH _ @ SOH | w—— @SOH —> OO0H
Slobodni tiol Sulfenska kis Sulfinska Sulfonska
HyS GSNO I &ss j GSH \

SSH «— SNO
@ N —or— g ssci

GSH
tiol i -

Slika 2.26 Oksidativne posttranslacione modifikacije cisteina - plavo su oznacene reevrzibilne,
a crveno irreverzibilne promjene (adaptirano iz Chung i sar, 2013).
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Vodonik-sulfid se pokazao kao potentan inhibitor kontrakcija uterusa, medutim,
precizan mehanizam njegovog djelovanja nije poznat, kako sa aspekta realnih
hemijskih vrsta koje nastaju i odgovorne su za efekte sulfida, tako i sa aspekta
ciljnih molekulskih struktura koje posreduju u ostvarenju krajnjeg relaksantnog

efekta.

Stoga, u okviru ovog istrazivanja formulisani su sledei ciljevi:

a. Karakterizacija relaksantnog efekta natrijum-sulfida

Ispitati relaksantni efekat na uterusu pacova, ¢ija aktivnost ima razli¢ito porijeklo:
spontane aktivne kontrakcije i kontrakcije indukovane jonima kalcijuma, kalijum-
hloridom ili agonistom-. Svaki od ovih puteva indukcije kontraktilne aktivnosti
uterusa favorizuje posebne ciljne strukture i nishodne puteve realizacije krajnjeg
fizioloSkog efekta, ¢ime omogucava da se u eksperimentalnim uslovima
identifikuju najvjerovatniji posrednici u efektima natrijum-sulfida. Efekat ¢e se
porediti i sa efektima cisteina i homocisteina, kao prekursora biosinteze vodonik-

sulfida.

b. Identifikacija vrsta koje su dominantni nosioci efekata natrijum-
sulfida

Budué¢i da , H2S“ obuhvata sve tri vrste (od kojih su Hz2S i HS- dominantne) koje se
ne mogu fizi¢ki razdvojiti, razlikovanje njihovih efekata ¢e se ispitati poredenjem
efekata H2S/HS- sa CH3SH, koji pri eksperimentalnim uslovima koji odgovaraju
fizioloSkim postoji samo u molekulskom obliku. Ovo poredenje efekata je znacajno

i iz aspekta utvrdivanja bioloSke vaznosti metilacije HzS.

C. Identifikacija ciljnih meta (jonskih kanala i drugih glasnika) koji
su posrednici u relaksaciji
[spitati uc¢eSce pojedinacnih kanala iz tri grupe kanala (K*, Ca2+ i Cl- kanali) vaznih

za regulaciju kontraktilnosti uterusa, kao i Kklasi¢nih relaksacionih puteva
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indukovanih promjenom koli¢ine drugih glasnika (cAMP i cGMP) u relaksantnom

odgovoru sulfida.

d. Ispitivanje modulacije relaksantnog efekta vodonik-sulfida
polisulfidima i azot(II)-oksidom

[spitace se modulacija efekata sulfida polisulfidima i azot(Il)-oksidom bududi da su
polisulfidi identifikovani kao nosioci aktivnosti HzS, jer se iz njega generisu, kao i
usled kompleksne biohemijske interekacije izmedu NO i H2S koje su do sada

pokazane.

e. Ispitivanje redoks-osjetljivosti relaksantnog efekta

Tiolatni anjon (HS-) ima veliki afinitet za metalne centre nekih proteina, poput
antioksidativnih enzima. S druge strane pokazano je da vodonik-sulfid uklanja
reaktivne vrste kiseonika koje su supstrati antioksidativnih enzima. Kako su brojne
komponente relaksacije redoks-osjetljive, ispitate se efekti tretmana
natrijumsulfidom na aktivnost enzima antioksidativne odbrane i okarakterisace se

interakcije H2S sa datim enzimima.

f. Ispitivanje translacionog potencijala

U cilju identifikacije translacionog potencijala istrazivanje ¢e obuhvatiti testiranje
efekata sulfida na humanom miometrijumu S$to, zajedno sa izufavanjem
fundamentalnih mehanizama relaksantnog djelovanja vodonik-sulfida (na uterusu
pacova), obezbjeduje platformu za razvoj terapeutika koji bi adekvatno regulisali

kontrakcije uterusa narocito kod prevremenih porodaja.
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4.1 Reagensiirastvori

U eksperimentalnom radu su koris¢ene hemikalije najvece Cistoce i, osim

ako nije drugacije naglaseno, dobavljane su od Sigma Aldrich (St Louis, MO, SAD).

Tabela 4.1 Lista koris¢enih rastvora i pufera

Na:zS x 9 H20

Sn?-

»SSNO“

De Jalon (D]j)

D] bez bikarbonata

Krebs Henseleit
(KH)

KH bez bikarbonata

Saharozni pufer

PBS pufer

PBST pufer

RIPA pufer

Rastvori

Kristal natrijum-sulfida se opere u miliQ vodi, potom se rastvori u maloj
zapremini iste. Koncentracija sulfida se odreduje spektrofotomterijski na
230 nm, a zatim sa DTNB na 412 nm (Nagy i sar, 2014)

Polisulfidi su pripremljeni mijeSanjem NazS i HOCI
(Nagy i Winterbourn, 2010)

NazS i GSNO (10:1; 3 minuta) - Zuto obojeni produkt prema metodi Cortese
Krottisar. (2014)

154 mM NacCl; 5,64 mM KCl; 5,95 mM NaHCOs3; 0,41 mM CaClz;
2,77 mM glukoza (pH 7,4)

10 mM HEPES, NaCl dodat u ekvimolarnom odnosu da bi odrzao
osmolaritet

118 mM NacCl; 4,7 mM KCI; 25 mM NaHCOs3; 1,2 mM KH2POg;
1,25 mM CaClz; 1,2 mM MgSO04; 11 mM glukoza (pH 7,4)

25 mM HEPES, a NaCl dodat u ekvimolarnom odnosu da bi odrzao
osmolaritet

250 mM saharoza; 50 mM Tris; 1 mM EDTA (pH 7,4)

137 mM NacCl; 1,5 mM KH2P04; 16,3 mM NazHPO4; 2,7 mM KCI

PBS sa 0,1% Tween-20

25 mM Tris-HCl; 1 mM NazEDTA; 150 mM NaCl; 0,1% SDS; 1% detergent
Nonidet P-40; proteazne inhibitore (20 mM Na2MoO4, 0,15 mM spermin,
0,15 mM spermidin, 0,1 mM PMSF, 5 pg/ml antipain, 5 pg/ml leupeptin, 5
pg/ml aprotinin) i fosfatazne inhibitore (20 mM (-glicerofosfat, 5 mM
NasP207 x 10H20 i 25 mM NaF); pH 7,4
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Tabela 4.2 Lista koris¢enih supstanci u esejima kontraktilnosti uterusa

Modulator

TEA

Glibenklamid

4-AP

DIDS

NFA

TA

T16Ainn-A01

IAA-94

S-Bay 8644

Propranolol

Metilensko
plavo

Modulatori korisé¢eni u esejima kontraktilnosti

Aktivnost

nespecifican inhibitor K+

kanala

inhibitor Katp
kanala

inhibitor Kir kanala

inhibitor CaCC
kanala (BEST)

inhibitor CaCC
kanala
inhibitor CaCC
kanala
inhibitor TMEM16A
kanala
inhibitor CLC-1
kanala
aktivator L-tip Ca2*
kanala

inhibitor 3-adreno
receptora

inhibitor solubilne GC

Koncentracija

(nM)

1000

1000

100

10

50

25

0,1

Rastvarac
(max konc.)

ddH20
(100 mM)

polietilen
glikol
ddH-0

(100 mM)

0,1M KHCO3
(10 mM)

DMSO
(100 mM)

ddHz0

DMSO
(100 mM)

DMSO
(70 mM)

DMSO
(100 mM)

etanol

ddH20
(10 mM)

Porijeklo

Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Tocris Bioscience
Abingdon, UK
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Tocris Bioscience
Abingdon, UK
Alomone Labs
Jerusalim, Izrael
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, SAD
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Tabela 4.3 Lista koris¢enih supstanci i rastvora za elektroforetske i srodne
analize

Reagensi za Western blot analizu

PUZ 0,125 M Tris-HCI; pH 6,8; 0,4% B-merkaptoetanol; 4% SDS; 1% brom-fenol
(pufer za uzorke) plavo i 20% glicerol
T

ransfer pufer za 0,192 M glicin; 20% metanol i 0,025 M Tris; pH 8,3
elektroforezu

Gelovi za elektroforezu

za koncentrovanje 5% akrilamid/bisakrilamid; 0,1% SDS; 0,125 M Tris HCI; pH 6,8
za razdvajanje 7,5% akrilamid/bisakrilamid; 0,1% SDS; 0,375 M Tris HCI; pH 8,8

# Za polimerizaciju kori$¢eni 30% akrilamid/bisakrilamid (37,5:1); 0,05% amonijum persulfat
(APS)10,033% N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED)

1% TAE agarozni pufer 1g agaroze u 100mL TAE pufera (Tris-acetatni-EDTA pufer), pH 8,0

2% TBE agarozni pufer 2g agaroze u 100mL TBE pufera (Tris-borat-EDTA pufer), pH 8,0

Antijela
Naziv Porijeklo Proizvodac RazblaZenje
Primarna
Anti-Bestrofin-1 zec Alomone, Izrael 1:2000
Anti-Bestrofin-1 zec Alomone, Izrael 1:1500
Anti-B-actin mig Sigma-Aldrich, 1:5000

St Louis, MO, SAD
# Primarna antitijela za bestrofine kori$¢ena su i u imunohistohemijskom bojenju (detalji 3.9)

Sekundarna

Anti-zecije, obiljezeno magarac Santa Cruz, Santa 1:5000
peroksidazom rena & Cruz, CA, SAD

Antl-m}su e, obiljeZzeno ovea Santa Cruz, Santa 1:5000
peroksidazom rena Cruz, CA, SAD
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Tabela 4.4 Sekvence prajmera koris¢enih u RT-PCR i qRT-PCR

Gen

BEST-1

BEST-2

GAPDH

ACTIN

CYCA

188

BEST-1

Vrsta

pacov

pacov

pacov

pacov

pacov

pacov

Covjek

Prajmeri korisc¢eni za qRT-PCR
Prajmer (5’-3")

F: 5’-GCACCATTGGACGCTTCTTA-3’
R: 5’-ACTGCTGAGGAGGGAAGACC -3’

F: 5’-GACGACGACGACTTCGAGAC-3’
R: 5’- GGACACGCAGCTGTTCTTTC -3’

F: 5'-GTGGACCTCATGGCCTACAT-3'
R: 5'-GGATGGAATTGTGAGGGAGA-3'

F: 5'-AGATTACTGCCCTGGCTCCT-3'
R: 5'-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3'

Pristupni broj u bazi
podataka

NM_001011940.1

NM_001108895.1

NM_017008.4

NM_031144.3

F: 5’-CAAAGTTCCAAAGACAGCAGAAAA-3’

R: 5’-CCACCCTGGCACATGAAT-3’

F: 5-TTCAGCACATCCTGCGAGTA-3’
R: 5-TTGGTGAGGTCAATGTCTGC-3’

F: 5’-ATTGGGCCTTGGAAAACAG-3’
R: 5’-GACTGGATCAGTGTCCTGCTG-3’

Tabela 4.5 Enzimi koris¢eni za EPR i enzimske eseje

Enzim

GR

CuZnSOD

CAT

Enzimi
Porijeklo

kvasac
pacov

jetra goveceta

NM_017101.1

NM_213557.1

NM_004183.3

Proizvodac

Sigma Aldrich,
St Louis, MO, SAD
precis¢ena
(Cleland i sar, 1983)

Sigma Aldrich,
St Louis, MO, SAD
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4.2 Laboratorijske Zivotinje

U ovom istrazivanju koris¢ene su negravidne Zenke pacova soja Wistar
starosti 10-12 nedelja, tjelesne mase ~220 g, gajene u vivarjumu Instituta za
biolo$ka istraZivanja ,Sinia Stankovié¢“, Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su
boravile u plasti¢nim kavezima sa prostirkom od sterilne strugotine u uslovima
konstantne temperature prostorije (222 °C) i rezZimom osvjetljenja 12h
svetlo/12h mrak, ¢ime je omoguéen adekvatan dnevno-no¢ni ritam. Tokom

izvodenja eksperimenata, Zivotinjama voda i hrana su bile dostupne ad libitum.

421 Utvrdivanje faze ciklusa

Vaginalni sekret se uzima svakog jutra (8-10h) pipetom napunjenom sa
0,2 mL destilovane vode. Vaginalna te¢nost se stavi na staklenu plocicu, koja se
potom susi i boji hematoksilinom. Tri tipa ¢elija se mogu uociti. Okrugle celije sa
nukleusom su epitelijalne ¢elije. Celije nepravilnog oblika i bez nukleusa su
kornifikovane (skvamozne). Male okrugle ¢elije su leukociti. Odnos broja izmedu
ovih ¢elija se koristi za odredivanje faze estrusnog ciklusa. Dominantna formu
Celija Cine: u pro-estrusu ovalne epitelijalne celije sa jedrima, u estrusu
kornifikovane, anuklearne, ljuspastog obika, u meta-estrusu se uocavaju sva tri
tipa Celija - leukociti, kornifikovane i ovalne epitelijalne celije sa jedrom, dok se u
di-estrusu isticu leukociti, premda su prisutne i kornifikovane i ovalne celije sa

jedrom (Marcondes i sar, 2002).

4.2.2 Uzorkovanje uterusa pacova

Sve procedure na Zivotinjama su uradene u skladu sa EEC Direktivom
(86/609/EEC) o zastiti zivotinja koje se koriste u eksperimentalne i druge naucne
svrhe, a odobreni su od strane Etickog komiteta za upotrebu laboratorijskih
Zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢“, Univerziteta u
Beogradu.

Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom. Uterus pacova je uzorkovan tokom
~1 minuta. Uterus je diseciran, oc¢iS¢en od masti i vezivnog tkiva stavljen u De Jalon

rastvor.
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4.2.3 Uzorkovanje humanog uterusa

Eksperimenti na humanim uzorcima su dobijeni uz pismenu saglasnost
pacijenata (Local Research Ethics Committee (REC Ref: 10/H1002/49);. Upotreba
tkiva miometrijuma odobrena je od strane MRTB (Myometrial Research Tissue
Bank; Liverpool Women’s NHS Foundation Trust Hospital, Liverpul, UK).

Biopsije tkiva trudnih pacijenata (1x1 cm) uzimane su odmah nakon
porodaja carskim rezom i odmah stavljane u ohladeni rastvor (Hanks Balanced Salt
Solution (HBSS): 137 mM NaCl; 5,1 mM KCI; 0,44 mM KH2PO4; 0,26 NazHPO4; 5
mM glukoza; 10 mM HEPES; pH 7,2). Sve biopsije su uzimane i ¢uvane na nacin
kako bi se specila degradacija tkiva. Uzorci su tretirani na isti nacin. Biopsije su
koriS¢ene istog ili sledeceg dana nakon skladiStenja na 4 °C (najviSe 18 casova
izmedu uzimanja biopsije do njenog koriS¢enja; pokazano je se humani
miometrijum koji se ¢uva do 18h na sobnoj temperature ne ponasa drugacije od
svjezih uzoraka (Hillock i Crankshaw, 1999; Senchyna i Crankshaw, 1999; Popat i
Crankshaw, 2001).

4.2.3.1 Disekcija humanih biopsija

Uzorci su u Krebsovom rastvoru ociS¢eni od krvi, endometrijuma i
perimetrijuma. Otvaranje uterusa je uradeno na tup nacin, izmedu snopova misica,
da bi se doSlo do unutrasnjeg dijela tkiva koje nije bilo izloZeno spoljasnjoj traumi.
Male longitudinalne trake su disecirane pod mikroskopom, svaka 1x5 mm i
stavljane su u Krebsov rastvor. Disekcija je uradena tako da disecirana traka sadrzi

miSi¢na vlakna koja se pruzaju u istom pravcu.

4.3 Priprema tkiva za analize

4.3.1 Preparacija uterusa pacova za mjerenje kontraktilne aktivnosti
Izolovani i oCiS¢eni uterusi su inkubirani u kupatilu (10 mL) za izolovane

organe TSZ-04-E Tissue Bath System (Experimetria, Madarska) u D] rastvoru na 37

°C u trajanju od 30 minuta. Rastvor je sve vrijeme aerisan 95% 02z i 5% COz. Uterusi

su stabilizovani tokom 60 minuta, pri optere¢enju preparata od 1 g. Mehanicke

kontrakcije izolovanog uterusa pacova su registrovane transdjuserom
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Experimetria i promjene u izometrijskoj sili kontrakcija biljeZene su pomocu

odgovarajuceg softvera (Experimetria, Madarska).

4.3.2 Preparacija humanog miometrijuma za mjerenje kontraktilne
aktivnosti

Longitudinalne trake humanog miometrijuma (1x2 mm) su na krajevima
fiksirane u aluminijumske drzace, a zatim prenesene u mala kupatila za izolovane
organe (1000 pl), postavljene jednim svojim krajem na kraj eksperimentalnog
kupatila, a drugim povezane sa transdjuserom (Fort10g isometric force transducer
(WPI, Hertfordshire, UK)). Za razliku od pacovskog tkiva, humane kontrakcije su
znatno rede, te period ekvilibracije traje minimum 120 minuta (pri opterec¢enju od
2 mN). Krebsov rastvor, je perfundovan kroz sistem pri protoku 3,5 ml/min i
temperiran na 37 °C. Elektri¢ni signali detektovani transdjuserom su amplifikovani
i biljeZeni pomoc¢u axon CNS data digi 1440A data digiboard (Scientifica, Sussex,
UK) koristec¢i Axon softver (Axoscope version 10.0, Molecular devices, Berkshire,

UK), pri brzini snimanja od 1 kHz i mjerenju u mN.

4.3.3 Priprema tkiva za mjerenje aktivnosti antioksidativnih enzima
Nakon odmrzavanja, tkiva uterusa pacova su izmjerena i homogenizovana
na 0-4 °C (Ultra-Turrax homogenizer, T25, Junke & Kunkel, Njemacka) u
saharaznom puferu u odnosu 1:4. Tkiva su zatim homogenizovana 3 x 10 sekundi,
sa pauzama od po 10 sekundi, a potom i sonifikovana 3 x 15 sekundi, sa pauzama
od po 15 sekundi na frekvenciji od 10 KHz. Ovako tretirani uzorci su centrifugirani
(Beckman L8-M, Kalifornija, SAD) 90 minuta na 37500 rpm. Nakon centrifugiranja
odvajan je supernatant i ¢uvan na -20 °C, koji je dalje koriS¢en za odredivanje

koncentracije proteina i enzimske eseje.

4.3.4 Priprema tkiva za Western blot analizu
Tkiva uterusa pacova su macerirana, a zatim homogenizovana (Ultra-
Turrax homogenizer, T25, Junke & Kunkel, Njemacka) na 0-4 °C u 4 zapremine

RIPA pufera 3 x 30 sekundi, sa po 30 sekundi pauze. Sonifikacija uzoraka je
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uradena pri jacini od 10 kHz, 3 x 15 sekundi, sa po 15 sekundi pauze. Potom je
sonifikat centrifugiran u Beckman L8-M (Kalifornija, SAD) ultracentrifugi, 20
minuta na 16000 g. Dobijeni supernatanti su KkoriS¢eni za odredivanje

koncentracije proteina i Western blot analizu.

4.3.5 Priprema tkiva za RT-PCR analizu - izolovanje RNK

Izolovanje RNK je zapoceto homogenizovanjem uterusa pacova (50 mg) sa
0,5 mL TRIzol reagensa (rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, koji razara celije
ne remetedi integritet RNK; Life Technologies, Grand Island, Njujork, SAD). Nakon
homogenizacije, tkivo je inkubirano na ledu 5 minuta u cilju Sto bolje disocijacije
nukleoproteinskog kompleksa. Zatim je homogenat inkubiran sa hloroformom
(100pL) na 4 °C 2-3 min, pa centrifugiran na 12000 g, 20 min, na 4 °C, pri ¢emu se
postiZe razdvajanje homogenata u tri faze. Gornjem vodenom sloju supernatanta je
dodat izopropil-alkohol (250pL) u cilju precipitacije RNK (10 minuta inkubacija na
ledu) i dobijeni talog je centrifugiran 12000 g, 20 minuta, 4 °C. Slabo vidljiv talog
RNK je zatim ispiran 75% etanolom za odstranjivanje tragova fenola. RNK je
resuspendovana, dva puta isprana i centrifugirana na 7500 g na 4 °C, 5 minuta.

Uzorci RNK finalno su rastvoreni u dietilpirokarbonatnoj (DEPC) vodi.

4.3.6 Kalupljenje tkiva u parafinu

Odrasle Zenke pacova u stadijumu estrusa su Zrtvovane dekapitacijom.
Nakon Zrtvovanja izolovan je uterus, sa kog je pazljivo odstranjeno masno tkivo.
Oba roga uterusa su frakcionisana, u tri nivoa: donji dio - bliZi cerviksu, sredisnji
dio i gornji dio - blizi ovarijumu. Djelovi uterusa fiksirani su u 4%
paraformaldehidu u trajanju od 24 sata. Nakon fiksacije, uterusi su dehidratisani u
seriji etanola rastuce koncentracije (30-100%), prosvijetljeni u ksilolu i ukalupljeni
u paraplastu (Histowax, Histolab Product AB, Svedska). Potom su sije¢eni na
presjeke debljine 3 pm, rotacionim mikrotomom (Leica Microsystems GmbH,

Njemacka).
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4.4 Efekti sulfida na kontrakcije uterusa

Efekti sulfida ispitivani su najprije na uterusu pacova. Karakterizacija
efekata, kao i ispitivanje koji posreduju u njegovom relaksantnom efektu, uradena
je takode na uterusu pacova. U cilju povecanja translacionog potencijala ovog
istrazivanja efekat sulfida je ispitan na kontrakcije humanog miometrijuma

(trudnog) dobijenog nakon carskog reza.

4.4.1 Efekat sulfida na kontrakcije uterusa - Kkarakterizacija efekta;
ispitivanje mehanizama relaksacije

U ovoj studiji koriS¢eni su razliciti tipovi aktivacije uterusa pacova:
sponatno-aktivni uterusi, kalcijum-indukovani (4,9 mM Ca2*), oksitocinom-
aktivirani (OT, 5 nM) i uterusi stimulisani KCl (15 mM) i depolarisu¢im KCl (75
mM). Spontane i kalcijumske kontrakcije se razlikuju u pogledu frekvencije:
kalcijumske kontrakcije imaju znatno vecu frekvenciju. U slucaju oksitocinom-
indukovanih kontrakcija, karakteristican je porast bazne linije i amplitude. Fazne
kontrakcije izazvane sa 15 mM KCl slicne su spontanim kontrakcijama.
DepolariSuéa koncentracija KCI uzrokuje karakteristicnu brzu kontrakciju, koja je
pracena malom relaksacijom i prolongiranom plato fazom.

Dozno zavisna kriva efekata natrijum-sulfida uradena je na svim tipovima
aktivacije (20-200 pM NazS i 5-150 pM NazS). Nakon Sto bi se dobila stabilna
kontrakcija (ujednaCene amplitude i frekvence u vremenu) agens je dodavan
direktno u kupatilo za izolovane ograne na kumulativan nacin. Nacin djelovanja
NazS, uslovio je i nacin njegove aplikacije, tj. vremenski trenutak dodavanja istog
(tretman sledecom dozom bi uslijedio nakon potpunog (maksimalnog) oporavka
izazvanog prethodnim tretmanom). Svi eksperimenti su uradeni kao jedinstvena
dozno-zavisna kriva na jednom preparatu uterusa. Za svaki eksperiment radene su
odgovarajuce kontrole (vremenska kontrola, kontrola efekata rastvaraca).
Odgovor tkiva u kontrolnim uzorcima kori$¢en je da bi se normalizovali efekti
samog agensa.

Efekat sulfida poreden je sa efektima cisteina (1-1000 pM) , homocisteina

(10-1000 uM), metantiola (100-600 uM), koji su sli¢cno njemu dodavani direktno u
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kupatilo za izolovane organe. Sam efekat sulfida testiran je u prisustvu povecane
koncentracije homocisteina (500 uM i 1000 puM).

Ispitivanje ciljnih molekula koji mogu posredovati u efektima sulfida
testirano je na slede¢i nalin: pretretman uterusa odgovaraju¢im
inhibitorom/aktivatorom/modulatorom bi prethodio aplikaciji sulfida (lista
koriS¢enih modulatora data je u Tabeli 3.2). Optimalna koncentracija
inhibitora/aktivatora/modulatora (ICso), kao i optimalno vrijeme inkubacije,
odredeno je u odvojenim eksperimentima. Ovi eksperimenti su ponavljani od 6-10
puta na spontano- i Ca?*-aktiviranim uterusima. Da bi se razdvojili efekti
odredenih modulatora, u ovom slucaju DIDS, koji je inhibitor hloridnih kanala, ali i
hloridno-bikarbonatnog jonoizmjenivaca, koriS¢en je pufer bez bikarbonata koji je
zamijenjen odgovaraju¢om koncentracijom HEPES. Da bi se pratile promjene pH
koje mogu nastati tretmanom sa NazS, Sto posledicno moZe smanjivati kontrakcije,
koris¢eni su puferi razlicitih puferskih kapaciteta sa i bez bikarbonata (D], D] bez
bikarbonata, KH, KH bez bikarbonata).

Svi uterusi su na kraju eksperimenta zamrznuti u te¢nom azotu i dalje

koriS¢eni za mjerenje aktivnosti antioksidativnih enzima.

4.4.2 Efekti sulfida na kontrakcije humanog miometrijuma

Efekti sulfida su ispitani na sponatno aktivnom humanom miometrijumu.
Spontanim Kkontrakcijama je prethodio period ekvilibracije od 120 minuta.
Adekvatne vremenske kontrole i kontrole rastvaraca su uradene za svaki
eksperiment. Odgovor tkiva u Kkontrolnim uzorcima KkoriS¢en je da bi se
normalizovali efekti samog agensa.

Nakon Sto bi se dobila stabilna kontrakcija (ujednacene amplitude i
frekvence u vremenu) agens je perfundovan 30 minuta kroz sistem i na taj nacin je
dobijena dozno-zavisa kriva (NazS 0,3-100 pM). ATB-346 (od engl. ((2-(6-
methoxynapthalen- 2-yl)-propionic acid 4-thiocarbamoyl-phenyl ester), HTB (od
engl. 4-hydroxythiobenzamide) i naproksen su perfundovani takode 30 minuta (10

i 30 uM).
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4.4.3 Analiza rezultata kontraktilnosti

Kontraktilnost uterusa je analizarana na osnovu tri parametra: amplituda,
frekvenca i AUC (engl. area under curve). Analize kontrakcija uterusa pacova
uradene su pomocu programa Experimetria (Madarska), a humanog miometrijuma

pomocu programa Origin Pro (Version 8.5).

4.4.3.1 Amplituda
Snaga kontrakcija je mjerena u odnosu na baznu liniju. Efekat tretmana je
poreden sa kontrolnim periodom unutar istog eksperimenta, kontrakcije uterusa

pacova su analizirane 10 minuta, a humane 30 minuta, budu¢i da su manje

frekventne (Slika 3.1).

4.4.3.2 Frekvenca
Analiza frekvencija je uradena za isti period u kome je radena analiza
amplituda (vrijeme je raCcunato izmedu pika pocetne kontrakcije i pika poslednje

kontrakcije).
4.4.3.3 AUC

AUC predstavlja integral sile i on je mjera efekata odredenog agensa i na

amplitudu i frekvenciju, kao i na trajanje kontrakcija.
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Slika 4.1 Parametri analize kontraktilnosti
4.5 Odredivanje koli¢ine proteina

U alkalnim uslovima, kupri joni bakra (Cu2*) se heliraju za peptidne veze
proteina Sto rezultuje u njegovoj redukciji do kupro jona (Cu*). Kupro joni se mogu
detektovati Folin Cikalteovim (engl. Folin Ciocalteu) reagensom, tzv. metoda po
Loriju (Lowry i sar, 1951). Proizvod je plave boje i asporbuje pri 650-750 nm, a
intezitet boje odgovara koliini peptidnih veza, odnosno proteina. Koncentracija
proteina se izrazava u mg/ml.

Uzimano je 20 pl uzoraka razblaZenih 10 puta u destilovanoj vodi i

mijesano (uz snazno vorteksiranje) sa 300 pl rastvora 2% Na,CO, u 0,1 M NaOH,
1% CuSO, x5H20 i 2% K-Na-tartarat u H20, pomijeSanih u razmjeri 98:1:1. Nakon

inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi, uzorcima je dodavano po 60 pl
Folin Cikalteu reagensa razblaZenog 5 puta u destilovanoj vodi. Narednih 30
minuta, koliko je potrebno za razvijanje plave boje, uzorci su inkubirani na sobnoj
temperaturi uz povremeno vorteksiranje. Apsorbanca uzoraka mjerena je na 670
nm automatskim cCitaCem za mikrotitarske ploce. Za Konstruisanje standardne
krive, na osnovu koje su odredivane koncentracije proteina u uzorcima, koriscen je

rastvor BSA (0,1-1 mg/ml) u destilovanoj vodi.
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4.6 Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima

Sva odredivanja aktivnosti antioksidativnih enzima podrazumijavaju:
adekvatno rukovanje uzorcima (uzorci se drze na ledu), uzorci se prije dodavanja u
reakcionu smjeSu snazno promuckaju na Vortexu, ukoliko je moguce, odredivanja
aktivnosti svih uzoraka se sprovodi u istom danu ili drugog dana kada su
temperaturni uslovi sli¢ni (narocito vazno za SOD, c¢ije se aktivnost dramati¢no
mijenja sa temperaturom). Sva spektrofotometrijska mjerenja uradena su u
triplikatu na uredaju Shimadzu UV-160 spectrophotometer (Shimadzu Scientific

Instruments, Shimadzu Corporation, Kjoto, Japan).

4.6.1 Odredivanje aktivnosti CuZnSOD

Aktivnost SOD odredivana je adrenalinskom metodom (Misra i Fridovich,
1972), koja je metoda "negativnog" tipa, poSto se prati smanjenje brzine auto-
oksidacije epinefrina u alkalnoj sredini, koja je zavisna od Oz°—. Superoksid, koji je
supstrat za SOD, generiSe se indirektno u alkalnoj sredini kao posledica reakcije
kiseonika sa epinefrinom. Nastali superoksid povratno ubrzava auto-oksidaciju
adrenalina. Prisutna SOD uklanja Oz*~ i pri tome inhibira reakciju auto-oksidacije.
Zavisnost procenta inhibicije od SOD koncentracije ima oblik hiperbole, Sto je u
suprotnosti sa prirodom vecine enzima, kod kojih je ova zavisnost linearna.

Brzina auto-oksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog dijela
porasta apsorbance (480 nm) koji odgovara brzini nastanka proizvoda
(adrenohroma). Proces se prati spektrofotometrijski u odsustvu enzima -
referentna (kontrolna) reakcija i u prisustvu uzorka, odnosno SOD. Procenat
inhibicije auto-oksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na
kontrolnu reakciju auto-oksidacije adrenalina, koris¢en je za izraCunavanje SOD
aktivnosti (jedinica aktivnosti (U) definisana je kao koli¢ina proteina koja uzrokuje
50% inhibicije brzine auto-oksidacije adrenalina u linearnom dijelu porasta
apsorbance).

U 3 ml karbonatnog pufera pH 10,2 dodaje se rastvor adrenalina (10 mM -
promjena A/min treba da bude 0,020-0,022). Auto-oksidacija adrenalina je

pracena u toku 10-12 minuta na 480 nm svaki minut (stabilan plato na 50%
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inhibicije). Reakcija je stabilna u temperaturnom opsegu 26-30 °C. Kontrolna
reakcija se radi uporedo sa mjerenjem auto-oksidacije uzorka. Pri mjerenju auto-
oksidacije uzorka u reakcionu smesu se dodaje zapremina uzorka koja treba da
proizvede 50% inhibicije od vrijednosti dobijene za slijepu probu, ali se moze

kretati u opsegu 40-60% inhibicije.

(AK—AA)x2xR U

Aktivnost = k (—
VxCprxAK m,

AK - promjena apsorbance kontrolne reakcije u minuti,
AA - promjena apsorbance reakcije sa uzorkom u minuti,
V - zapremina reakcione smjese,

Cpr - koncentracija proteina (mg/ml),

R - razblaZenje.

4.6.2 Mjerenje aktivnosti CAT

Aktivnost katalaze je odredivana metodom po Klejbornu (Claiborne,
1985). Vodonik-peroksid ima maksimum apsorpcije na 240 nm. Aktivnost CAT se
mjeri pracenjem razlaganja H202, odnosno padom absorbance na datoj talasnoj
duzini. Za slijepu probu koristi se fosfatni pufer, bez H202. Prati se pad absorbance
u roku od 3 minuta (5 merenja na po 30 sekundi). Srednja vrednost promjena

absorbanci treba da bude u opsegu 0,03-0,06.

(AAy, — AAR) x 1000 x VxR U

Aldivnost = —g)
436 xCppx Vyz m

AA , - srednja promjena apsorbance uzorka u minuti,
AA,, - srednja promjena apsorbance blanka u minuti,
V., - zapremina reakcione smjeSe,

V,, - zapremina uzorka (ml),

Cpr- koncentracija proteina (mg/ml),

43,6 - molarni ekstinkcioni koeficijent za H202 (M’lcm'l),
R- razblazenje
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4.6.3 Odredivanje aktivnosti GSH-Px

Za odredivanje aktivnosti GSH-Px koristi se modifikovana metoda Paglia i
Valentine (1967). Princip metode se oslanja na prirodu reakcije koju katalizuje
GSH-Px - redukciju hidroperoksida redukovanim glutationom. Enzim sadrzi
selenocistein u aktivnom mjestu koje ucestvuje direktno u dvoelektronskoj
redukciji peroksida. Enzim koristi glutation kao donor elektrona da bi regenerisao
redukovanu formu selenocisteina. Nastali oksidovani glutation se moZe reciklirati
dejstvom GR i NADPH (donor vodonika). Stoga ova metoda mjeri aktivnost GSH-Px
indirektno, preko reakcije kuplovane sa GR. Oksidacija NADPH do NADP+ se moze
pratiti kao smanjenje apsorpcije na 340 nm. Pad As4o je direktno proporcionalan
GSH-Px aktivnosti u uzorku.

U kvarcnu kivetu se redom doda 1,5 ml destilovane vode; 0,3 ml GSH; 0,6
ml NADPH; 0,1 ml NaNs; 0,1 ml EDTA; 0,3 ml fosfatnog pufera pH 7,0; 0,2 ml
uzorka; 0,1 ml t-butilhidroperoksida i 0,005 ml glutation-reduktaze (Tabela 4.5;
GR standardizovana naspram GSH). Dodatkom GR pocinje reakcija. Za slijepu
probu koriste se isti rastvori bez uzorka i uzima se 1,6 ml destilovane vode. Mjeri

se apsorbanca na 340 nm, pri t=37 °C, svakih 30 sekundi u toku 150 sekundi.

M NADPH
Altiviiost — (AALz — AAR]) x 3000 . n min
6.22xVx Cpr mg prot

AA , - promjena apsorbance uzorka u minuti,
AA,, - promena apsorbance blanka u minuti,

V - zapremina uzorka (ml),
Cpr - koncentracija proteina dobijena (mg/ml),

6.22 - molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH (M'lcm"1 )

4.6.4 Odredivanje aktivnosti GR

Glutation-reduktaza kataliSe redukciju oksidovanog glutationa (GSSG) uz
oksidaciju NADPH. Aktivnost glutation-reduktaze je odredivana metodom Glatzle i
saradnika (1974). Aktivnost GR se prati preko brzine oksidacije NADPH, odnosno
mjerenjem smanjenja apsorbance na 340 nm.

U kvarcnu kivetu se sipa 0,6 ml fosfatnog pufera pH 7,4; 0,1 ml GSSG; 0,1
ml EDTA; 2 ml destilovane vode; 0,1 ml uzorka i 0,1 ml NADPH (reakcija pocinje
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tek kada se on doda). Za slijepu probu se koriste isti rastvori samo bez uzorka.
Apsorbanca se prati spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 340 nm prema

slijepoj probi, na temperaturi od 37 °C, svakih 30 sekundi tokom 150 sekundi.

M NADPH
Aktivnost = (AAyz — AAR]) x 3000 . M —rin
6.22xVx Cpr mg prot

AA , - promjena apsorbance uzorka u minuti,
AA,, - promena apsorbance blanka u minuti,

V - zapremina uzorka (ml),
Cpr - koncentracija proteina (mg/ml),

6.22 - molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH (M'em ™)

4.7 Western blot
4.7.1 SDS PAGE

Proteini su razdvojeni na osnovu razlika u molekulskim masama metodom
denaturiSuée natrijum-dodecilsulfat-poliakrilamid gel elektroforeze (SDS-PAGE;
engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), po modifikovanoj
metodi Lemlilija (Laemmli, 1970), na aparatu Mini-Protean II Electrophoresis Cell
(BioRad, Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD). Uzorci uterusa (30 pg) su
pripremani kuvanjem (5 minuta na 100 °C) u jednakoj zapremini pufera za uzorke.
Proteini su razdvojeni na 7,5% gelu u trajanju od 90 minuta i pri konstantnom
naponu od 120 V. Kao molekulski marker koris¢ena je smjeSa referentnih proteina

poznatih molekulskih masa (10-170 kDa, Fermentas, Hanover, MD, SAD).

4.7.2 Imunoblot

Proteini od interesa su detektovani metodom Western blot, koja pored
elektroforetskog razdvajanja proteina ukljuCuje i prenos proteina sa
poliakrilamidnog gela na PVDF (polivinilidien fluorid) membranu i njihovu
detekciju pomocu specifi¢nih primarnih i sekundarnih antitijela.

Nakon zavrSene elektroforeze poliakrilamidni gelovi su inkubirani u puferu
za transfer 30 minuta. PVDF membrane (Immobilon-FL, veli¢ine pora 0,45 pm,

Millipore Corporation, Italija) su aktivirane 100% metanolom, a potom i
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inkubirane u puferu za transfer. Membrane su zajedno sa gelovima pakovane i
premjeStene u rezervoare sa transfer puferom. Prenos proteina sa gelova na
membrane odvijao se metodom mokrog (engl. wet) transfera preko nodi, pri
konstantnoj struji od 135 mA po gelu, na temperaturi od 4 °C, u aparaturi Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad Laboratories, Hercules,
Kalifornija, SAD). Kvalitet transfera provjeravan je bojenjem membrana 1%
rastvorom Ponceau S u 5% sirc¢etnoj kiselini.

Nespecificna mjesta vezivanja proteina na membranama blokirana su
inkubiranjem u puferu za blokiranje (PBS pufer sa 5% nemasnim mlijekom) u
trajanju od 60 minuta na sobnoj temperaturi uz blago muckanje. Membrane su
inkubirane sa primarnim antitijelima specificnim za protein od interesa preko no¢i
na 4 °C (Tabela 4.3). Nakon inkubacije i ispiranja viska primarnog antitijela,
membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitijelom (Tabela 4.3)
60 minuta na sobnoj temperaturi.

Vezana antitijela detektovana su hemiluminescencijom (ECL, GE Healthcare,
Bakinghemsir, UK). Koli¢ina proteina mjerena je denzitometrijski, upotrebom
programa Image] (Nacionalni institut za zdravlje, SAD) i preracunata u odnosu na

koli¢inu 3-aktina, Sto je izraZeno graficki na slikama.

4.8 RT-PCR
4.8.1 Sinteza prvog lanca KDNK

Nakon izolovanja, RNK molekuli su prevedeni u komplementarnu DNK
(kDNK) reakcijom reverzne transkripcije (RT). Prevodenje RNK u kDNK radeno je
po upustvima proizvodaca koriS¢enog kita (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems, SAD), koji se sastoji od: nasumicnih
heksamernih prajmera, 100 mM rastvora sva Cetiri dezoksiribonukleotid-trifostata
(dNTP, po 2 mM ATP, TTP, GTP i CTP), pufera za reverznu transkripciju, enzima
reverzne transkriptaze i inhibitora RNaze. Za reakciju prevodenja RNK u kDNK
pravljena je originalna smjeSa koja se sastoji od 10 pl uzorka (3 pg RNK rastvorene
u DEPC vodi); 2 pl pufera za reverznu transkripciju; 0,8 pl 100 mM rastvora sva

Cetiri dezoksiribonukleotid-trifostata; 2 ul nasumic¢nih prajmera; 1 pl enzima
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reverzne transkriptaze; 1 pl inhibitora RNaze i 3,2 pl DEPC vode. Uzorci su
inkubirani na 25 °C u trajanju od 10 minuta, a zatim na 37 °C, temperaturi
optimalnoj za funkcionisanje reverzne transkriptaze, u trajanju od 120 minuta.

Konacno, reakcija je prekidana inkubacijom uzoraka 5 minuta na 85 °C,
temperaturi na kojoj dolazi do inaktivacije enzima reverzne transkriptaze i
razdvajanja sintetisanih lanaca kDNK. Uzorci kDNK su ¢uvani na -20 °C do dalje

upotrebe.

4.8.2 Reakcija lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (qRT-PCR)

U eksperimentima je koriS¢ena mikroploca sa 96 bunarcica, prilagodena
za kvantitativni PCR (MicroAmpTM Optical, Applied Biosystems, Kalifornija, SAD) i
u svaki od bunarcic¢a je dodavano po 5 pl reakcione smese SYBR Green PCR Master
Mix, koji sadrzi potrebnu fluorescentnu boju SYBR Green, enzim AmliTaq Gold
(DNK polimeraza), dNTP i po 0,5 pl specificnih prajmera (finalna koncentracija
prajmera je 500 nM) za gen od interesa ili za referentni gene. KoriS¢eni parovi
prajmera prikazani su u Tabeli 4.4. Potom je u svaki od bunarci¢a dodavano po 4
ul odgovarajuceg uzorka kKDNK. Svi uzorci su radeni u kvadriplikatima. Bunarcici
su zapecaceni optickim adhezivnim filmom (Applied Biosystems, Kalifornija, SAD),
ploCa je centrifugirana 2 minuta na 1200 x g, prenijeta u termoblok aparata za
kvantitativni PCR (ABI Prism 7000, Applied Biosystems, Kalifornija, SAD).
UmnoZavanje podrazumijeva inicijalnu denaturaciju 1 minut na 95 °C, a
amplifikacija (40 ciklusa) je radena kroz tri ciklusa: 15 sekundi na 95 °C
(denaturacija lanaca), 1 minut na 60 °C (odnosno 5 °C viSe od Tm prajmera) za
vezivanje prajmera i elongaciju lanaca. Po zavrSenom umnoZavanju se postepeno
sniZzava temperatura termo bloka, uz pracenje smanjenja intenziteta fluorescence,
koje odgovara disocijaciji nastalog proizvoda. Ovaj korak obezbjeduje provjeru
kontaminacije uzoraka genomskom DNK, kao i eventualnog nastanka tzv. dimera
prajmera. Za analizu dobijenih rezultata koriS¢en je odgovaraju¢i kompjuterski
program (7500 System software; Applied Biosystems, Kalifornija, SAD) za

kvantitativni PCR. Nivo ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na
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ekspresiju referentnog gena detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2-4Ct, gdje

je dCt razlika izmedu Ct vrednosti gena od interesa i referentnog gena.

4.8.3 End point PCR - identifikacija BEST-1 u humanom miometrijumu
Genska ekspresija BEST-1 u humanom miometrijumu identifikovana je
korisS¢enjem tehnike ,end-point“ PCR (BioRad T100 Thermal Cycler (BioRad,
Hertfordshire UK). Kori$¢ni parovi prajmera prikazani su u Tabeli 4.4. Najprije je
optimizovana optimalna temperatura za vezivanje prajmera koriS¢enjem
temperaturnog gradijenta, na osnovu kojeg su odredene tri temperature (59.9,
55.8 and 52.4°C) na kojima je dalje radena procedura. Svaka reakcija (10uL)
sastojala se iz 2,5 uL. kDNK (10ng/ pL), 0,5 pL smjeSe prajmera (500nM), 5pul
HotStarTag® (Qiagen, Manchester UK) i 2,5 pL vode (nuclease free). UmnoZavanje
je radeno na Zeljenom programu: 95°C vru¢i start (15minuta), praceno sa 35
ciklusa koji podrazumijevaju: denaturaciju na 95°C (30 sekundi), temperaturni
gradijent za vezivanje prajmera (30 sekundi) i ekstenziju na 72°C (1 minut). Nakon
zavresStka postoji i korak finalne ekstenzije na 72°C 10 minuta. Uzorci su ¢uvani u

frizideru do elektroforetskog razdvajanja.

4.8.3.1 Gel elektroforeza - razdvajanje produkata

Da bi vizuelizovali produkte i identifikovali njihove veli¢ine, nakon
umnozavanja isti su razdvajani na agaroznoj gel elektroforezi. Budu¢i da su uocene
dvije trake, njihovo razdvajanje je radeno na 1% TAE gelu (za ve¢i fragment) i na
2% TBE gelu (za manji fragment). Za vizuelizaciju koris¢en je SYBR®Safe, a uzorci
su razdvajani pri konstantnoj voltazi na 110V (60 - 90 minuta). Gelovi su skenirani
pomocu ChemiDoc-Ite™? Imager (UVP, Cambridge UK) a veli¢ina fragmenta
odredena pomocu odgovaraju¢ih markera. Da bi se potvrdilo odsustvo genomske
DNK u originalnom RNK uzorku, kao i da bi se dodatno potvrdilo odsutvo DNK
genomske kontaminacije pored uzoraka elektroforezom su razdvajani i -RT

(uzorak bez reverzne transkriptaze) kao i NTC (od eng. no template control).
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4.9 Imunohistohemijsko bojenje

Nakon deparafinizacije, presjeci uterusa su rehidratisani, a potom ispirani
u 0,01 M fosfatnom puferu (pH 7,6; 10 minuta). Za bolju detekciju BEST-1 i BEST-2,
prije postupka imunocitohemije, koriS¢ena je tehnika demaskiranja antigena, koja
ima za cilj bolje otkrivanje antigena, poSto u toku fiksacije tkiva dolazi do
formiranja kovalentnih veza izmedu aldehida iz fiksativa i antigena. Ovaj postupak
zahtijeva tretiranje preparata 0,01 M citratnim puferom (pH 6) u mikrotalasnoj

pecénici na 750 W, 3 x 7 minuta.

4.9.1 Imunohistohemijska PAP metoda

Nakon demaskiranja antigena i blokiranja endogene peroksidaze (0,3%
H202 u metanolu), radi izbjegavanja pozadinskog bojenja, preseci su inkubirani u
normalnom svinjskom serumu (engl. normal swine serum, Dako Dakopatts, Danska,
razblaZenje 1:10 u PBS) u trajanju od 1h. Presjeci potom nisu ispirani, ve¢ su
inkubirani sa anti-pacovskim primarnim antitijelima, uzgojenim u zecu, za BEST-1
(Alomone Labs, Izrael, 1:50 u PBS) i za BEST-2 (Alomone Labs, Izrael, 1:50 u PBS),
preko no¢i na 4 °C. Narednog dana, presjeci su isprani u PBS i inkubirani sa
sekundarnim antitijelom (svinjski anti-zeciji IgG; Dakopatts, Danska) razblazenim
u PBS 1:500, u trajanju od 45 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u PBS,
vizuelizacija je obavljena pomocu hromogenskog supstrata DAB (Dako A/S,
Danska). Kontrastiranje je obavljeno Mayer hematoksilinom (Merck-Alkaloid,
Alkaloid, Makedonija), dehidratacija serijom etanola rastuce koncentracije (96-

100%) i montiranje pokrovnog stakla DPX (Fluka, Svajcarska).

4.9.2 Imunofluorescentna metoda

Nakon deparafinizacije, rehidratacije, ispiranja u 0,01 M fosfatnom puferu
(pH 7,6; 10 minuta) i demaskiranja antigena, preseci su inkubirani u normalnom
serumu magarca (engl. normal donkey serum, Sigma Aldrich, SAD; razblaZenje
1:10) u trajanju od 60 minuta, sa ciljem blokiranja nespecificnog bojenja. Presjeci
potom nisu ispirani, ve¢ su inkubirani sa anti-pacovskim primarnim antitijelima,

uzgojenim u zecu, za BEST-1 (Alomone Labs, Izrael, razblazenim 1:50 u PBS) i za
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BEST-2 (Alomone Labs, Izrael, razblaZenim 1:50) preko noci na 4 °C. Slede¢eg dana
visSak antitela je ispran u PBS (3x10 minuta) i presjeci su inkubirani sa
sekundarnim antitijelom konjugovanim sa Alexa Flour 488 fluorescentnom bojom
(magareci anti-zeciji IgG; Molecular Probes Inc, SAD, razblaZenim 1:400 u PBS), u
trajanju od 2h. Nakon ispiranja, 10 x 5 minuta u PBS, montirana su pokrovna stakla
Moviolom 4-88 (Sigma Aldrich, SAD). Preparati su analizirani i fotografisani
koriS¢enjem Zeiss Axiovert (Carl Zeiss GmbH, Njemecka) fluorescentnog

mikroskopa opremljenim kamerom i EC Plan-Apochromat.

4.10 EPR

Analiza interakcija H2S sa enzimima radena je koriS¢enjem EPR
spektroskopije. Sva snimanja radena su na Bruker spektrometru (Bruker Elexsys-II
EPR, Oxford Instruments ESR900, SAD). Centar polja u svim mjerenjima bio je
3410G, frekvencija mikrotalasa je bila 9,4 GHz, modulaciona frekvencija nije
mijenjana i iznosila je 100 kHz, opseg skeniranja podeSen je u skladu sa Sirinom
EPR spektra datog uzorka, a pojaCanje je mijenjano po potrebi. Modulaciona
amplituda (MA) i snaga mikrotalasa (P) su podesavani u zavisnosti od uzorka i
njihove vrijednosti i navedene su uz svaki snimljeni EPR spektar. Sva snimanja
uradena su na sobnoj temperaturi. Mjerenja su uradena koriS¢enjem kvarcnih
kapilara u koje su postavljene teflonske tube sa uzorcima. Enzimi su bili netretirani
ili tretirani NazS i KOz (Sigma Aldrich, St Louis, MO, SAD) u finalnim
koncentracijama 2 mM i 1 mM (5% DMSO). Svi rastvori su napravljeni koriS¢enjem
bidestilovane dejonizovane ultraciste vode . Uzorci su inkubirani 30 sekundi na
sobnoj temperaturi, potom stavljani u kvarcne EPR tube i brzo zamrzavani u
hladnom izopentanu. Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu (prikazani su
reprezentativni spektri). Spektri su biljezZeni koriS¢enjem EW softvera (Scientific

Software, Bloomington, IL, SAD).
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4.11 Bioinformaticka pomagala
4111 Molekulsko modelovanje

Molekulsko modelovanje je in silico metoda kojom se predvida tercijarna
struktura proteina iz primarne sekvence, odnosno modelovanje pokusSava da
predvidi sekundarnu, tercijarnu i kvaternernu strukturu proteina iz njegove
primarne sekvence. Predvidanje strukture proteina je fundamentalno razlicit
problem of dizajna proteina.

Modelovanje na osnovu homologa (engl. homology modelling), poznato kao
komparativno modelovanje proteina je metoda kojom se konstruiSe model ciljanog
proteina iz njegove primarne sekvence (meta) i eksperimentalne strukture slicnog
proteina (templat). Komparativno modelovanje proteina se zasniva na
identifikaciji jednog ili viSe homologog proteina sa poznatom trodimenzionalnom
strukturom i pravljenju preklopnih mapa aminokiselinskih ostataka izmedu
templata i mete. Molekulski doking (engl. molecular docking, protein-ligand
docking) predstavlja racunarsku metodu za pronalazenje najoptimalnije
trodimenzionalne vezivne strukture proteina i njegovog liganda. Cilj molekulskog
dokinga je predvidanje optimalne vezivne strukture izmedu liganda i proteina, kao
kad se vezuju in vivo. Doking predvida moguce kandidate (poze), koji se rangiraju
koriste¢i matematicke metode, najcesce skoring funkcije (engl. scoring functions), a
najviSe rangirana poza je ona za koju se predvida da ¢e se javljati pod fizioloSkim
uslovima u celiji. Postoje viSe razliCitih metoda dokinga koje se razlikuju prema
aproksimacijama koje uzimaju u obzir, na primer reprezentacija molekula,
evaluacija energije, uzorkovanje mogucih konformacija, a sve u cilju da se predvidi
realna poza sa najmanjim racCunarskim zahtevima i najkra¢im vremenom
proracuna. Za sve stimulacije koris¢en je AutoDock Vina 1.1.2 softver (Trott i sar,

2010).

4.11.2 Metode i softver
AutoDock Vina koristi vrlo napredni algoritam zasnovan na metodi
optimizacije gradijenata u svojoj lokalnoj proceduri optimizacije. Izracunavanje

gradijenata, efektivno daje algoritmu ‘osjecaj’ u kom pravcu treba nastaviti
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proracune. AutoDock Vina program koristi posebnu skoring funkciju - Vina skoring
funkciju, posebno razvijenu za ovaj programski paket kako bi bila u skladu sa
ostalim parametrima koje ovaj program koristi.

Vina skoring funkcija je izvedena koriste¢i prednosti empirijskih
potencijala i empirijskih skoring funkcija. Ona koristi empirijske informacije
dobijene iz analize najzastupljenijih konformacija receptor-ligand kompleksa. . Vin
skoring funkcija je dijelom zasnovana na X-score i nalik X-score funkciji, Vina

skoring funkcija je podeSena koriste¢i PDBbind.

4.11.3 Priprema receptora
4.11.3.1 Humana katalaza

Kristalna struktura humane katalaze (PDB Code 1QQW) je iskoriS¢ena za
modelovanje, bez prisustva liganada. Budu¢i da je protein homotetramer, jedino je
subjedinica A koriS¢ena za modelovanje kako bi se skratilo ukupno vreme trajanja
proracuna (Tehrani i sar, 2012). Gajstajger naelektrisanja (engl. Geisteiger point
charges) su dodata svim atomima, osim atomu gvoZzda, koriste¢i AutoDock Tools
version 1.5.6 Sep_17_14 softverski paket (Sanner, 1999). Zasebno, naelektrisanje

za Fe atom je postavljeno na +2.0 (Pang i sar, 2013).

4.11.3.2 Goveda katalaza

Kristalna struktura govede katalaze (PDB Code 1TH3) je iskoriS¢ena za
modelovanje. Cijanid kao ligand je uklonjen da ne bi uticao na moguce vezivanje.
Koris¢ena je subjedinica A tetramera KkoriS¢ena za modelovanje Gajstajger
naelektrisanja (engl. Geisteiger point charges) su dodati svim atomima, osim atomu
gvozda, koristeci AutoDock Tools version 1.5.6 Sep_17_14 softverski paket
(Sanner, 1999). Zasebno, naelektrisanje za Fe atom je postavljeno na +2.0 (Pang i

sar., 2013).
4.11.3.3 Humana CuZnSOD

Kristalna struktura humane CuZnSOD (PDB Code 2VO0A) je iskoriS¢ena za

modelovanje. KoriS¢ena je subjedinica A tetramera KkoriS¢ena za modelovanje.
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Gajstajger naelektrisanja (engl. Geisteiger point charges) su dodati svim atomima,
osim atomima bakra i cinka, koristeci AutoDock Tools version 1.5.6 Sep_17_14
softverski paket (Sanner, 1999). Zasebno, naelektrisanja za atome bakra i cinka su
postavljena na +2.0 (Pang i sar, 2013). Doking prostor (engl. docking space) je

postavljen tako da obuhvata atome i bakra i cinka.

4.11.3.4 Goveda CuZnSOD

Kristalna struktura govede CuZnSOD (PDB Code 1CB4) je koriS¢ena za
modelovanje. Cijanid kao ligand je uklonjen da ne bi uticao na potencijalno
vezivanje. KoriS¢ena je subjedinica A tetramera KoriS¢ena za modelovanje
Gajstajger naelektrisanja (engl. Geisteiger point charges) su dodati svim atomima,
osim atomima bakra i cinka, koriste¢i AutoDock Tools version 1.5.6 Sep_17_14
softverski paket (Sanner, 1999). Zasebno, naelektrisanja za atome bakra i cinka su
postavljena na +2.0 (Pang i sar, 2013). Doking prostor (engl. docking space) je

postavljen tako da obuhvata atome i bakra i cinka.

4114 Priprema liganda
4.11.4.1  H:S struktura

‘ Struktura H2S molekula je optimizovana na MM nivou teorije koristeci
MMFF94 biomolekulsko polje sila. Gajstajger naelektrisanja su dodata atomima
koriste¢i AutoDock Tools verzija 1.5.6 Sep_17_14 softverski paket (Sanner i sar,

1999).

Slika 4.2 Struktura HaS liganda prikazana u reprezentaciji Stapica sa obiljezenim karakteristi¢cnim
H-S- rastojanjima i H-S-H uglom. Atom sumpora obojen je Zuto, a atomi vodonika bijelo.
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4.11.4.2  HS- struktura

HS- struktura je optimizovana na MM nivou teorije koriste¢i MMFF94
biomolekulsko polje sila. Gajstajger naelektrisanja su dodata atomima koristeci
AutoDock Tools verzija 1.5.6 Sep_17_14 softverski paket (Sanner i sar, 1999).

Dodatno, naelektrisanje od -1.0 je dodato na atom sumpora.

Slika 4.3 Struktura HS- liganda prikazana u reprezentaciji Stapi¢a sa obiljezenim karakteristi¢nim
H-S rastojanjima. Atom sumpora obojen je Zuto, a atom vodonika bijelo.

4.11.4.3 CHsSH struktura
CH3SH struktura je optimizovana na MM nivou teorije koriste¢i MMFF94
biomolekulsko polje sila. Gajstajger naelektrisanja su dodata atomima koristeci
AutoDock Tools verzija 1.5.6 Sep_17_14
softverski paket (Sanner i sar, 1999).

%65 ' Slika 4.4 Struktura CHsSH liganda prikazana u
reprezentaciji Stapica sa obelezenim karakteristi¢nim

rastojanjima, uglovima i diedarskim uglovima. Atom

sumpora obojen je Zuto, atom ugljenika zeleno, a atomi

vodonika bijelo.

4.12 Statisticka analiza podataka

Za potrebe statisticke analize i kreiranje grafika i tabela koriS¢eni su:
Microsoft excel, Origin 8 kao i Graphpad Prism 5. Kontrakcije su analizirane na
osnovu amplitude, frekvencije kao i AUC. Efekti tretmana izreZeni su kao procenat
kontrole. Rezultati su prikazani srednja vrednost (SV) * standardna devijacija (SD).
Efekat na kontraktilnu aktivnost uterusa je analiziran, u zavisnosti od prirode
eksperimenta (tretmana, tipova aktivacije) sa: jednostrukom analizom varijanse
(one-way ANOVA), dvostrukom analizom varijanse (two-way ANOVA),

regresionom analizom kao i ,post hoc Tukey” testom. Efekti NazS odnosno CH3SH
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na aktivnost antioksidativnih enzima je odreden pomocu jednostruke analize
varijanse i ,post hoc Tukey” testom (za viSe grupa) i t-testom (za dvije grupe). Za
poredenje nivoa ekspresije bestrofina koris¢en je Student-ovo #-test u odnosu na
aktin kao unutrasnju kontrolu (na proteinskom nivou); odnosno jednostruka
analiza varijanse za relativnu ekspresiju u odnosu na adekvatne endogene kontrole
(na nivou iRNK). Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je vrijednost vjerovatnoce od

p<0,05.
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5.1 Efekti natrijum-sulfida na kontraktilnost uterusa

Kontraktilnost uterusa je posljedica aktivacije veteg broja signalnih
puteva, koji imaju razlic¢ito porijeklo. Svaki od ovih puteva favorizuje posebne
ciljine strukture i nishodne puteve, Cija aktivacija dovodi do realizacije krajnjeg
fizioloSkog efekta - kontrakcije. Potrebno je ista¢i da svaki od ovih puteva
pokazuje izvjestan stepen funkcionalne nezavisnosti, ali samo koordinisana
aktivnost razlic¢itih signalnih puteva dovodi do regulisanih kontrakcija. Stoga je u
ovom radu efekat natrijum-sulfida ispitivan na uterusu pacova, c¢ija je aktivnost
razliCitog porijekla; na faznim kontrakcijama: spontano aktivne kontrakcije,
kontrakcije indukovane jonima kalcijuma (4.9 mM), KCl (15mM) i oksitocinom (5
nM) kao i na toni¢nim kontrakcijama (KCl, 75mM). Efekti sulfida poredeni su sa
efektima njegovih metabolickih prekursora, ali i metabolita. Takode, njegovi efekti
su testirani u prisustvu rekativnih vrsti koje in vivo mogu modulirati njegov
relaksantni potencijal. Poznato je da molekulske strukture na/u uterusu koje su
ciljne za ostvarenje efekta relaksacije su enzimi (adenilat i guanilat ciklaze) i jonski
kanali. Zbog toga je efekat sulfida na uterusu pacova testiran u prisustvu
modulatora (inhibitora i aktivatora) pomenutih targeta koji mogu posredovati u
relaksaciji izazvanoj sulfidom. Nakon toga, efekat sulfida je testiran i na humanom

miometrijumu.

5.1.1 Efekti NazS na kontraktilnu aktivnost spontano-aktivnog i CaZ+-
stimulisanog uterusa

[spitivani su efekti rastuc¢ih koncentracija egzogenog Na>S na izolovanom
uterusu (spontano-aktivnom i Ca2*-aktiviranom). Uterusi su nakon stabilizacije
tretirani NazS (20, 50, 100, 200 pM). Natrijum-sulfid je izazvao dozno-zavisnu,
reverzibilnu relaksaciju spontano aktivnog ali i CaZ*-aktiviranom uterusa,
smanjujué¢i amplitudu, ali i frekvenciju kontrakcija (statisticki znacajni efekti
uoceni su pri koncentracijama od 100 i 200 pM). Reprezentativni zapis efekta
sulfida na kontrakcije dat je na Slici 5.1. Analiza smanjenja amplitude, frekvencija i
AUC prikazana je na Slici 5.2 i 5.3. Efekat sulfida na spontano-aktivnom i Ca2*-

aktiviranom uterusu se nije znacajno razlikovao (ECso vrijednosti sli¢cne: 114 pM za
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spontano-aktivni i 94 uM za Ca2+*-aktivirani uterus). Jasno se uocava statisticki
znacajno smanjenje Kkontraktilnosti u odnosu na kontrolne kontrakcije (bez

sulfida).

20 uMm 50 uM 100 uM 200 uM

Y Y Y

Slika 5.1 Reprezentativni zapis efekta Na,S na kontraktilnu aktivnost spontano-aktivnog
(gore) i Caz+-aktiviranog uterusa (dolje).
Uterusi su nakon stabilizacije i uspostavljanja spontane aktivnosti, odnosno Ca2+*-aktivacije,
tretirani rastu¢im koncentracijama Na;S (20, 50, 100, 200 uM).
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Slika 5.2 Efekat Na.S na kontrakcije spontano-aktivnog uterusa:
dozno-zavisno smanjenje amplituda, frekvencija i AUC; dozno-zavisna Kkriva
Podaci su predstavljeni kao SV + SD. Podaci su analizirani jednostrukom analizom varijanse (faktor:
NazS koncentracija; p < 0.05 se smatra znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom (*** p < 0,001).
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Slika 5.3 Efekat Na.S na kontrakcije Ca2+-aktivnog uterusa:
dozno-zavisno smanjenje amplituda, frekvencija i AUC; dozno-zavisna Kriva
Podaci su predstavljeni kao SV + SD. Podaci su analizirani jednostrukom analizom varijanse (faktor:
NayS koncentracija; p < 0.05 se smatra znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom (*** p < 0,001).

5.1.2 Efekti NazS na kontrakcije uterusa stimulisane oksitocinom

Ispitivani su efekti rastuc¢ih koncentracija egzogenog NazS na izolovanom
uterusu aktiviranom oksitocinom (OT) (5 nM). Uterusi su nakon stabilizacije
tretirani sa NazS (5-150 uM). Natrijum-sulfid je izazvao dozno-zavisnu reverzibilnu
relaksaciju, uticu¢i kako na amplitudu, tako i na frekvenciju kontrakcija.
Reprezentativan zapis efekata sulfida na spontane i oksitocinom-indukovane
kontrakcije prikazan je na Slici 5.4. Jasno se uoCava da se efekat sulfida na
kontraktilnost kod spontanih i oksitocinom-indukovanih kontrakcija ne razlikuje.
Analiza efekata sulfida na kontraktilnost OT-indukovanih kontrakcija prikazana je
na Slici 5.5. Statisticki znacCajno smanjenje amplitude kontrakcija u odnosu na
kontrolne kontrakcije (bez sulfida) uocava se pri koncentracijama sulfida ve¢im od

50 uM.
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Slika 5.4 Reprezentativni zapis efekta Na,S na kontraktilnu aktivnost spontano-aktivnog
(gore) i OT-aktiviranog uterusa (dolje).
Uterusi su nakon stabilizacije tretirani rastu¢im koncentracijama NazS (5-150 pM).

Slika 5.5
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5.1.3 Efekti NazS na kontrakcije uterusa stimulisane kalijum-hloridom
[spitivani su efekti rastu¢ih koncentracija egzogenog Na>S na izolovanom
uterusu, koji je aktiviran sa KCl: 15 mM - fazne kontrakcije i 75 mM - toni¢ne
kontrakcije. Uterusi su nakon stabilizacije tretirani sa NazS (20, 50, 100, 200 uM).
Natrijum-sulfid je izazvao dozno-zavisnu, reverzibilnu relaksaciju, uticu¢i i na
amplitudu i na frekvenciju kontrakcija kod faznih Kkontrakcija, odnosno na
amplitudu kod tonic¢ih kontrakcija. UoCeno je da se relaksantni efekat sulfida
razlikuje - viSe je izrazen na faznim kontrakcijama (15 mM KCl), nego na toni¢nim
(75 mM) (dvostruka analiza varijanse, statisticki znacajan efekat KCI koncentarcije,
p < 0,001). Potpuna relaksacija u slucaju faznih kontrakcija je uocena sa 100 pM
NazS. Kod tonic¢nih kontrakcija, tretman 100 i 200 uM NazS rezultirao je znacajnim

smanjenjem amplituda, ali ne i potpunom relaksacijom (Slika 5.6).
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5.1.4 Poredenje efekata natrijum-sulfida sa efektima cisteina i
homocisteina

Buduci da cistein i homocistein, prekursori u sintezi vodnik-sulfida, u nekim
patofizioloSkim stanjima mogu postojati u povecanoj koncentraciji, cilj daljih
eksperimenata bio je da se ispita njihov direkatan efekat na kontraktilnost uterusa.
Takode, uzimajuci u obzir da pKa vrijednosti cisteina, homocisteina i HzS, odnosno
zastupljenost njihovih molekulskih i anjonskih oblika (kiselina i njihovih
konjugovanih baza), ovi eksperimenti omogucavaju i ispitivanje vaznosti jonizacije

-SH grupe u ostvarivanju relaksirajuéeg efekta.

5.1.4.1 Efekat cisteina na kontraktilnost uterusa

[spitivani su efekti rastu¢ih koncentracija egzogenog cisteina na
izolovanom uterusu (spontano-aktivnom i Ca2+-aktiviranom). Uterusi su nakon
stabilizacije tretirani cisteinom (10-1000 uM) (Slika 5.7). Uoceno je da cistein
dovodi do relaksacije, ali zbog varijacije u odgovoru razliitih uterusa, efekat nije

statistic¢ki znacajan.
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Slika 5.7
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5.1.4.2 Efekat homocisteina na kontraktilnost uterusa

Ispitivani su efekti rastu¢ih koncentracija egzogenog homocisteina na izolovanom,
OT-aktivnom uterusu. Uterusi su nakon stabilizacije tretirani homocisteinom (10-
1000 pM), koji nije doveo do relaksacije. Efekti homocisteina prikazani su na Slici

5.8.
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2
<
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90 ANOVA F=039 p=0815 NS 0.05 se smatra znacajnim).
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5.1.4.3 Da li hiperhomocisteinemija (in vitro) utice na relaksantni potencijal
H>S?

Poznato je da hiperhomocisteinemija moZe remetiti pravilnu
kontraktilnost uterusa gravidnih Zenki. Cilj ovih eksperimenata bio je da se ispita
efekat hiperhomocistinemije (in vitro) na efekat Na:S. Efekat rastu¢ih doza NazS

(5-150 puM) na kontraktilnost uterusa u estrusu negravidnih Zenki (spontano-
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aktivnom i oksitocinom-stimulisanom) ispitavan je u prisustvu dvije koncentracije
homocisteina (500 i 1000 uM). Uoceno je da homocistein, ¢ak i u ovako visokom
koncentracijama, ne utice na relaksantni potencijala NazS. Reprezentativni,
originalni zapis dat je na Slici 5.9 a analiza efakata prikazana je na Slici 5.10.
Dodavanje rastu¢ih doza NaxS je bez obzira na pretretman sa homocisteinom
dozno-zavisno relaksiralo uterus (dvofaktorska analiza varijanse, statisticki
znacajan efekat koncentracije NazS, p<0.001). Dodavanje homocisteina pre
dodavanja NazS nije dovelo do promene relaksantnih efekata Na>S (dvofaktorska

analiza varijanse, nema efekta pretretmana, niti interakcije).

Naz$ (M)
5 10 25 50 75 100 150

O 0. 1
L 1 mmmmm I

Slika 5.9 Efekat Na,S na kontraktilnu aktivnost OT-aktiviranog uterusa u prisustvu
homocisteina.Uterusi su nakon stabilizacije i uspostavljanja aktivnosti tretirani najprije
homocisteinom (500 pM), a zatim rastu¢im koncentracijama Na.S (5-150 uM).

HCY (500pM)

\
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5.2 Poredenje efekata natrijum-sulfida sa efektima metantiola

- uloga tiolatnog anjona

Prethodni eksperimenti su pokazali da sulfid ima relaksantno dejstvo, a da
njegov prekursor (homocistein) nema u opsegu koncentracija koje se smatraju
fizioloSki relevantnim. Takode, uoceno je da efekat jedinjenja koja sadrze-SH
grupu moZe zavisiti od stepena njene jonizacije. S tim u vezi, cilj ovih
eksperimenata bio je da se uporede efekti metantiola i sulfida. Naime, metantiol je
na fizioloSkom pH prisutan isklju¢ivo u molekulskom obliku,, dok iz Na:S mogu
nastati molekulski Hz2S i anjon HS'. Stoga, poredenje njegovih efekata sa efektima
NazS osvijetljava vaZznost molekulskog, odnosno anjonskog oblika u regulaciji

kontraktilnosti, kao i vaznost metilacije kao nac¢ina modulacije efekata H>S.

5.2.1 Efekat CH3SH na kontraktilnost uterusa - poredenje sa NazS

Efekat metantiola (100, 200, 400, 600 uM) ispitavan je na uterusu pacova
(spontano-aktivnom i Ca?*-aktiviranom), a originalni zapis efekata dat je na Slici
5.11 i 5.12. Metantiol je slicno sulfidu izazvao reverzibilnu dozno-zavisnu
relaksaciju uterusa (statisticki znacajno smanjenje amplitude i frekvencije
kontrakcija). Medutim efekat se razlikuje u odnosu na efekat izazvan sa NazS.
Naime, relaksantni efekat CH3SH je na spontanim kontrakcijama i na Ca2*-
aktiviranom uterusu, uocen pri 400 pM, a potpuna relaksacija (odsustvo aktivnosti
uterusa) dostignuta je pri 600 pM. Efekat je, slicno efektu NazS, reverzibilan, ali je
za razliku od NazS bila potrebna 3x veca koncentracija za dostizanje potpune
relaksacije. Na Slici 5.13 prikazani su razli¢iti oblici njihovih dozno-zavisnih
krivih (sigmoidna vs. linerana), koje karakterisSu njihova dejstva. Dalje, poredeni su
efekti, jedini¢nih koncentracija (CH3SH - 600 uM i NazS - 200 uM) koje u oba
slucaja dovode do potpune relaksacije (Slika 5.14). Uradena je detaljna analiza
efekata - analiza amplituda i frekvencija tokom relaksacije, ali i oporavka (Slika

5.15i 5.16).
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Slika 5.11 Reprezentativni zapisi efekata CH3SH i Na;S na kontraktilnu
aktivnost spontano-aktivnog uterusa.

Uterusi su nakon stabilizacije i uspostavljanja spontane aktivnosti tretirani rastu¢im
koncentracijama CH3SH (100-600 uM) i NaS (5-150 uM).
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Slika 5.12 Reprezentativni zapisi efekata CH3SH i Na;S na kontraktilnu
aktivnost uterusa aktiviranog jonima CaZ2+-.

Uterusi su nakon stabilizacije i uspostavljanja aktivnosti tretirani rastu¢im
koncentracijama CH3SH (100-600 pM) i NazS (20 -200 uM).
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Slika 5.13

Dozno zavisna Kriva - sigmoidalno vs.
linearno fitovanje efekata CH3SH i NaS.
Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse  (faktor: tip  kontrakcije i
koncentracija agensa; p < 0.05 se smatra
znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom
(***p<0,001).
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Slika 5.15 Poredenje efekata Na.S i CH3SH na spontane kontrakcije uterusa pacova.
Podaci su predstavljeni kao SV + SD. Podaci su analizirani jednostrukom analizom varijanse (faktor:
NazS koncentracija; p < 0.05 se smatra znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom (*** p < 0,001).
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Slika 5.16 Poredenje efekata NaS i CH3SH na CaZ*-aktivirane kontrakcije uterusa pacova.

Podaci su predstavljeni kao SV * SD. Podaci su analizirani jednostrukom analizom varijanse (faktor:
NayS koncentracija; p < 0.05 se smatra znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom (*** p < 0,001).
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53 Medijatori relaksantnog efekta Na:S

5.3.1 Efekti konsekutivnih dodavanja Na:S na kontraktilnost uterusa
Ispitivani su efekti konsekutivnih dodavanja egzogenog Naz2S na
kontraktilnost izolovanog uterusa (spontano-aktivni i Ca2*-aktivirani uterusi).
Uterusi su nakon stabilizacije tretirani NazS (100 uM). Natrijum sulfid je izazvao
reverzibilnu relaksaciju, uticu¢i kako na amplitudu, tako i na frekvenciju
kontrakcija. Nakon oporavka opet je dodat NazS u istoj koncentraciji (100 uM),
saCekan je oporavak i opet je ponovljen tretman. Uoceno je da tretiranje uterusa sa

NazS potencira njegov relaksantni efekat pri narednoj aplikaciji (Slika 5.17).

Slika 5.17
150- Efekat konsekutivhog dodavanja

C3 KONTROLA " et
3 100 M Nas Na;S na Kkontraktilnost uterusa

100+ [ 100 pM Na,$ pacova
3 100 uMNa,$s Podaci su predstavljeni kao SV + SD.

T Podaci su analizirani jednostrukom
50 k* *ok analizom varijanse (faktor: Na,S
koncentracija; p < 0.05 se smatra
znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD
testom (*** p < 0,001).

% AUC
*

5.3.2 Poredenje efekata Na:S sa efektima Na:S/polisulfida

U cilju ispitivanja da li relaksantni efekat sulfida poticu od polisulfida (koji
su prisutni u rastvoru sulfida, a ¢ija koncentarcija zavisi od brojnih faktora),
poredeni su efekti natrijum-sulfida sa efektima NazS/polisulfida (Sn). Oba
tretmana dovela su do smanjenja kontrakcija, uticu¢i kako na amplitudu, tako i na
frekvenciju kontrakcija, medutim nisu uocene statisticki znacajne razlike (Slika

5.18).

Slika 5.18

80 — Poredenja efekata NaS i
100 M NayS + 25 WM S polisulfida na  kontraktilnost

601 3 125 M NagS uterusa pacova
g T 125 uMNas$ Podaci su predstavljeni kao SV + SD.
‘\540_ 100 uM Nay$ + 25 uM Sn° Podaci su analizirani jednostrukom
° ] £ 100MNa;$ analizom varijanse (faktor: Na,S
koncentracija; p < 0.05 se smatra
znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD

testom (*** p < 0,001).
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5.3.3 Interakcija H2S-°NO

Efekat sulfida moze biti moduliran sa *NO, a da li je ova modulacija
relevantna u regulisanju kontraktilnosti uterusa, ispitano je kroz eksperimente
gdje su testirani efekti GSNO (10 and 20 uM), kao i smjeSe sulfid/GSNO (100/10
UM i 200/20 uM ) na kontraktilnost kalcijum-aktiviranog uterusa. Reprezentativan
zapis efekata smjeSe sulfid/GSNO prikazan je na Slici 5.19. GSNO u testiranim
koncentracijama (Slika 5.20 i 5.21), nije doveo do znacajnih promjena. Produkt
reakcione smjese sulfid/GSNO (100/10 uM) produkovao je minorne efekte, kako
na amplitudu, tako i na frekvenciju kontrakcija (Slika 5.20 i 5.21). Efekti
sulfid/GSNO (,,SSNO“) (200/20 uM) (5.20 i 5.21) bili su znac¢ajno manji u odnosu
na efekat samog sulfida (200 uM), kako u pogledu smanjenja amplituda, tako i
frekevencije. Ovo ukazuje na to da je *NO vaZan modulator relaksantnog efekta

sulfida.

200 pM H,S 20 uM SSNO 200 M Na,$

Slika 5.19
; Reprezentativni zapis efekata
| sulfida i GSNO na
| kontraktilnost kalcijum-
| stimulisanog uterusa.
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Slika 5.20 Poredenja efekata Na.S (100nuM), smjeSe Na,S (100puM) i GSNO (10uM) - ,,SSNO“
i GSNO (10pM) na kontraktilnost uterusa pacova
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Slika 5.21 Poredenja efekata Na,S (200uM), smjese Na,S (200uM) i GSNO (20pM) - ,,SSNO*“
i GSNO (20puM) na kontraktilnost uterusa pacova
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5.4  Mehanizmi relaksantnog efekta natrijum-sulfida
Da bi se razjasnio mehanizam relaksantnog efekta sulfida ispitivano je
ucCeSce pojedinacnih kanala iz tri grupe kanala(K*, Ca2+ i Cl- kanali) vaznih za
regulaciju kontraktilnosti uterusa, kao i znacaj klasi¢nih relaksacionih puteva

indukovanih promjenom kolic¢ine drugih glasnika (cAMP i cGMP).

5.4.1 Uloga K*kanala

Kako su prethodni eksperimenti pokazali da povecanje ekstracelijskog K*
utice na efekat sulfida (vidi 5.1.3), ovi eksperimenti su dizajnirani u cilju ispitivanja
uloge K* kanala u posredovanju njegovog relaksantnog efekta. Efekat sulfida je
testiran na spontano-aktivnim i kalcijum-indukovanim uterusima, sa i bez
odgovaraju¢ih modulatora kalijumskih kanala: TEA (1 mM), glibenklamida (2 pM) i
4-AP (1 mM).

5.4.1.1 Ucesce K* kanala u relaksantnom efektu sulfida

UceS¢e K* kao medijatora u NazS-indukovanoj relaksaciji uterusa nije
potvrdeno. Naime, neselektivni blokator, TEA, je pojacao relaksantni efekat sulfida
na spontano-indukovanim kontrakcijama (statisticki znacajan ANOVA efekat
tretmana p < 0,001; post hoc Tukey’s HSD test, p < 0,001) (Slika 5.22). Pretretman

kalcijum-aktiviranih uterusa TEA nije imao efekta (Slika 5.23).

120 - Slika 5.22
| Efekat Na,S na kontraktilnost spontano-
100 - aktivnog uterusa pacova sa i bez TEA
- 1 - (1 mM).
E 80 - Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
.é ] Podaci su analizirani dvostrukom analizom
% 601 varijanse (faktori: NaS koncentracija i
l‘é 40 4 pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
E ] (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
£ 20 Sk
4 —— Nazs
04 —+—TEA/Naj$s
E-
Na,S (M)
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120 Slika 5.23
Efekat Na:S na kontraktilnost Ca2+-

1004 £%{ aktiviranog uterusa pacova sa i bez TEA
5 s0] 1 (1 mM).
2 Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
= 604 Podaci su analizirani dvostrukom analizom
:fa 40 varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
"é pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
-‘: 204 (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
s o] —"—Na,S

—+—TEA/Na,S
-20 . — = :
Na,§ (M) B

5.4.1.2 Uloga Karr kanala u relaksantnom efektu sulfida

Specifi¢ni inhibitor Karp kanala, glibenklamid, koriS¢en je u cilju ispitivanja

uceSca ovih kanala u odgovoru uterusa na NaS. Pretretman glibenklamidom nije

inhibirao relaksaciju izazvanu sulfidom na spontano-aktivnim uterusima (Slika

5.24), zapravo uoceno je da je relaksantni efekat sulfida (100 uM) pojacan.

120 -

100

80+

60

40

% kontraktilnosti

20+

—=—Na,S
—+—glibenklamid/Na_$

1
1E-4
Na S (M)

Slika 5.24

Efekat Na2S na kontraktilnost
spontano-aktivnog uterusa pacovasai
bez glibenklamida (2 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV * SD
(n=8). Podaci su analizirani dvostrukom
analizom  varijanse  (faktori: = NaS
koncentracija i pretretman) i post hoc
Tukey’s HSD testom (* - p<0,05, ** -
p<0,01, *** - p<0,001).

Rezultati prikazani na Slici 5.25 pokazuju da glibenklamid nije inhibirao

relaksantni efekat sulfida na uterusima aktiviranim jonima kalcijuma u potpunosti.

Naime, znacajan antagonisticki efekat glibenklamida uocen je samo pri efektu Na>S

od 200 pM (statisticki znacajan ANOVA efekat tretmana p < 0,01, post hoc Tukey’s
test, p <0,001).
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120 - Slika 5.25
Efekat Na;S na kontraktilnost Ca2+-

100 {%_____[ aktiviranog uterusa pacova sa i bez
T 80 glibenklamida (2 pM).
= Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
= 60 . L .
£ Podaci su analizirani dvostrukom analizom
g 40 varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
g pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
s (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
o] —=—Nas

—e—glibenklamid/Na,S
-20

Na,S (M)

1E-4

5.4.1.3 Uloga Kir kanala u relaksantnom efektu sulfida

Da bi ispitali ulogu Kir kanala u relaksaciji uterusa indukovanoj sa Na:S,

koriS¢en je 4-AP kao blokator ovih kanala. Prisustvo 4-AP nije uticalo na efekat

NazS i na spontano-aktivnim, i na kalcijumom aktiviranim uterusima (Slika 5.26 i

5.27).

120 -

100 i%

80
60

40 -

% kontraktilnosti

204
—=—Najy$

01 —e—4-AP/Nay$

Na,S (M)

120
100 £
80+
60 4
40

20

9% kontraktilnosti

04 —n —NaZS
—+—4-AP/Na,S

-20

Na,S (M)

T
1E-4

Slika 5.26

Efekat Na,S na kontraktilnost spontano
aktivnog uterusa pacova sa i bez 4-AP

(1 mM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: NazS koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Slika 5.27

Efekat NaS na kontraktilnost Ca2*-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez 4-AP
(1 mM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: NazS koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
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5.4.2 Uloga Cl- kanala u relaksantnom efektu sulfida

Eksperimenti su dizajnirani u cilju ispitivanja uloge Cl- kanala, kao
posrednika u relaksantnom efektu sulfida. Efekat sulfida je testiran na spontano-
aktivnim i kalcijum-indukovanim uterusima, sa i bez odgovaraju¢ih modulatora
hloridnih kanala: DIDS, TMEM-16A, TA, IAA-94 i NFA. Takode koriscen je De Jalon
rastvor bez HCO3 da bi se razlikovali efekte DIDS, budu¢i da je DIDS blokator

hloridnog kanala, ali i CI-//HCO3- jonoizmjenjivaca.

5.4.2.1 Uloga BEST-1 kanala

Da bi ispitali ulogu hloridnih kanala (bestrofina) u relaksaciji uterusa
indukovanoj NazS, koriS¢en je DIDS kao blokator ovih kanala. Pretretman sa DIDS
je inhibirao relaksantni efekat NazS u potpunosti, kako na sponatano-aktivnim,
tako i na kalcijumom aktiviranim uterusima (Slika 5.28 i 5.29). Jasno se uocava da
u prisustvu DIDS, sulfid ne dovodi do relaksacije uterusa, Sto ukazuje na to da je

sulfidom indukovana relaksacija posredovana kanalom osjetljivim na DIDS.

120 -
100 ] T T I . Slika 5.28 .
| i \I 1 T Efekat Na;S na kontraktilnost spontano-
2 80 \ aktivnog uterusa pacova saibez DIDS
_g. (100 uM).
£ 601 Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
© . N .
5 401 *kk Podaci su analizirani dvostrukom analizom
= N . G
g varijanse (faktori: Na,S Kkoncentracija i
£ 204 pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
—"—Nays (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
0+ —»—DIDS/Na,$ HE b
Na,S (M) 184
140+ Slika 5.29
120 J Efekat Na;S na kontraktilnost Ca2+-
_ aktiviranog uterusa pacova sa i bez DIDS
= 100
g { T (100 pM).
.E 80 Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
% 60 - Podaci su analizirani dvostrukom analizom
E 0] varijanse (faktori: Na,S Kkoncentracija i
2 : pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
£ o (*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
0l —=—Na,$
—‘_DIDS/Nazs *%%
-20 . o :
E-4
Na,S (M)
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5.4.2.2 Efekat De Jalon rastvora bez HCO3-

Da bi diskiriminisali efekte DIDS, efekat NazS je ispitivan u De Jalon
rastvoru bez HCO3. Odsusutvo HCO3 anjona nije uticalo na relaksantni efekat
NazS, sto ukazuje da je hloridni kanal posrednik u relaksaciji. Rezultati su prikazani

na Slici 5.301i 5.31.

i Slika 5.30
Efekat Na.S na kontraktilnost spontano
100+ aktivnog uterusa pacova sa i bez HCOs.
5 go- Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
E Podaci su analizirani dvostrukom analizom
H 601 varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
= .
8 40- pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
£ (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
= 20
s 04 —'—Naz.‘i
—O—HCOB_ free/ Na,S
=20 T
Na,S (M) e
120 4 Slika 5.31
1001 ¥%__ Efekat Na:S na kontraktilnost Ca?+-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez HCOs-.
Z 80 Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
E 60 Podaci su analizirani dvostrukom analizom
2 varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
g 40 - pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
_-54 201 (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
=S —s—Nay$
0
—e—HCO3 -free/Na,S
-20

Na,S (M) 1E4
5.4.2.3 Uloga CaCC kanala u relaksantnom efektu natrijum-sulfida

Da bi ispitali ulogu hloridnih kanala aktiviranih kalcijumom u NaaS-
indukvanoj relaksaciji uterusa pacova, koriS¢eni su NFA i TA kao blokatori ovih
kanala Ovi inhibitori nisu inhibirali relaksantni efekat NazS, na sponatano-
aktivnim, kao ni na kalcijum-aktiviranim uterusima (NFA, Slika 5.32 i 5.33; TA,

Slika 5.34 i 5.35). Naime, pretretman spontano-aktivnih uterusa NFA i TA
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efekat sulfida.

Njihov efekat na kontrakcijama

aktiviranim jonima kalcijuma razlikovao se budu¢i da je NFA pretretman

potencirao relaksaciju izazvanu sulfidlom na spontano aktivnim uterusima,

snizavaju¢i dozu potrebnu za relaksaciju (statisticki znacajan ANOVA efekat

tretmana p < 0,001).

120
100—-
80
60 -
4—0—_

20

% kontraktilnosti

-20

f‘?}\

—e—NFA T,
—=—NFA/Na,$

120 -

100

80 -

60

40 +

204

9% kontraktilnosti

-20

Na_S (M)
i%

—=—Na,$
—+—NFA/Na,S

1E-4
Na,S (M)

Slika 5.32

Efekat Na.S na kontraktilnost spontano-
aktivnog uterusa pacova sa i bez

NFA (10 uM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na;S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*-p<0,05, **- p<0,01, *** - p<0,001).

Slika 5.33

Efekat Na.S na kontraktilnost Ca2+-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez

NFA (10 uM).

Podaci su predstavljeni kao SV * SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*-p<0,05, **-p<0,01, *** - p<0,001).
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120 4

100

80

60 4

40 4

9% kontraktilnosti

204

—=—Na,$§
—+—TA/Na,$

100 4

20

% kontraktilnosti

80 +

60 -

40 +

Na,S (M)

E&-\-_.___

—=—Na,S§
—+—TA/Na,$

-20

5.4.2.4 Uloga ANO-1 kanala

Na,S (M)

T
1E-4
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Slika 5.34

Efekat Na;S na kontraktilnost spontano-
aktivnog uterusa pacova sa i bez

TA (50 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*-p<0,05, **-p<0,01, ***-p<0,001).

Slika 5.35

Efekat Na.S na Kkontraktilnost Ca?+-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez

TA (50 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Inhibicija ANO-1 kanala (TMEM16A) nije rezultirala promjenama u

relaksantnom efektu sulfida (Slika 5.36 i 5.37). Naime, pretretman spontano-

aktivnih uterusa T16Ainh-AO1 potencirao je relaksantni efekat sulfida, dok na

kalcijumom aktiviranim uterusima nije doveo do statisticki znac¢ajnih promjena.
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1204
100:
80 4
60—‘
4-0—-

20 4

-20

%

—=—Na,S§ \

—+—T16Ainh-A01

120 -

100

80

60

40

20

-20

1E-4
Na S (M)

%%%

—n —NaZS
— —TlﬁAinh-Aﬂl/NaZS

1E-4
Na,S (M)

5.4.2.5 Uloga CLC-1
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Slika 5.36

Efekat Na;S na kontraktilnost spontano-
aktivnog uterusa pacova sa i bez
T16Ainh-A01 (5 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Slika 5.37

Efekat Na;S na kontraktilnost CaZ?*-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez
T16Ainh-A01 (5 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Specifi¢ni inhibitor CLC-1 kanala (IAA-94), koriSCen je u cilju ispitivanja

uceSca ovih kanala u odgovoru uterusa na Na;S. Rezultati prikazani na Slici 5.38 i

5.39 pokazuju da CLC-1 nisu posrednici u efektima sulfida, buduc¢i da pretretman

sa [AA-94 nije antagonizovao relaksantni efekat sulfida.
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120 - Slika 5.38
Efekat Na,S na kontraktilnost spontano-
1004 f aktivnog uterusa pacova sa i bez
T 80 1AA-94 (25 pM).
2 Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
E 601 Podaci su analizirani dvostrukom analizom
L,E 404 7 varijanse (faktori: Na,S Kkoncentracija i
E . pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
- (*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
0 —n —NaZS
—+—IAA-94/Na,S
-20 :
Na,S (M) 1E-4
120+ Slika 5.39
100 { Efekat NaS na Kkontraktilnost CaZz*-
L——-{ aktiviranog uterusa pacova sa i bez
2 80+ 1AA-94 (25 pM).
g I Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
E 607 Podaci su analizirani dvostrukom analizom
g 40 | varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
E 20 pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
< (*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
04 —n —NaZS
—+—I1AA-94/Na,S
-20 r
1E-4

Na_S (M)

5.4.3 Uloga kalcijumovih kanala

L-tip Ca2* kanala je jedan od glavnih regulatora kontraktilnosti faznih, ali i
toni¢nih kontrakcija. Naime, porijeklo toni¢nih kontrakcija vezano je za vece stanje
otvorenosti L-tipa Ca2+ kanala, koje nastaje usled jake depolarizacije, Sto konatno
rezultira veCom kontrakcijom. Eksperimenti su dizajnirani u cilju ispitivanja uloge
kalcijumskih kanala, kao posrednika u relaksantnom efektu sulfida, testiranjem
efekata S-Bay K 8644 (0,1 uM) aktivatora L-tipa Ca2+ kanala, na efekat sulfida na

spontano-aktivnim i kalcijumom indukovanim uterusima.
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5.4.3.1 Uloga L-tipa kanala
Specifi¢ni aktivator L-tipa kalcijumskih kanala, koriS¢en je u cilju
ispitivanja ucesc¢a ovih kanala u odgovoru uterusa na NazS. Rezultati prikazani na

Slici 5.40 i 5.41 pokazuju da S-Bay K 8644 nije inhibirao relaksantni efekat sulfida.

120 - Slika 5.40
Efekat Na;S na kontraktilnost spontano-
1001 %"’“‘——-—l T aktivnog uterusa pacova sa i bez
£ g0, S-Bay K 8644 (0.1 pM).
2 Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
E 60 1 Podaci su analizirani dvostrukom analizom
g 10, varijanse (faktori: NazS koncentracija i
= pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
; 20. (* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
—=—Na,s
04 —e—SBayK8644/Na s
Na,S (M) 1E-4
120 - Slika 5.41
1001 £ I Efekat Na;S na kontraktilnost Ca2+-
\\"“——-- aktiviranog uterusa pacova sa i bez
S 80- :. S-Bay K 8644 (0,1 pM).
g 6o Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
E Podaci su analizirani dvostrukom analizom
g 40 varijanse (faktori: NaS koncentracija i
5 pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
s (*-p<0,05, **-p<0,01,***-p<0,001)
< ol —=—Nags
—e—SBay K 8644/NaS
-20 . : e —
1E-4

Na,S (M)

5.4.4 Uloga cAMP i cGMP puteva u relaksantnom efektu natrijum-sulfida

Uloga klasi¢nih relaksacionih puteva indukovanih promjenom koli¢ine
drugih glasnika (cAMP i cGMP) ispitivana je primjenom 3-blokatora (propranolol) i

inhibitorom solubilne guanilat-ciklaze (metilensko plavo).
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Inhibitor B-adrenoreceptora (propranolol), koris¢en je u cilju ispitivanja

uceSéa cAMP zavisnog signalnog puta u relaksantnom efektu NazS. Rezultati

prikazani na Slici 5.42 i 5.43 pokazuju da relaksacija izazvana sulfidom nije cAMP

zavisna.

[y
(=]
(=]

80 -

60 -

40

20

% kontraktilnosti

-20

—=—Na,S
—=—propranolol/Na,$

1204

100 4

80

60 -

404

20+

% kontraktilnosti

1['5-4
NaS (M)

¥=~<f\

—_—n _Nazs
—e—propranolol/Na,$

-20

1E-4
Na,S (M)

5.4.4.2 Uloga sGC

Slika 5.42

Efekat Na.S na kontraktilnost spontano-
aktivnog uterusa pacova sa i bez
propranolola (1 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0.01).

Slika 5.43

Efekat Na:S na kontraktilnost CaZz*-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez
propranolola (1 uM).

Podaci su predstavljeni kao SV * SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: NaS koncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

UceS¢e cGMP-zavisnog signalnog puta u relaksantnom efektu NazS

testirano je primjenom metilenskog plavog, inhibitora sGC. Rezultati prikazani na

Slici 5.44 i 5.45 pokazuju da metilensko plavo nije inhibirao relaksantni efekat

sulfida. Naime, relaksantni efekat je samo parcijalno antagonizovan pri jedini¢nim
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koncentracijama (100 puM kod spontanih kontrakcija i 200 uM kod Kkalcijum-

indukovanih).

% kontraktilnosti

% kontraktilnosti
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100
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-20

—I—NaZS
—'—MB/NaZS

Na,S (M)

f:-—::;{

1E-4

dk%
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Slika 5.44

Efekat NaS na kontraktilnost spontano-
aktivnog uterusa pacova sa i bez
metilenskog-plavog (1 pM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S Kkoncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).

Slika 5.45

Efekat Na:S na Kkontraktilnost CaZ?*-
aktiviranog uterusa pacova sa i bez
metilnskog-plavog (1 uM).

Podaci su predstavljeni kao SV + SD (n=8).
Podaci su analizirani dvostrukom analizom
varijanse (faktori: Na,S Kkoncentracija i
pretretman) i post hoc Tukey’s HSD testom
(*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001).
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5.5  Efekti sulfida na kontraktilnost humanog miometrijuma

5.5.1 Efekti ATB-346, HTB i naproksena na kontraktilnost humanog
miometrijuma

[spitivani su efekti rastu¢ih koncentracija egzogenog Na>S na kontrakcije
sponatno aktivnog trudnog humanog mioemtrijuma. Miometrijumi su nakon
stabilizacije tretirani Na,S sa (0,3 - 100 pM). Natrijum-sulfid je izazvao dozno-
zavisnu, relaksaciju, smanjujuc¢i amplitudu, ali i frekvenciju kontrakcija (statisticki
znacajni Reprezentativni zapis dat je na Slici 5.46. Analiza smanjenja amplitude i

AUC prikazana je na Slici 5.47.

Slika 5.46
souw 100HM Reprezentativni zapis efekata Na:S
n . as
louMm “\os  N&S  npa spontano aktivne kontrakcije

0.3 pM Nl:zs Najs ~ MNasS . ..
humanog miometrijuma.

uspostavljanja spontane aktivnosti,
odnosno  Ca?*-aktivacije, tretirani

Sila (mN)

rastu¢im koncentracijama Na,S (0,3 -
100 uM).

' ‘ ’ Miomerijumi su nakon stabilizacije i

e
('__
—
=

| .f_;_ -

25 min

150
150

100+

50

% AMPLITUDE

Slika 5.47 Efekat Na;S na kontrakcije spontano-aktivnog humanog miometrijuma:
dozno zavisno smanjenje amplituda i AUC.
Podaci su predstavljeni kao SV * SD. Podaci su analizirani jednostrukom analizom varijanse
(faktor: Na;S koncentracija; p < 0.05 se smatra znac¢ajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom
(***p<0,001).
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U ovoj studiji su ispitivani i efekti donora sulfida ATB-346, agensa koji je nastao
kovalentnim vezivanjem HTB (donor sulfida) i naproksena. Oba roditeljska
jedinjenja su identifikovani kao potencijalni tokolitici, stoga je testiranje ATB-346
od osobitog znacaja. Naproksen i HTB su testirani u ekvimolarnim
koncentracijama u odnosu na ATB-346. Reprezentativni zapis dat je na Slici 5.48.
Analiza smanjenja amplitude i AUC prikazana je na Slici 5.49. Jasno se uocava da
ATB-346 relaksira humani miometrijum pri 30 uM i efekat je znatno potentniji od
efekta HTB i naproksena (koji u ekvimolarnoj koncentraciji nemaju statisticki

znacajan efekat na kontraktilnost).

10uM 0uM
_ ATB346 ATB346
—
=
: 1
S’ |
= .
|
o b e
26 min
10+ 10
30 uM
10pM HTB

30uM

10pM naproksen

naproksen

Sila (mN)
Sila (mN)

’ |i “ | |‘ |‘ | ﬂ
U JJ\_JW . JUUU\J 1 qb \JL..JLJ'

25 min 25 min

-

Slika 5.48 Reprezentativni zapis efekata ATB-346, HTB i naproksena na kontraktilnu
aktivnost humanog miometrijuma.
Miomerijumi su nakon stabilizacije i uspostavljanja spontane aktivnosti, tretirani sa ATB-346
(10i30uM), HTB (10 i 30uM), i naproksenom (10 i 30uM)
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Slika 5.49 Poredenje efekata ATB-346, HTBB i naproksena na kontrakcije spontano-
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aktivnog humanog miometrijuma: dozno zavisno smanjenje amplituda i AUC.
Podaci su predstavljeni kao SV * SD. Podaci su analizirani jednostrukom analizom varijanse (faktor:
NazS koncentracija; p < 0.05 se smatra znacajnim) i post hoc Tukey’s HSD testom (*** p < 0,001).
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5.6 Proteinska ekspresija bestrofinskih kanala

Prethodni eksperimenti su potvrdili da je sulfidom izazvana relaksacija
osjetljiva na DIDS, da bestrofini mogu biti medijatori iste. Da bi se utvrdila
relavantnot ove hipoteze bilo je potrebno utvrditi da li su bestrofini uopste
zastupljeni u uterusu pacova. Ovi eksperimenti takode omogucavaju uvid u
fizioloSku relevantnost bestrofina u regulisanju kontraktilnosti uterusa. Ispitana je
proteinska ekspresija bestrofina (BEST-1 i BEST-2) u uterusu pacova u estrusu.
Kvantifikacija je uradena u negravidnim uterusima Zenki u fazi estrusa.
Reprezentativne slike Western blot analize prikazane su na Slici 5.50 i 5.51. Nivo
ekspresije bestrofina mjeren je u odnosu na 3-aktin. Kao sto se vidi, BEST-1 i BEST-
2 su eksprimirani u uterusu pacova u estrusu. Medutim, zastupljenost BEST-1 u

odnosu na BEST-2 je neSto veca (Slika 5.52).

Aktin Aktin
Slika 5.50 Slika 5.51
Proteinska ekspresija BEST-1 Proteinska ekspresija BEST-2
Reprezentativna slika Western blot analize Reprezentativna slika Western blot analize
koja prikazuje zastupljenost BEST-1 u koja prikazuje zastupljenost BEST-2 u
uterusima pacova u estrusu. uterusima pacova u estrusu.
2.0+ *k
=
0
] 1.54
S
(7]
i 4
o 1.0+
©
[=
2
8 051
(]
14
0.0 N o
Q/é’v Q/é’v
) )

Slika 5.52 Relativna ekspresija BEST-1 i BEST-2
izrazena u odnosu na aktin kao endogenu kontrolu. Rezultati su prikazani kao SV + SD iz Cetri
nezavisna eksperimenta i podaci su analizirani Studentovim t-testom (p<0,05).
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5.7 Genska ekspresija bestrofina

Pokazana prisutnost bestrofina na proteinskom nivou u uterusu pacova,
inicirala je dalje eksperimente koji su za cilj imali ispitivanje ekspresije BEST-1 i
BEST-2 na nivou iRNK u uterusu pacova u estrusu. Ovi eksperimenti dodatno
doprinose rastvjetljenju fizioloSke relevantnosti bestrofina u regulisanju
kontraktilnosti uterusa. Kvantifikacija je uradena u negravidnim uterusima Zenki u
fazi estrusa. Ekspresija bestrofina mjerena je u odnosu na endogene kontrole:
glicerladehid-3-fosfat-dehidrogenazu (GAPDH), B-aktin, CYC A i 18S. Kao Sto se
vidi, BEST-1 i BEST-2 su eksprimirani u uterusu pacova u estrusu (Slika 5.53 i

5.54).

0.06- Slika 5.53 Relativna ekspresija
<) 1 BEST-1/GAPDH -
2 ) BEST-1 iRNK u uterusu pacova u
= —|— —|— T [ BEST-1/ACTIN
2 004 T B BEST-1/CYC estrusu.
5 £ BEST-1/18-S Rezultati su prikazani kao SV + SD
g iz Cetri nezavisna eksperimenta i
g 002 podaci su analizirani jednostrukom
= analizom varijanse.
= 000

Slika 5.54 Relativna ekspresija

0.10 o
s 7 ‘BESTS/GAPDH BEST-2 iRNK u uterusu pacova u
E 0.08- T T BEST-1/ACTIN estrusu.
g B BEST-1/CYC Rezultati su prikazani kao SV = SD
a1 0.06 —l— 3 BEST-1/18-S . v . . . .
& T iz Cetri nezavisna eksperimenta i
8 004 podaci su analizirani jednostrukom
= . .
2 o002 analizom varijanse.
o
-5

0.00 . T T

Efekti sulfida na humanom miometrijumu zajedno sa rezultatima Kkoji su
nedvosmisleno pokazali da je sulfidom izazvana relaksacija uterusa pacova
posredovana bestrofinima, a koji su u uterusu pacova eksrimirani na genskom i
proteinskom nivou, ohrabrila je dodatne studije ispitivanja njihove ekspresije u
humanom miometrijumu. Genska ekspresija u humanom miometrijumu

identifikovana je koriS¢enjem tehnike ,end-point“ PCR. Najprije su detektovana
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dva produkta veli¢ina aproksimativno 110bp kao i produkt od 1300bp (prema
literaturnim podacima, ovo bi bila veli¢ina produkta transkript varijante 7). Manji
produkt odgovara veli¢ini produkta (112bp) koji su predlozili Milenkovi¢ i sar.,
2015 (u ovoj studiji koriSc¢eni su prajmeri iz citirane studije) i transkript varijanti 1
i 3. U cilju boljeg razdvajanja ovih produkata uzorci su razdvajani elektroforetski

na 1% TAE agaroznom gelu i 2% TBE agaroznom gelu (Slika 5.55i 5.56) .

N
e & A
miometrijum S N <&
v & & 9
A °

Slika 5.55 Ekspresija BEST-1 iRNK u humanom uterusu.

Na slici je prikazan produkt (1300 bp) amplifikacije 5 uzoraka miometrijuma, bubrega (kao
pozitivne kontrole), - RT (uzorak bez Reverzne transkriptaze) da bi se potvrdilo odsustvo
genomske DNA u originalnom RNA uzorku kao i NTC (od eng. no template control) da bi se dodatno
potvrdilo odsutvo DNA genomske kontaminacije.

C oo e

L ’ o "
miometrijum v\? & \&'\\° é‘ é‘

Slika 5.56 Ekspresija BEST-1 iRNK u humanom uterusu.

Na slici je prikazan produkt (110 bp) amplifikacije 5 uzoraka miometrijuma, bubrega (kao pozitivne
kontrole), - RT (uzorak bez Reverzne transkriptaze) da bi se potvrdilo odsustvo genomske DNA u
originalnom RNA uzorku kao i NTC (od eng. no template control) da bi se dodatno potvrdilo
odsutvo DNA genomske kontaminacije.
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5.8 Imunohistohemijska analiza

Nakon $to je utvrdeno da su bestrofini prisutni u uterusu na proteinskom i
genskom nivou, bilo je potrebno identifikovati njihovu lokalizaciju.
Imunohistohemijska analiza pokazala je da su oba kanala BEST-1 i BEST-2,
predominantno  subcelularno lokalizovana u pojedina¢ni celijama u
longitudinalnom i cirkularnom misi¢nom sloju uterusa, adultnih Zenki pacova u

stadijumu estrusa (Slika 5.57 i 5.58).

Slika 5.57 (A) Imunohistohemijski (PAP metoda; Bar 100 pm) i (B) imunofluorescentno- (50 pm)
obiljezen BEST-1 u glatkim ¢elijama miSi¢nog sloja uterusa adultnih Zenki pacova u stadijumu
estrusa. Strelice - subcelularna lokalizacija BEST-1 u glatkim miSi¢nim ¢elijama.

Slika 5.58 (A) Imunohistohemijski (PAP metoda; Bar 100 pm) i (B) imunofluorescentno- (50 pm)
obiljezen BEST-2 u glatkim Celijama miSi¢nog sloja uterusa adultnih Zenki pacova u stadijumu
estrusa. Strelice - subcelularna lokalizacija BEST-2 u glatkim miSi¢nim ¢elijama.
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5.9 Ispitivanje redoks-osjetljivosti relaksantnog efekta

vodonik-sulfida

U razmatranju dominantnih aspekata H2S biohemije, koja ucestvuje u
njegovim efektima, isticu se slabe redukcione osobine H»S i nukleofilne osobine
HS—. Imajucu to u vidu, oksidanti, metalni centri i tioli su medu prvim postuliranim

targetima sulfida.

5.9.1 Aktivnosti antioksidativnih enzima

Cilj ovih eksperimenata bio je da se ispita efekat sulfida na aktivnost
antioksidativnih enzima i da se dobijeni rezultati uporede sa: (i) efektom CH3SH
(Sto moZe pomo¢i u diskriminaciji efekata molekulskog i anjonskog oblika
sulfhidrila), (ii) efektom pretretmana blokatorima jonskih kanala i modulatorima
signalnih puteva (Sto osvjetljuje ulogu redoks dogadaja u modulaciji onih targeta

koji u€estvuju u NazS-indukovanoj relaksaciji).

5.9.1.1 Efekat sulfida na aktivnost antioksidativnih enzima u uterusu

Efekat NazS na aktivnost antioksidativnih enzima na spontano-aktivnim i
kalcijum-aktiviranim uterusima izmjeren je nakon tretiranja istih sa Na»S (20-200
uM). Aktivnosti enzima u uterusima tretiranim sa NazS uporedeni su sa
aktivnostima iz kontrolnih, netretiranih uterusa. Uoceno je da su efekti kalcijum-
zavisni buduci da: (i) porast aktivnosti SOD (Slika 5.59 i 5.60) nakon tretmana
NazS uocen je samo kod kalcijum-aktiviranih uterusa, (ii) tretman sulfidom doveo
je do porasta GSH-Px aktivnosti (Slika 5.59 i 5.60) u oba slucaja, (iii) promjene u
GR aktivnosti (Slika 5.59 i 5.60) i (iv) aktivnosti katalaze nisu uocene (Slika 5.59 i
5.60).
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Slika 5.59 Promjene u aktivnostima antioksidativnih enzima u spontano-aktivnom uterusu

SOD (U/mg)

pacova u estrusu nakon tretmana NaxS (20-200pM).

Rezultati su prikazani kao SV + SD. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Slika 5.60 Promjene u aktivnostima antioksidativnih enzima u Ca2+-indukovanom uterusu

pacova u estrusu nakon tretmana Na;S (20-200uM).

Rezultati su prikazani kao SV + SD. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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5.9.1.2 Efekat CH3SH na aktivnost antioksidativnih enzima u uterusu -
poredenje sa efektima sulfida

Ispitivan je efekat CH3SH na aktivnost antioksidativnih enzima na
sponatno-aktivnim i Kkalcijum-aktiviranim uterusima nakon tretmana istih
metantiolom (100-600 uM). Uoceno je da se efekti metantiola razlikuju u odnosu
na efekte NayS: (i) nisu kalcijum-zavisni (ii) efekti na pojedina¢ne enzime su
razli€iti u odnosu na efekte NazS.
Naime kod spontano aktivnih uterusa tretiranih CH3SH uoceni su slededi efekti: (i)
povecana aktivnost SOD (p < 0,01), (ii) smanjena GR aktivnost (p < 0,05) nakon
tretmana CH3SH i (iii) nepromjenjena aktivnost GSH-Px. S druge strane, tretman
Na:S: (i) nije doveo do promjena u aktivnosti SOD, (ii) povecao je aktivnost GSH Px
(p < 0,01), i (iii) GR aktivnost je bila slicna onima iz kontrolnih uzoraka (Slika
5.61). Tretman kalcijum-aktiviranih uterusa CH3SH, rezultirao je: (i) poveéanom
aktivno$¢éu SOD (p < 0,001), (ii) smanjenom aktivnosu GR (p < 0,001) i (iii)
nepromjenjenom aktivnoS¢u GSH-Px. U slucaju NazS tretmana dobijeni su sledeci
rezultati: (i) povecana aktivnost SOD (p < 0,001), (ii) povecana aktivnost GSH-Px (p
< 0,001) i (iii) neizmjenjena aktivost GR u odnosu na aktivnosti u kontrolnim

uzorcima (Slika 5.62).
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Slika 5.61 Promjene u aktivnostima antioksidativnih enzima u spontano-aktivnhom uterusu
nakon tretmana metantiolom (100-600 puM): kontrole (n=6), Na,S (n=6) i CH3SH (n=6). Rezultati
su prikazani kao SV * SD. Razlike su testirane sa jednostrukom analizom i post hoc Tuckey’s HSD
testom (razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike odredene post hoc testom). *p<0,05,
**p<0,01, ¥***p<0,001. SOD specificna aktivnost (F=9,7; p<0,001), GSHPx specifi¢na aktivnost
(F=10,4; p<0,001), GR specifi¢cna aktivnost (F=5,06; p<0,05).
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Slika 5.62 Promjene u aktivnostima antioksidativnih enzima u Ca2+-aktiviranom uterusu :
nakon tretmana metantiolom (100-600 nuM): kontrole (n=6), Na,S (n=6) i CH3SH (n=6). Rezultati
su prikazani kao SV + SD. Razlike su testirane sa jednostrukom analizom varijanse i post hoc
Tuckey’s HSD testom (razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike odredene post hoc
testom). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. SOD specificna aktivnost (F=21,5; p<0,001), GSHPx
specficna aktivnost (F=17,5; p<0,001), GR specifi¢na aktivnost (F=13,4; p<0,05)
5.9.1.3 Efekat pretretmana modulator/Na:S na aktivnost antioksidativnih

enzima u uterusu - poredenje sa efektima sulfida

Tretman uterusa Na:S doveo je do promjena u aktivnostima enzima
antioksidativnog sistema, ali se promjene kvalitativno i kvantitativno razlikuju -
zavisne su od tipa aktivacije (spontano-aktivne i Ca%*-indukovane), kao i od tipa
pretretmana.

U slucaju spontano-aktivnih uterusa, pretretman MB/NaS doveo je do
statisti¢ki znacajnog pada aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px i GR u odnosu na NazS-
tretirane kontrole. Uterusi koji su bili pretretirani glibenklamidom prije tretmana
Na;S pokazali su nizi nivo SOD i GSH-Px u odnosu na kontrole tretirane samo Na:S.
Pad aktivnosti CAT i GSH-Px uocen je kod uterusa pretretiranih propranololom.
Pretretman DIDS-om nije imao efekta na aktivnosti enzima u poredenju sa
efektima samog Na;S (Slika 5.63).

Kod Ca?*-aktiviranih uterusa pretretman MB doveo je do pada aktivnosti svih
ispitivanih enzima osim katalaze. U poredenju sa NazS-tretiranom kontrolom,

pretretman propranololom smanjio je aktivnost CAT. Glibenklamid je doveo do
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smanjenja SOD i CAT aktivnosti, dok DIDS analogno spontanim kontrakcijama nije

imao efekta na aktivnost enzima (Slika 5.64).
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Slika 5.63 Promjene u aktivnostima antioksidativnih enzima u spontano-aktivnom uterusu
pacova u estrusu nakon tretmana modulator /Na.S poredenje sa Na:S.
Rezultati su prikazani kao SV + SD.*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Slika 5.64 Promjene u aktivnostima antioksidativnih enzima u Ca2+-aktiviranom uterusu
pacova u estrusu nakon tretmana kombinacijom modulator/Na:S poredenje sa Na:S.
Rezultati su prikazani kao SV + SD.*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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5.9.1.4 EPR karakterizacija efekata sulfida na antioksidativne enzime (SOD )

Budu¢i da je pokazan efekat tretmana sulfidom na aktivnosti enzima u
uterusu, cilj daljih eksperimenata bio je da se ispita direktan efekat sulfida na
preciS¢ene enzime, EPR (elektronska paramagnetna rezonanca) tehnikom, koja
nedvosmisleno moze pokazati ucesce radikalskih vrsti i/ili promjena na metalnim
centrima enzima, a koje mogu biti odgovorne za pokazane efekte sulfida. Odnos
koncentracija enzim/sulfid, koji je testiran in vitro, odabran je tako da

najpribliZnije odgovara in vivo uslovima.

5.9.1.5 Efekat sulfida na SOD

Rezultati ,low-T EPR“ spektroskopije pokazali su da sulfid (H2S/HS")
indukuje redukciju Cu?* do Cu'!*, dok Oz nje uzrokovao EPR-detektabilne
promjene. Ovo jasno ukazuje da je aktivni centar dismutaze ,otvoreniji“ za efekat

sulfida u poredenju sa superoksidom (Slika 5.65).

=21 Slika 5.65

EPR spektar Cu?* u CuZnSOD - efekat sulfida.
(CuZnSOD 100 uM, HEPES, 50 mM, pH = 7,4; Na,S
(2 mM) i KOz (1 mM)).

CuZnSOD 242
(rat)

+Na,S

+ KO

T T T T T T
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5.9.2 Molekulsko modelovanje interakcija sulfida sa targetnim

proteinima

Budu¢i da su metaloenzimi (poput SOD i katalaze) identifikovani kao
potencijalne Celijske mete sulfida, a rezultati ove studije su pokazali da modulacija
antioksidativnih enzima sulfidlom moZe biti vazna u regulaciji kontraktilnosti,
pokusali smo da detaljniji mehanistcki uvid dobijemo molekulskim modelovanjem
interakcija sulfida sa CuZnSOD i CAT. Takode, rezultati farmakoloSkih eseja
ukazali su da bestrofini jedni od posrednika sulfidom izazvane relaksacije uterusa.
Efekti, su uporedeni sa efektima CH3SH za koji smo utvrdili da moZe biti koristan
za razumijevanje mehanizama Kkojima H2S odnosno HS- ostvaruje svoje efekte.
Dodatno, molekulsko modelovanje zajedno sa prethodnim rezultatima doprinosi
razumijevanju mehanizama kojima sulfid generalno ostvaruje svoje efekte u celiji,
a koji mogu biti od fundamentalnog, biohemijskog znacaja, za brojne celijske
procese, ne samo regulaciju kontraktilnosti.

Molekulsko modelovanje interakcija H»S, HS- i CH3SH sa humanom
katalazom pokazalo je da je preferirano vezujuce mjesto za sva tri liganda direktno
iznad jona Fe3* sa gornje strane hema, budu¢i da je donja strana hema zatvorena
Tyr358 prstenom, koji formira kompleks sa jonom Fe (Slika 5.66 i 5.67).
Molekulsko modelovanje interakcija sa govedom katalazom pokazalo je da je
preferirano mjesto vezivanja sva tri liganda sli¢cno humanoj odmah iznad hema za
jon Fe, budu¢i da je donja strana hema zatvorena Ty357-Fe prstenom. Od tri
razmatrana liganda HS- ima najvedi afinitet vezivanja (Slika 5.68 i 5.69). U slucaju
humane CuZnSOD, molekulsko modelovanje predvida da se sva tri liganda vezuju
najve¢im afinitetom za jon Cu?+*, kao i da HS- ima najve¢i afinitet (Slika 5.70 i
5.71). Vezujuée mjesto za govedu CuZnSOD je isto kao i kod humane CuZnSOD, ali
se vezuju¢i afiniteti razlikuju (Slika 5.72 i 5.73). Molekulsko modelovanje je
pokazalo da je predvideni afinitet vezivanja najvec¢i za HS- i da CH3SH ima najmanji,
osim u sluc¢aju humane katalaze, gdje je predvideno da imaju isti afinitet, ali i dalje
veci nego H»S. Vazno je primjetiti da se vezujudi afiniteti za HoS i HS- ne razlikuju
mnogo u vrijednostima. Geometrijska razlika ovdje nema uticaja budu¢i da se

voluminoznost ova dva liganda znacajno ne razlikuje, s obzirom da se razlikuju
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samo u jednom H atomu (zanemarljivo mala razlika u odnosu na veliki atom
sumpora). Razlika u vezivanju CH3SH za humanu katalazu moZe biti poslledica
razlic¢ite strukture proteina, gdje je hem pozicioniran tako da moZe dovesti do
distorzije vezujuceg dZepa, a posljedi¢no uti¢e i na vezujuce preference sva tri
testirana liganda.

Molekulasko modelovanje interakcija HzS, HS- i CH3SH sa bestrofinom prikazano je
na Slici 5.74-5.76. Pozicija cisteina koji mogu biti porednici u efektima datih

jedinjenja je prikazana na Slici 5.77.
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Slika 5.66 Graficki prikaz kristalne strukture humane katalaze 1TH3 domena A, sa
molekulom hema i jonom Fe.
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Slika 5.67 Molekulsko modelovanje interakcija humane katalaze i: H2S (gore lijevo; afinitet
-0,2 kcal/mol); HS- (gore desno; afinitet —0,3 kcal/mol), CH3SH (sredina; afinitet —0,3 kcal/mol).
Interagujuci ostaci: Val73, His74, Val116, Phe153, Phe161, Phel64, lle165, HEM.
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Slika 5.68 Graficki prikaz kristalne strukture govede katalaze 1TH3 domena A, sa
molekulom hema i jonom Fe.
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Slika 5.69 Molekulsko modelovanje interakcija govede katalaze i: H2S (gore lijevo; afinitet -0,1
kcal/mol); HS- (gore desno; afinitet —0,2 kcal/mol), CH3SH (sredina; afinitet 0,0 kcal/mol).
Interagujuci ostaci: Val73, Val74, Val115, Pro128, Asn147, Phe152, Phe160, Phe163, lle164, HEM
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Slika 5.70 Graficki prikaz kristalne strukture humane SOD 1CB4 domena, sa jonima Cu i Zn.
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Slika 5.71 Molekulsko modelovanje interakcija humane SOD i: H:S (gore lijevo; afinitet 0,8
kcal/mol); HS- (gore desno; afinitet 0,7 kcal/mol), CH3SH (sredina; afinitet 3,5 kcal/mol).
Interagujuci ostaci: His46, His63, His120, Thr137, Gly138, Asn139, Ala140, Gly141, Cu, Zn
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Slika 5.72 Graficki prikaz kristalne strukture govede SOD 1CB4 domena, sa jonima Cu i Zn.
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Slika 5.73 Molekulsko modelovanje interakcija govede SOD i: H:S (gore lijevo; afinitet 0,4
kcal/mol); HS- (gore desno; afinitet —0,5 kcal/mol) i CH3SH (sredina; afinitet +0,4 kcal/mol).
Interagujuci ostaci: His46, Gly59, Pro60, His61, Lys134, Thr135, Arg141, Cu, Zn
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Slika 5.74 Molekulsko modelovanje interakcija bestrofina sa H:S (afinitet -0,8 kcal/mol)
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Slika 5.75 Molekulsko modelovanje interakcija bestrofina sa HS- (afinitet -0,8 kcal/mol)
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Slika 5.76 Molekulsko modelovanje interakcija bestrofina sa CH3;SH (afinitet —1,4 kcal/mol).
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Slika 5.77 Rasprored ostataka cisteina (roze obojeni) u pori bestrofina
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RazmiSljanje o vodonik-sulfidu kao gasovitom transmiteru nalazi svoje
utemeljenje u otkri¢cima azot(Il)-oksida i ugljenik(Il)-oksida kao gasovitih
transmitera. On je prosao slican put ,od toksina do signalnog molekula“. Vodonik-
sulfid prvi spominju alhemicari, oznacavajuci ga kao aer hepaticus (Myers, 2007).
1777. godine Carl Wilhelm Scheele bio je prvi hemicar koji je okarakterisao H:S,
opisujuci ga kao ,sulfurovani vodonik” (Gadalla i Snayder, 2010). Vodonik-sulfid
ima karakteristi¢an miris, u koncentraciji od 4 ppm izaziva glavobolje, a u ve¢im
koncentracijama (>500 ppm) je letalan za ljude. Njegova toksi¢nost vezana je za
S druge strane, u ljudskom organizmu H2S najviSe nastaje u Zelucu pomocu
bakterija koje redukuju sulfat, ali i razgraduju aminokiseline koje sadrze
sumpor(poput cisteina i metionina), sulfonovane polisahardide i lipide koji sadrze
sumpor (Lloyd, 2006).

Vodonik-sulfid je prepoznat kao signalni molekul u uterusu koji ima
konstruktivnu ulogu u regulaciji kontraktilnosti. Neregulisanakontraktilnost
uterusa moZze biti uzrok brojnih oboljenja poput dismenoreje ili endometrioze.
[strazivanja su usmjerena ka razumijevanju fiziologije uterusa - ¢ime i kako je
kontrolisan, kao i na razvoj agensa koji bi ciljano modulirao kontrakcije uterusa.
Krajni cilj je razvoj agenasa (tokolitika) koji mogu biti upotrebljeni za sprecavanje
prevremenog porodaja, Kkoji nastaju kao posljedica neregulisano pojacanih
kontrakcija nastalih usled razlicitih patoloskih procesa. Do sada je identifikovano
nekoliko inhibitora aktivnosti miometrijuma poput peptida srodnog kalcitoninu
CGRP (od engl. calcitonin gene-related peptide) (Anouar i sar, 1998), *“NO (Buxton i
sar, 2001) i CO (Acevedo i Ahmed, 1998). Uzimaju¢i u obzir sve navedeno,
identifikacija endogenog molekula koji bi kontrolisano smanjivao kontrakcije je
krajni cilj istraZivanja. Vodonik-sulfid predstavlja agens velikog potencijala, budu¢i
da se u uterusu endogeno (enzimatski) sintetiSe (Patel i sar, 2009). Njegovo
nastajanje je gestacijski regulisano, a pokazano je da smanjuje kontrakcije
humanog uterusa (Robinson i Wray, 2012).

U ovoj tezi okarakterisana je relaksacija uterusa izazvana sulfidom i

ispitani su mehanizmi (jonski kanali i sekunudarni glasnici) koji mogu biti
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posrednici u relaksantnom efektu sulfida. Takode, ispitan je efekat sulfida na
redoks-homeostazu, Sto moZe biti osobito vaZno u stanjima kada je uterus izloZen
oksidativnom disbalansu. Poseban akcenat je stavljen na identifikaciju ciljnih
molekula, kao i vrsta koji posreduju, odnosno moduliraju efekat sulfida, Sto
predstavlja fundamentalne mehanizme na kojima se moZe zasnivati razvoj
adekvatnog terapeutika. Prvi rezultati ovog istraZivanja pokazali su da je vodonik-
sulfid potentan relaksant kontrakcija negravidnog uterusa pacova. Uoceni su
sledeci efekti: i) NazS izaziva koncentraciono-zavisno, reverzibilno smanjenje
kontraktilnosti uterusa, uticuc¢i na amplitudu i frekvenciju kontrakcija, ii) redukuje
fazne kontrakcije spontano-aktivnih uterusa, uterusa stimulisanih jonima
kalcijuma, KCl (15mM) i oksitocinom, kao i toni¢ne kontrakcije izazvane
depolariSu¢om koncentracijom KCl (75mM). Nisu uocene razlike u efektima NazS
na spontano-aktivnim, oksitocinom- i kalcijumom- aktiviranim kontrakcijama, dok
se efekat razlikovao na faznim (15mM), odnosno toni¢nim (75mM), kontrakcijama
indukovanim sa KCL Ovi rezultati ukazuju da se relaksantni efekat Na:S ostvaruje
preko njegovog uticaja na membranski potenijal, ali implicira i posredovanje
odredenog(ih) kanala, kao medijatora relaksacije. Ispitivanja ovih mehanizama
sprovedena su u narednim koracima istrazivanja, a opisana u tekstu koji slijedi.

Vodonik-sulfid je dvobazna slaba kiselina koja u vodenom rastvoru postoji
kao Hz2S, HS- i S2-. Na osnovu Henderson-Hasselbach jednacine, uzimajuci u obzir
pKa vrijednosti, u bioloSkim sistemima pri fizioloSkom pH 7,4 i temperaturi od 37
0C, sulfid ¢e postojati vise od 80% kao HS- (Dombowski i sar, 2005). Ipak, buduc¢i
da su sve tri vrste prisutne u vodenom rastvoru, nemoguce je odrediti i pripisati
biolosku aktivnost pojedinacno bilo kojoj. Stoga termin ,vodonik-sulfid“, odnosno
,H2S“, ukazuje na prisustvo sve tri vrste.

Da bi ispitali bioloski znacaj efekta sulfida, vazno je sagledati efekte
njegovih prekursora, ali i metabolita. Bioloski prekursori vodonik-sulfida, cistein i
homocisten, mogu uticati na kontraktilnost uterusa. S druge strane, cilj ovih
eksperimenata bio je i da se utvrdi da li stepen jonizacije -SH grupe prekursora
vodonik-sulfida, ali i njega samog, ima efekat na kontraktilnost uterusa. Rezultati

ove studije su pokazali da cistein slabo relaksira uterus. Rezultati prethodnih
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studija pokazali su relaksiraju¢i efekat cisteina na uterus, isticu¢i vaznost
generisanja Hz2S in situ, pomoc¢u prisutnih enzima CBS i CSE (You i sar, 2011).
Saglasno sa ovim, inhibitori ovih enzima blokirali su relaksaciju indukovanu
cisteinom. Takode, uoCeno je i da je efekat cisteina izraZeniji na negravidnom
uterusu u odnosu na gravidini. Imajuéi u vidu da je njegova produkcija gestacijska
regulisana (Robinson i Wray, 2012), s obzirom da ekspresija ovih enzima opada
tokom trudnoce, jasno je da je efekat cisteina izrazZeniji na netrudnom uterusu zbog
prisustva enzima koji ga prevode do H2S.

Vazan bioloski prekursor vodonik-sulfida je homocistein. Rezultati
skorasnje studije pokazali su da hiperhomocisteinemija, koja je posljedica delecije
CBS (Cbs*/-), indukuje prevremeni porodaj kod misa (Sonne i sar, 2013).
Hiperaktivnost uterusa pripisana je isklju¢ivo povecanoj Kkoncentraciji
homocisteina, bez osvrta na manjak HzS. U ovoj tezi ispitan je efekat homocisteina
na kontraktilnost uterusa, u kome su enzimi za produkciju HzS prisutni i pokazano
je da on ne utiCe na kontrakcije, u koncentracijama koje su fizioloski relevantne
(neznatan efekat na kontraktilnost je uocen pri koncentracijama ve¢im od 1000
uM). Takode, pokazano je da povecana koncentracija homocisteina, ne utice na
relaksantni potencijal NazS, Sto kvalifikuje vodonik-sulfid kao agens velikog
potencijala za ciljano moduliranje kontrakcija uterusa.

Metabolizam, odnosno eliminacija vodonik-sulfida ostvaruje se njegovim
metilovanjem do metantiola. Metantiol je na fizioloSkom pH prisutan iskljucivo u
molekulskom obliku, dok iz NazS nastaju molekulski H2S i anjon HS- Kako se efekti
vodonik-sulfida i hidrogen-sulfidnog anjona ne mogu odvojeno ispitati, poSto su
ove dvije vrste uvijek u ravnotezi, poredenje efekata NazS sa efektima metantiola,
osvetljava ulogu molekulskog, odnosno anjonskog oblika u regulaciji
kontraktilnosti. Dodatno, ovo ispitivanje je od bioloSkog znacaja poSto otkriva
vaznost metilacije kao nacina modulacije efekata H2S. U ovoj tezi pokazano je da
metantiol relaksira uterus pacova i, slicno sulfidu, utice na amplitudu i frekvenciju
kontrakcija. Medutim, njihove dozno-zavisne krive se razlikuju, kriva metantiola je
pomjerena udesno u odnosu na krivu sulfida, tj. za slican efekat bila je potrebna 3x

veca koncentracija metantiola (600 pM). Uoceno je, takode, da su oba efekta
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reverzibilna, ali da im se oporavak razlikuje. Relaksantni efekat metantiola, koji je
uporediv u pogledu inteziteta relaksantnog efekta sa efektom sulfida, dostignut je
tek pri koncentraciji od 600 pM. Sulfid je pri mnogo niZoj koncentraciji izazvao
relaksaciju (prema HH jednacini: 40 pM H2S i 160 pM HS-). Uocena relaksacija
metantiola u ovoj koncentraciji moze biti posljedica njegove toksicnosti (npr.
inhibicije respiracije) (Finkelstein i Benevenga, 1986). Potentniji efekat sulfida,
moZe biti posljedica prisustva visoko reaktivnog HS- koji moZe biti glavni
medijator relaksirajuceg efekta sulfida (Mijuskovi¢ i sar, 2014). Takode, ovi
rezultati ukazuju da metilacija vodonik-sulfida moZe biti na¢in modulacije H2S
efekata in vivo, buduci da se ista ostvaruje aktivnoS¢u enzima S-metil tranferaze.

Opisani rezultati govore u prilog tezi da je stepen jonizacije -SH grupe
povezan sa stepenom relaksacije, buduci da homocistein i metantiol ne dovode do
relaksacije u fizioloski-relevantnim koncentracijama (stepen jonizacije njihovih -
SH grupa je nizak u uslovima fizioloSkom pH; pKa homocisteina je 10,86 a
metantiola 10,4), isticu¢i vaznost HS- u ostvarivanju relaksirajuceg efekta sulfida.

Rezultati ove studije pokazali su da sulfid sa slicnim potencijalom relaksira
spontane, kao i kalcijumom, odnosno oksitocinom indukovane kontrakcije uterusa.
Kalcijum i oksitocin su snazni stimulatori kontrakcija uterusa, ¢ija aktivnost ima
razlic¢ito porijeklo - kod kalcijum-indukovanih kontrakcija dominantna je uloga
vancelijskog kalcijuma, a kod oksitocin-indukovanih presudnu ulogu imaju
unutarcelijska skladisSta kalcijuma. Stoga, bilo je vazno uporediti efekte sulfida na
sva tri tipa kontrakcija. Pokazano je da je i pored intenzivne stimulacije uterusa
kalcijumom i oksitocinom sulfid izazvao relaksaciju na slican nacin i kao kod
spontanih kontrakcija.

Natrijum-sulfid smanjuje amplitudu, ali i frekvenciju kontrakcija uterusa,
ne razlikujuci porijeklo nastanka istih. Ovaj nalaz ukazuje na ulogu pejsmejker
¢elija, odnosno nekih njihovih konstituenata. Koncept pejsmejker mehanizma koji
inicira akcione potenijale u uterusu je predloZen, ali detaljni mehanizmi nisu
za koje je pokazano da imaju pejsmejker ulogu (Sanders i sar, 2012; Sergeant i sar,

2000). Celije nalik ICC su pronadene u miometrijumu (Ciontea i sar, 2005;
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Duquette i sar, 2005), ali njihova uloga u kontraktilnosti nije jasno utvrdena. Za
razliku od ostalih glatkih misi¢a, miometrijum pacova ima samo akcione
potencijale nalik Siljku (Burdyga i sar, 2009). Odgovarajute generisana sila
kontrakcije je zavisna od karakteristika pomenutih potencijala. Svaki od akcionih
potencijala korelira sa individualnim Ca2* Siljkom i prolaznim povecanjem sile
(Burdyga i sar, 2009). Veca frekvencija akcionih potencijala povecéava frekvenciju
Ca?+ siljaka, Sto rezultuje u vecoj produkciji sile - rezultat njihovog sumiranja
(Mironneau, 1973; Burdyga i sar, 2009). Akcioni potencijali osim $to su odgovorni
za generisanje sile, vazni su i za frekvenciju i trajanje kontrakcija. Oni dovode do
aktivacije L-tipa voltaZno-zavisnih Ca2+ kanala, ulaska jona kalcijuma i generisanja
kontrakcije, stoga frekvencija akcionih potencijala odreduje frekvenciju
kontrakcija. Inhibitori kalcijum-aktiviranih hloridnih kanala snazZno smanjuju
frekvenciju spontanih kontrakcija u miometrijumu (Jones i sar, 2004) i predloZeni
predstavljaju glavni provodni put za Cl- u miometrijumu, doprinose
membranskom potencijalu i podsticu frekvencu pejsmejker celija (Wray i sar,
2015). Medutim, molekulski identitet ovih kanala jo$ uvijek nije utvrden. Nekoliko
kandidata je predloZeno, ukljucujuéi bestrofine (Leblanc i sar, 2005; Greenwood,
2008), CLCA (Leblanc i sar, 2005), kao i anoktamine (Caputo i sar, 2008; Scudieri i
sar, 2012; Pedemonte i Galietta, 2014). Brojni kandidati su predloZeni, ali samo
dvije familije, BEST i TMEM proteini, su ponovili svojstva nativnih CaCC u
ekspresionim sistemima (Liu i sar, 2014).

Rezultati ove teze idu u prilog hipotezi da se relaksantni efekat sulfida
ostvaruje preko hloridnog kanala koji direktno ili indirektno ima ulogu u
predvodenju kontrakcija (Mijuskovi¢ i sar, 2015). Naime, DIDS je jedini od serije
testiranih modulatora uspio da inhibira relaksantni efekat sulfida na uterus
pacova. U skladu sa ovim rezultatima, inhibicija relaksacije DIDS-om pokazana je
na mezentericnoj arteriji pacova (White i sar, 2013). Budud¢i da je DIDS inhibitor
Cl-/HCOs- jonoizmjenjivaca, predloZeno je da se relaksacija ostvaruje aktivno$cu
pomenutog izmjenjivaca i pH zavisnim pomjenama (Lee i sar, 2007). Izostavljanje

HCOs3- nije uticalo na relaksirajuci efekat sulfida, negirajuci ulogu jonoizmjenjivaca
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u odgovoru uterusa na Naz2S. Nedavna studija pokazala je da je DIDS visoko
selektivan za BEST-1 u poredenju sa TMEM16A (ANO-1) kanalima (Liu i sar, 2014).
Specifi¢ni inhibitori CaCC za TMEM16A kanale - T16Ainh-AO1, TA i NFA, nisu
uspjeli da inhibiraju relaksaciju indukovanu NazS. Ovi inhibitori pokazuju mali
stepen inhibicije BEST-1 u odnosu na TMEM16A (Liu i sar, 2014). Hloridni kanali
su predloZeni da posreduju u efektima vodonik-sulfida (Tang i sar, 2010). Valja
pomenuti da su studije na izolovanom kanalu pokazale da su unutarcelijski
hloridni kanali medijatori efekta sulfida (Malekova i sar, 2009). Specifican inhibitor
unutarcelijskih hloridnih kanala (CLIC1) nije uticao na efekat sulfida.

Na fizioloSkom pH, sulfid je prisutan dominantno kao HS-. Imaju¢i u vidu
hemijsku strukturu HS-, moguce je da sulfidni anjon moZe da interferira sa
hloridnim kanalom, ili njegovim transporterom, i da su ovi efekti poremeceni kada
je poremecen i Cl- gradijent, Sto ovdje moZe biti slucaj. Slicnu interpretaciju u
pogledu interferiranja sulfidnog anjona sa hloridnim kanalom/transporterom
postavili su Dombovski i saradnici (Dombowski i sar, 2006). U skladu sa ovim,
efekat sulfida testiran je faznim kontrakcijama, izazvanim 15 mM KC], i toni¢nim,
indukovanim 75 mM KCI, i uoceno je da je relaksacija na toni¢nim kontrakcijama
mnogo potentnija nego na faznim. Ove razlike mogu biti posljedica interferencije
Cl-i HS-. Interesantno je da je na mezentericnim arterijama pacova pokazano da su
upravo bestrofini esencijalni za fazne, ali ne i za toni¢ne osobine kontraktilnosti
(Broeggerisar, 2011).

lako su mehanizmi aktivacije i regulacije bestrofina jo$ uvijek nedovoljno
prouceni, postoje indikacije da su oni Cl- kanali (Hartezell i sar, 2008). Ipak, ideja
da su bestrofini hloridni kanali bila je dovedena u pitanje nalazima drugih
istrazivaca koji su pokazali da mBEST-1 knockout nije doveo do ukidanja CaCC
struja (Marmorstein i sar, 2006). Ovo zapaZanje, zajedno sa drugim da bestrofini
reguliSu CaZ*-aktivirane kanale, sugeriSe da su oni zapravo regulatori kanala.
Medutim, uocene razlike u biofizickim svojstvima razlicitih bestrofina sugerisu da
se provodni put Cl- ostvaruje preko bestrofina. Ove razlike bi bilo teSko objasniti
ukoliko su bestrofini samo regulatori kanala. Slicno kao ostali anjonski kanali, za

razliku od katjonskih, bestrofini nemaju veliku specifi¢nost u razlikovanju anjona.
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Vjerovatno nije postojao snazan evolutivni pritisak da se razvije specifi¢nost kao
kod katjonskih kanala, budué¢i da je Cl- predominantan monovalentni anjon. U
slucaju bestrofina, pokazano je da provodljivost ovih kanala prema monovalentnim
anjonima opada u nizu: SCN- > NOs- > I- > Br- > Cl- > F- (Hofmejsterova ili
liotropna sekvenca). Tako, u slucaju mBEST-2, provodljivost SCN- je mnogo manja
u odnosu na Cl-, dok su provodljivosti ova dva jona kod mBEST-1 vrlo sli¢ne. Ove
razlikeizmedu mBEST-1 i mBEST-2 sugeriSu da fine razlike u strukturi pore mogu
biti presudne za specifi¢nost pojedinih bestrofina (Hartzell i sar, 2008).
Gorepomenuta sekvenca odreduje propustljivost kanala za anjone: anjoni
koji se lakSe dehidratiSu (liotropi) lakSe prolaze kanal nego anjoni koji ostaju jace
vezani sa vodom (kosmotropi) (Linsdell, 2001; i tamo citirane reference). Veza
izmedu propustljivosti kanala za odredeni anjon i energije hidratacije anjona
podrzava hipotezu da je anjonska dehidratacija limitiraju¢i korak koji odreduje
propustljiost. Ovo takode objasnjava razliku izmedu anjona i katjona, bududéi da se
anjoni mnogo teze dehidratiSu u odnosu na katjone iste veli¢ine (Linsdell, 2001; i
tamo citirane reference). Liotropna permeabilnost sugeriSe da su elektrostaticke
interakcije anjona sa porom kanala manje vazne od hidrofobnih sila (Eisenman i
Horn, 1983), Sto objasnjava zasto je pora viSe propusna za vece jone (poput SCN-),
koji se mnogo lakSe dehidratiSu, u odnosu na male jone (F-) (Qu i Hartzell, 2004).
Liotropni anjoni se takode vezuju jako za pore kanala. Primjera radi, u
slu¢aju GABAa i receptora za glicin anjonska sekvenca je inverzna liotropnom nizu,
sugeriSuci da se anjoni sa najveCom permeabilno$c¢u najjace vezuju za poru kanala
(Bormann i sar, 1987). PredloZeno je i da su permeabilnost i vezivanje anjona dva
odvojena procesa koja su kontrolisana slicnim silama, tj. oba su odredena malom
razlikom energija izmedu anjon-voda i anjon-kanal interkacija (Smith i sar, 1999).
Ovo moze biti od znacaja za razumijevanje mehanizma kojim sulfid dovodi do
relaksacije koja je posredovana hloridnim kanalom - bestrofinom. Naime, poznato
je da se struje Cl- smanjuju u prisustvu anjona koji se jako vezuju za poru kanala.
Primjera radi, liotropni SCN-, I- i ClO4~ znacajno smanjuju struju Cl- (Linsdell,
2001). Imaju¢i u vidu specificnu prirodu HS- (odnos radijusa i naelektrisanja)

jonom sa jedne strane, ali i hemijske razlike sa druge, na prvom mjestu izraZenu
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nukleofilnost, kao i ¢injenicu da je uvijek u ravnotezi sa HzS, otvara moguénosti za
interesantne interpretacije njegovih interakcija sa porom kanala. U ovoj tezi
uradeno je molekulsko modelovanje interakcija H2S/HS- i CH3SH sa porom
bestrofina. Rezultati su pokazali da metantiol ima najveci afinitet vezivanja za
poru, dok je afinitet vezivanja H2S i HS- isti, Sto se moZe pojasniti gore-navedenim
svojstvom liotropne permeabilnosti koja je karakteristicna za mBEST-2, tj.
Cinjenicom da su hidrofobne sile vaznije od elektrostatickih za propustiljivost
bestrofina (Eisenman i Horn, 1983). Imaju¢i u vidu hemijska svojstva H2S i HS-
pretpostavili smo da neki kriti¢ni cisteinski ostaci u pori kanala mogu biti vazni za
modifikaciju izazvanu sulfidom, a onda i posljedi¢nu relaksaciju. Naime, analizom
cisteinskih ostataka uoceno je da su oni rasporedeni simetricno oko pore kanala.
Interesantno je da se wtBEST-1 inaktivira agensima koji modifikuju sulfthidrile,
budu¢i da je BEST-1 mutant (mutiran za regulatorni cistein) rezistentan na takvu
inaktivaciju (Sun i sar, 2002).

Reverizibilne promjene na proteinima u kojima posreduju signalne vrste
generalno podrazumijevaju modifikacije na tiolima cisteina (Eaton, 2006).
Transfer sumpora u biosintetskim rekacijama, kao 1 redoks-regulisana
posttranslaciona modifikacija proteina su prepoznati kao glavni mehanizam kojim
vodonik-sulfid modulira aktivnost proteina. Tako je predloZzeno da su efekti
vodonik-sulfida posredovani S-persulfidacijom, koja je i eksperimentalno
pokazana na Kate i L-tipu kanala (Mustafa i sar, 2009; Zhang i sar, 2012). Ono $to je
vazno spomenuti je da se ova modifikacija ne moZe ostvariti direktno preko H2S,
budué¢i da je Hz2S slab reduktant, te ne moze redukovati disulfidne veze do
persulfidnih (Greiner i sar, 2013). Postavlja se pitanje kako se onda hemijski ova
modifikacija odigrava? U rastvoru sulfida se generiSe odredena koncentracija
polisulfida (nekada su i sami kristali sulfida oneciS¢eni polisulfidima). PredloZeno
je da upravo polisulfidi kao oksiduju¢e vrste mogu biti odgovorne za ove
modifikacije i efekte sulfida (Greiner i sar, 2013).

Uzastopni tretmani uterusa sulfidom (istom koncentracijom - 100 uM )
pojacavaju efekat sledeceg tretmana, tj. izgleda da efekat sulfida izaziva neke

promjene koje sledecu relaksaciju Cine favorizovanijom. Da bi ispitali da li su
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polisulfidi medijatori u ovim modifikacijama efekat sulfida je poreden sa efektom
polisulfida i nisu uocene razlike u pogledu njihove potentnosti i izazvane
relaksacije. Ovaj nalaz ukazuje na ograni¢enu ulogu polisulfida u relaksaciji uterusa
sa NazS. Takode, i u slucaju da je persulfidacija vazna za relaksantni efekat sulfida,
polisulfidi nisu vazni medijatori.

Alternativan mehanizam moZe biti objaSnjen nedavno postuliranom
atraktivnom hipotezom (Mishanina i sar, 2015). Jasno je da H2S ne moze direktno
reagovati sa tiolima i da je njegova eventualna autooksidacija do reaktivnijih
intermedijera (HSOH i HSSH) spora da bi bila fizioloski relevantna. Nasuprot tome,
proteini posjeduju reaktivne cisteine sa generalno niskim pKa vrijednostima.
Reaktivni cisteini su ¢esto nadeni u proteinskom mikrookruZenju sa pozitivnim
elektrostatickim potencijalom koje stabilizuju tiolatni anjon Upravo njihova
reaktivnost Cini ih osjetljivim na oksidativne modifikacije, ukljuc¢ujuci formiranje
disulfida, S-glutationaciju, S-nitrozilaciju ili generisanje sulfenske kiseline. U
slucaju proteina sa disulfidnim mostovima, nukleofilni napad sa HS- moze dovesti
do formiranja persulfida. (Weerapana i sar, 2010). S druge strane, imajuci u vidu
niske koncentracije disulfida u reduktivnom miljeu Ccelije, kao i skromnu
reaktivnost sulfida spram disulfida, fizioloski znacaj ovog mehanizma tek treba da
se utvrdi.

lako su bestrofini identifikovani kao Clanovi familije hloridnih kanala,
relativno malo se zna o njihovoj fizioloSkoj ulozi, osim uloge hBEST-1 u oku
(Hartzell i sar, 2005). Bestrofini su prvi identifikovani kao geneti¢ka veza hBEST-1
i juvenilne forme makularne degeneracije tzv. ,BEST bolesti” - (Marquardt i sar,
1998).

[strazivanja sprovedena u ovoj studiji pokazala su po prvi put da su BEST-
1i BEST-2 ekspimirani u uterusu u estrusu na nivou mRNA, ali i na nivou proteina,
sugeriSuci njihovu ulogu u regulaciji kontrakcija. Nivo ekspresije ovih proteina je
slican, dok se uocavaju dramatic¢ne razlike u pogledu mRNA, $to moZe ukazivati da
stepen njihove translacije nije isti. Proteinska ekspresija potvrdena je i

imunohistohemijski. Detaljnija imunohistohemijska analiza pokazala je da su oba
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BEST-1 i BEST-2 predominantno unutarcelijski lokalizovana u longitudinalnom i
cirkularnom miSi¢nom sloju uterusa.

Efekat povecanja vancelijskog KCI na relaksantni efekat sulfida, moZe biti
vezan i za aktivaciju K*. Moguce uceSce ovih kanala u mehanizmima koji posreduju
sulfidom-izazvanu relaksaciju ispitano je koriS¢enjem razliCitih inhibitora.
Kalcijumski kanali, a specifi¢no Kir kanali, ne posreduju u efektima sulfida i ovaj
efekat je pokazan i na spontano-aktivnim i na kalcijumomaktiviranim uterusima. U
literaturi postoje brojni podaci da se sulfidom izazvana relaksacija na vaskularnim
i nevaskularnim tkivima pre svega ostvaruje preko ATP osjetljivih K* kanala (Zhao
isar,2001; Tang i sar, 2005). Studije na humanom miometrijumu pokazale su da je
relaksacija izazvana sporim donorom GYY4137 posredovana ovim kanalima
(Robinson i Wray, 2012). Dobijeni rezultati u ovoj studiji isklju¢uju Karp kanale kao
medijatore efekata sulfida na kontrakcije negravidnog uterusa. Naime,
glibenklamid (inhibitor Kare kanala) inhibirao je relaksaciju izazvanu sulfidom
samo na kalcijum-aktiviranim kontrakcijama i to pri dozi od 200 pM. Ovi rezulati
su u saglasnosti sa drugim studijama koje nisu potvrdile Karp kanale kao glavne
nosioce efekata sulfida (Dhaese i Lefebvre, 2009; Streeter i sar, 2012). Premda su
Karp kanali eksprimirani u miometrijumu, oni imaju ograni¢enu funkcionalnu
vaznost (Aaronson i sar, 2006) sugeriSu¢i postojanje drugih ciljnih struktura
vaznih u ostvarivanju efekata sulfida.

Toni¢ne kontrakcije su snaznije od faznih, a porijeklo ovih razlika vezano
je za depolarizaciju membrane (kod toni¢nih), koja posljedicno vodi ka vecoj
otvorenosti L-tipa kalcijumskih kanala i snaznijem ulasku kalcijuma. Shodno tome,
moze biti da relaksacija izazvana sulfidom nastaje kao posljedica inhibicije ulaza
kalcijuma. Medutim, prisustvo aktivatora L-tipa kanala nije inhibiralo relaksaciju
izazvanu sulfidom. Vazno je spomenuti da su L-tip Ca2+ kanali ranije identifikovani
kao moguce mete u relaksaciji miometrijuma (Robinson i Wray, 2012). Rezultati
navedene studije su pokazali da S-Bay (aktivator ovih kanala) inhibira relaksaciju
uterusa cisteina, Sto nuzno ne mora znaciti da je medijator i efekata sulfida, te
ovakvu interpretaciju treba uzeti sa rezervom. Zanimljivo je spomenuti da se

pojacanje kontrakcija uterusa aktivnoséu oksitocina ostvaruje aktiviranjem
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unutarcelijskih puteva, ali i L-tipa kalcijumskih kanala. Budué¢i da prisustvo
oksitocina nije uticalo na efekat sulfida, ovaj nalaz indirektno negira ucesée ovih
puteva u njegovom relaksantom efektu. S druge strane vazno je naglasiti da
oksitocin povecava frekvenciju akcionih potencijala, Sto posljedicno dovodi do
povecanja frekvencije kontrakcija (Taira i Marshall, 1967; Osa i Taga, 1973). Ovo
povecanje frekvencija moZe biti posljedica oksitocin-indukovane aktivacije CaCC
kanala (Arnaudeau i sar, 1994). Sulfid je u testiranim koncentracijama inhibirao
relaksaciju i smanjio frekvencije, Sto dokazuje da je njegov efekat na mehanizme
iniciranja kontrakcija izuzetno snazan.

Bestrofini su predlozeni kao regulatori voltazno-zavisnih L-tipa Ca%*
kanala (Reichhart i sar, 2010), pri ¢emu regulatornu ulogu najvjerovatnije
ostvaruju kroz direktnu interakciju sa 3 i f4 subjedinicama (Milenkovic i sar,
2011). Takode je predloZzeno da BEST-1 funkcioniSu kao unutaréelijski Cl- kanali,
koji pomazu pri akumulaciji, ali i otpuStanju Ca?* iz njegovih skladista, buduc¢i da
djeluje kao njegov kontra jon (Strauss i sar, 2014). Ukoliko se ovi mehanizmi
ostvaruju kombinovano, bestrofini bi predstavljali efikasan nacin kontrole
kalcijum-aktiviranog hloridnog transporta (Milenkovic i sar, 2011). UceSce
bestrofina kao medijatora u relaksantnom efektu sulfida, moZe objasniti zasto su
upravo kanali L-tipa bili poentirani kao mete u relaksaciji. S druge strane, vodonik-
sulfid modulira Ca2* dogadaje koji vode porijeklo iz endoplazminog retikuluma
(Kida i sar, 2013). Nadalje, pokazano je da sulfid redukuje unutarcelijske Ca%*
signale koje posreduju u spontanim kontrakcijama miometrijuma (Robinson i
Wray, 2012). Inhibitorni efekti sulfida na unutarcelijske Ca2+ struje inhibirani su u
prisustvu sGC inhibitora (Moustafa i Habara, 2014). Sekundarni glasnici, cAMP i
cGMP su vazni regulatori kontraktilnosti uterusa (Aguilar i Mitchell, 2010).
Rezultati ovog istraZivanja negiraju uceSc¢e B-adrenoreceptora u efektima sulfida,
buduci da propranolol nije antagonizovao relaksaciju. S druge strane, pretreman
metilenskim plavim smanjio je NazS izazvanu relaksaciju, slicno glibenklamidu,
samo u slucaju Ca2+-aktiviranih uterusa (efekat je znacajan samo za posjlednju
koncentraciju u tertmanu sulfidom). Ovaj nalaz implicira da je signaling sulfida u

celiji divergentan i da vjerovatno podrazumijeva brojne mehanizme i uzajamnu
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komunikaciju (engl. crosstalk) razlic¢itih puteva. Konkretno, izgleda da je efekat
sulfida moduliran sa *NO. Relaksantni efekat sulfida je smanjen u prisustvu *NO
donora, S-nitrozoglutationa (Berenyiova i sar, 2015). Takode, pokazano je da *NO
donor SNP smanjuje H2S indukovanu relaksaciju uterusa (Filipovic i sar, 2013).
Vazno je istac¢i da se DIDS-senzitini BEST kanali aktiviraju sa *NO, budu¢i da DIDS
kompletno inhibira GSNO posredovanu BEST aktivaciju (Duta i sar, 2006).

Jasno je da ce efekti sulfida pratiti sled dogadaja koja odgovara njegovim
fizicko-hemijskim svojstvima. Za ocekivati je da se efekat sulfida na kontraktilnost
uterusa ostvaruje najprije preko membranskih meta, jonskih kanala kroz koje
moze da prode ili da ih modifikuje. Vodonik-sulfid slobodno difunduje kroz
membranu za razliku od HS- (Mathai i sar, 2009). Ulazak u ¢eliju podrazumijevao
bi pomjeranje ravnoteZe ka H2S ukoliko kanal za HS- ne bi postojao. Medutim, HS-
specifican bakterijski kanal je nedavno identifikovan (Czyzewski i Wang, 2012).
Prisustvo ovog kanala u drugim Zivim sistemima do sada nije ispitivano. Efekti
sulfida na unutarcelijske dogadaje koji ¢e posljedicno dovesti do smanjenja
unutarcelijskog kalcijuma, a onda i relaksacije mogu biti posredovani brojnim
molekulima. Senzitivnost na Kkalcijum, a posljedicno i kontraktilna aktivnost
uterusa je modulirana reaktivnim vrstama, kao i sistemom (antioksidativni enzimi)
koji reguliSe njihov nivo (Appiah i sar, 2009). Egzaktna veza izmedu reaktivnih,
oksidujucih vrsta i efekata sulfida je cesto kompleksna, ponekad i kontradiktorna, a
u uterusu jo$ uvijek slabo proucena. Interesantno je uvidjeti da sulfid osim Sto
reaguje sa reaktivnim vrstama moZe da modulira enzime koji su ukljuceni u
regulaciju njihovog nivoa. Treba treba ista¢i metaloproteine poput CuZnSOD i CAT
bududi da HS- ima veliki afinitet za metalo-centre (Searcy i sar, 1995; Haouzi i
Klingerman, 2013). Nedavne studije su pokazale da su signalne mreZe vodonik-
sulfida i ROS medusobno povezane (Predmore i sar, 2012). Ova integracija je
osobito vazna za razumijevanje mehanizama Kkoji promoviSu Kkontraktilnost
miometrijuma, narocito jonskih kanala, a posebno -SH grupa istih, koje su veoma
osjetljive na dejstvo ROS (Paulsen i Carroll, 2013).

Kao Sto je vec receno, sulfid je redukujuci agens koji ucestvuje u jedno- i

dvo- elektronskim redoks-reakcijama. U literaturi postoje podaci da je oksidacija
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sulfida posredovana radikalskim mehanizmima koji jo$ uvijek nisu jasno utvrdeni
(Nagy i sar, 2014). Ovo je otezano cCinjenicom da su radikalske vrste visoko
reaktivne i da one dalje iniciraju lanc¢ane reakcije, Sto otezava kineticke analize.
Prvi intermedijer koji nastaje pri jedno-elektronskoj oksidaciji je visoko reaktivni
HS* radikal. Bioloski znacaj ove reakcije nije joS uvijek okarakterisan. Medutim, iz
prakticnih razloga, u kontekstu oksidacije sulfida na vazduhu, korisno je
spomenuti da je ova reakcija termodinamicki nefavorizovana (Luther i sar, 2011).
Premda je dvo-elektronska oksidacija sulfida termodinamicki povoljna, ona
zahtijeva veliku energiju aktivacije zbog problema sa spin sparivanjem sa 02
(Luther i sar, 2011). Stoga oksidacija sulfida sa Oz odvija se u realnom vremenu
samo u prisustvu prelaznih metala (Tapley i sar, 1999). Rezultati ove studije
pokazali su da sulfid utiCe na aktivnost enzima antioksidativnog sistema u uterusu.
Takode, poredeni su efekti sulfida i metantiola na aktivnost datih enzima, da bi se
utvrdila vazZnost metilacije - da li se njome moZe modulirati Hz2S signalizacije i time
dati novi smisao metilaciji kao modifikaciji od vaZnosti za regulaciju aktivnosti
gasovitih transmitera, kao i da bi se pokusali razlikovati efekti molekulskog H2S i
anjonskog HS- .Povecanje CuZnSOD nakon tretmana sulfidom primjeceno je samo
u slucaju Ca2*-aktiviranih uterusa. Meki karakter sumpora obezbjeduje njegovo
jako vezivanje za jone bakra. Za koordinaciju Cu-S je nedavno pokazano da je od
izuzetne fizioloSke vaznosti u detekciji ispraljivih sumpornih jedinjenja, bududi da
se aktivacija mirisnih receptora ostvaruje koordinacijom sumpora i bakra (Duan i
sar, 2012). EPR spektar Cu?* u pacovskoj CuZnSOD pokazao je da HS- /H2S dovodi
do redukovanja Cu?* do ,.EPR tihog” Cul+, koji se primjecuje kao gubitak CuZnSOD
signala, za razliku od superoksida koji nije doveo do promjena. Ovo upucuje da je
aktivni centar CuZnSOD otvoren za efekte HS-/HzS, i u saglasnosti je sa prethodnim
zapazanjima da CuZnSOD katalizuje HS- oksidaciju (predloZena reakcija: HS- + H* +
02 —> SO + H202), uz redukciju Cu?* do Cul* (Searcy i sar, 1996). Studije Perry i
saradnika (2010) pokazale su da prva polu-reakcija dismutacije superoksid-anjon-
radikala, koju katalizuje SOD, pocinje vezivanjem 0:°- za Cu?* koji potom biva
redukovan do Cul*, dok se O2°- oksiduje do kiseonika. Most koji je postojao izmedu

jona bakra i histidina biva ukinut (HisCu, ZnSODHis63) ostavljaju¢i protonovan
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His63N1. U drugoj polu-reakciji, proton sa His63N1 i elektron sa Cul* se doniraju
O2°- Sto rezultuje oksidacijom Cul* do Cu?*, a O2*~ se redukuje do H202. Rezultati
molekulskog modelovanja sprovedenog u ovoj studiji pokazuju da H2S, HS- i CH3SH
vezuju za jon Cu u aktivnom mjestu humane i govede CuZnSOD. Interesantno je
uoCiti da HS- ima najveci afinitet vezivanja. Takode jasno se istice uloga His63 u
interakciji i stabilizaciji HS- u slu€aju humane, odnosno His61 u slucaju govede
CuZnSOD. Persulfidacija cisteinskog ostatka na SOD pokazana je masenom
spektrometrijom i pokazano je da stabilizuje enzim naspram agregacije
indukovane oksidacijom bez uticaja na kataliticku aktivnost (De Beus i sar, 2004).

Mjerenje aktivnosti katalaze u uterusima nakon tretmana sulfidom nije
pokazalo razlike u odnosu na aktivnosti u kontrolnim uzorcima. Modelovanje
interakcija na govedoj katalazi pokazalo je, takode, da se ligandi vezuju za isto
vezujuce mjesto, Fe na gornjoj strani hema, dok je hem sa donje strane zatvoren
zbog Tyr-Fe kompleksa izmeda hema i Tyr357. U ovom slucaju HS- se pokazao kao
ligand najveceg afiniteta vezivanja. Molekulsko modelovanje pokazalo je da sva tri
liganda (Hz2S, HS- i CH3SH) pokazuju preferencije ka jonu Fe, kao vezuju¢em mjestu
na humanoj katalazi, na gornjoj strani hema koje sa Tyr358 formira prsten.
Modelovanje na humanoj katalazi nasuprot svim ostalim modelovanjima pokazalo
je da su afiniteti vezivanja HS- i CH3SH identi¢ni. Rezultati EPR spektroskopije
jasno pokazuju da sulfid (HS- /H2S) redukuje Fe3* u hemu katalaze, a moZe da se
nagradi i kompleks. Prethodne studije pokazale su da sulfid inhibira katalazu, a
predloZeni mehanizam podrazumijeva formiranje kompleksa anjona sa gvoZzdem iz
hema (Niccols, 1961; Benetti i sar, 2013).

Sposobnost CH3SH i H2S da inhibiraju katalazu (Beers i Sizer, 1954)
ukazuje da mehanizmi relaksacije mogu da budu posredovani pove¢anim nivoom
H202 (Appiah i sar, 2009). Efekti CH3SH na antioksidativne enzime u ovoj studiji
ukazuju da inkubacija sa CH3SH moZe rezultirati povecanim nivoom H202, sudeci
po povecanoj produkciji H202 usled aktivacije SOD, kao i smanjenog uklanjanja uz
pomo¢ GSH. Vazan aspekt mehanizma Kkoji posreduje u efektima H202 su
oksidativne modifikacije kriti¢nih sulfhidrilnih ostataka. Naime, pokazano je da

oksidacija vaskularnih tiola na Kv kanalima vodi relaksaciji (Rogers i sar, 2006).
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Takode, pokazano je da relaksatorni efekat H202 na uterusu podrazumijeva
aktivnost Kv kanala (Appiah i sar, 2012).

S druge strane, H2S/ HS- promoviSe uklanjanje peroksida usled povecanja
aktivnosti GSH-Px. Ovaj kriticni rezultat ukazuje da H202 ne posreduje u
relaksantnom efektu sulfida, ali da moZe biti vazan u efektima CH3SH. Imajuci u
vidu rezultate molekulskog modelovanja zajedno sa efektima na aktivnosti enzima,
izgleda da HS- i H2S imaju razli¢itu ulogu u regulaciji aktivnosti. Takode,
molekulski H2S i CH3SH mogu indukovati relaksaciju indirektnim mehanizmima.
Uzimaju¢i u obzir konstantu brzine reakcije hidroksil-radikala sa CH3SH (Lee i
Tang, 1983), jasno je da metantiol moZe imati konstruktivnu ulogu u fiziologiji
uterusa, kao i da metilovanje sulfida moZe biti na¢in modulacije njegovih efekata.

Vezivanje sulfida za metalne centre predstavlja molekulski mehanizam
kojim sulfid ostavaruju svoje efekte, a cije ishodiste zavisi od koncentracije sulfida
- ovi mehanizmi su do odredenog nivoa dio njegovih regulatornih efekata i
signalinga, a sa druge strane i osnovni razlog njegove toksiCnosti - inhibicija
respiratornog lanca usled vezivanja za ciohrom c oksidazu (Pietri i sar, 2011). Ovaj
efekat je karakteristiCan za sve gasovite transmitere koji pokazuju tzv. ,bell-shaped
dose-response” (Szab6 i Papapetropoulos, 2011). Ova karakteristika jasno se
ogleda na primjeru reverzibilne modulacije citohrom c oksidaze izazvane sulfidom,
koja je povezana sa stanjem nalik hibernaciji identifikovanoj kod misa (Blackstone
i sar, 2005). Sulfid moZe da se veZe za Fe3*u hemu citohrom c oksidaze, a redukcija
Fe3+* je takode uocena (Pietri i sar, 2005).

Jasno je da su biohemijske interakcije tiola i reaktivnih vrsta dio njihovog
signalizacije. Imajuci u vidu redoks-prirodu vodonik-sulfida, kao i redoks-osjetljive
ostatke proteina (u ovom slucaju jonskih kanala) koji su vazZni posrednici
kontraktilnosti uterusa, cilj daljih studija bio je da se ispita da li su efekti
modulatora na sulfid-indukovanu relaksaciju redoks-osjetljivi.

Rezultati pokazuju da se aktivnost antioksidativnih enzima u uterusima
pretretiranim DIDS, a zatim tretiranim NazS, ne razlikuju od aktivnosti u uterusu
nakon aplikacije samo Na2S. Ovi rezultati ukazuju da relaksacija posredovana

DIDS-osjetljivim hloridnim kanalom ne interferira sa antioksidativnim sistemom.
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Medutim, inhibicija Karr kanala glibenklamidom dovela je do smanjena SOD
aktivnosti, dok je smanjenje GSH-Px aktivnosti nadeno samo kod spontanih
kontrakcija. Ovi rezultati impliciraju da ogranicCeni efekat sulfida u prisustvu
glibenklamida, uo¢en samo na kontrakcijama indukovanim kalcijumom, moZe biti
vezan za ROS-zavisne dogadaje. Razlike u efektima blokade Karp kanala uocene na
spontanim i kalcijumom indukovanim kontrakcijama mogu biti vezane upravo za
smanjenu aktivnost GSH-Px, a onda i posljedicno povecanje dostupnosti
relaksiraju¢eg H202. Takode, pokazano je da inhibicija Karr kanala u
mitohondrijama glibenklamidom dovodi do poremecaja u medusobnom signalingu
ROS i Ca2+ (Li i sar, 2014). Vazno je ista¢i da su BEST kanali koji su nadeni u
endoplazminom retikulumu (Kunzelmann i sar, 2007) regulisani stresom
porijeklom iz ove organele i medusobnu komunikaciju ROS i Ca2* (Lee i sar, 2012).

Detektovani efekti sulfida na antioksidativne enzime omogucavaju
razumijevanje fundamentalnih mehanizama kojim se relaksacija (uz uces¢e ROS)
odvija, ali obezbjeduju i uvid u potencijal sulfida da reguliSe kontrakcije uterusa
koje se karakteriSu oksidativnim disbalansom, kao u sluCaju dijabetesa ili
pretjerane gojaznosti (Agarwal i sar, 2005). Kontrakcije koje vode prevremenom
porodaju se takode karakteriSu povecanim oksidativnim stanjem, zbog izuzetne
aktivnosti mitohondrija (Agarwal i sar, 2012). Sulfid moZe direktno da modulira
enzime $to posljedicno mijenja njihovu aktivnost, ali hroni¢ni tretmani mogli bi
modulirati i nivo ekpresije ovih enzima u uterusu kroz adaptivne mehanizme, $to
kvalifikuje sulfid i kao obecavajuéi preventivni agens. Naime, pokazano je da sulfid
povecava antioksidativni kapacitet u torakalnoj aorti hipertenzivnih pacova,
uticudi pozitivnu na ekspresiju SOD (Xue i sar, 2015).

Opste uzev, rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji pokazali su da
se sulfidom-izazvana relaksacija na uterusu pacova odvija preko DIDS-senzitivnhog
kanala. Komponente relaksacije su redoks-osjetljive, a sulfid modulira aktivnost
glavnih enzima antioksidativne odbrane. Identifikovani mehanizmi trebalo bi da
olaksaju razvoj adekvatnog teraputika koji bi regulisao kontrakecije.

Biologija humanog rodenja sa aspekta regulacije kontraktilnosti uterusa je

kompleksna i jo$ uvijek slabo izu¢ena. Nekontrolisana hiperkontraktilnost trudnog
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uterusa vodi prevremenom porodaju. Uprkos decenijskim naporima tretman
prevremenih porodaja je bez sustinskog napretka. Animalni modeli su se pokazali
kao vrlo korisni u izu¢avanju mehanizama koji reguliSu kontraktilnost uterusa. Ovo
je narocCito vazno za razumijevanje mehanizama koji leze u osnovi prevremenih
porodaja, kao i za dizajn potencijalnog tretmana. Ipak, primenljivost trenutnih
zivotinjskih modela koji bi imitirali fizioloSke uslove humane trudnoce je
ograniCena cinjenicom da razlic¢ite vrste reguliSu i iniciraju radanje na razlicit
nacin. Stoga su humane studije od neprocjenjivog znacaja (Mitchell i Taggart,
2009).

U okviru ove studije ispitani su efekti sulfida na kontrakcije trudnog
humanog miometrijuma. Pokazano je da je sulfid potentan relaksant. U poredenju
sa prethodnim humanim studijama (Robinson i Wray, 2012) rezultati ovog
istrazivanja pokazali su da sulfid relaksira miometrijum pri znatno nizim
koncentracijama (30uM) koje se ¢ine viSe fizioloski relevantnim. Ove razlike mogu
biti posljedica razlicitih koriS¢enih donora, kao i same pripreme sulfida.

Efekti sulfida poredeni su sa efektima ATB-346, donorom H2S koji je
zapravo derivat naproksena. Odabir ovog donora nasao je ishodiste u rezultatima
prethodnih studija koje su pokazale njegove benefitne efekte narocito u stanjima
vezanim sa inflamacijom (Campolo i sar, 2013). Takode, poznato je da prevremeni
porodaji mogu biti indukovani inflamacija-posredovanim dogadajima (Romero i
sar, 2007; Gomez-Lopez i sar, 2014). Imajuci u vidu vezu izmedu unutaruterinske
infekcije i prevremenog porodaja, postoji interes da se ispitaju efekti
antiinflamatornih agenasa kao mogucih terapeutika (Rinaldi i sar, 2011).

Poznato je da kontrakcije miometrijuma zavise od sinhronizacije dogadaja
u individualnim ¢elijama (koji zavise od koli¢ine unutarcelijskog kalcijuma) i
unutarcelijske komunikacije. Pokazano je da inflamacija dovodi do povecanja
kontrakcija miometrijuma. Tako, IL-1f (engl. interleukin 1) povectava otvorenost
kalcijumskih kanala (Tribe i sar, 2003), dok TNFa (engl. tumor-necrosis factor @)
povecava oksitocinom-indukovane kontrakcije (Barata i sar, 2004). Izgleda da
inflamacija uc¢ini miocite na bilo koji kontraktilni agens. Takode, IL-1 stimuliSe

aktivnost fosfodiesterazu koja katalizuje razgradnju cAMP, koji sa svoje strane
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odrzava uterus u stanju mirovanja tokom trudnoce (Oger i sar, 2002). Efekti IL-13
vezani su i za stimulaciju ekspresije ciklooksigenaze (engl. cyclooxigenase, COX) i
produkciju prostaglandina i njihovih receptora (Bartlett i sar, 1999), ¢inec¢i njihovu
stimulaciju olak§anom i pojacanom.

Prethodne studije pokazale su da predsavnici NSAID (engl. nonsteroidal
anti-inflammatory drugs) grupe jedinjenja relaksiraju uterus (Sawdy i sar, 1998;
2003; Slattery i sar, 2001). Premda bi se ocekivalo da je relaksacija posredovana
inhibicijom COX, to nije pokazano u svim studijama. Naime, indometacin inhibira
uterus direktno preko kalcijumskih kanala (Sawdy i sar, 1998), dok drugi autori
predlazu da je NSAID-indukovana relaksacija ostvarena inhibicijom COX (Slattery i
sar, 2001). Iako se npr. naproksen pokazao efikasan u smanjenju inflamacije,
upotreba nesteroidnih antiinflamatornih supstanci je ograni¢ena njihovom
toksicnos¢u. S tim u vezi, problem toksi¢nosti se pokuSao prevazici
modifikovanjem naproksena kovalentnim vezivanjem hemijske grupe (TZB), koja
donira Hz2S koji se pokazao kao snaZan antiinflamatorni i antioksidativni agens.
Rezultati ove teze takode potvrduju da H2S ima antioksidativnu ulogu budud¢i da
moze da interaguje sa reaktivnim vrstama, ali i da modulira aktivnost enzima koji
reguliSu njihov nivo. Ova kombinacija selektivne inhibicije COX i H2S-otpustanja,
Cini se obecavaju¢om u smanjenju toksi¢nosti izazvane ,klasi¢nim” naproksenom.

Ako se uzmu u obzir gore-pomenuti mehanizmi kojim inflamacija moze
dovesti do prevremenih porodaja, vazno je istaci literaturne podatke koju idu u
prilog tezi da vodonik-sulfid moZe biti terapeutik velikog potencijala. Naime, ATB-
346 je snazan inhibitor COX (Campolo i sar, 2013), a takode je pokazano i da sulfid
endogeno inhibira fosfodiesterazu, dovodeci do porasta cAMP (Bucci i sar, 2010),
mocnog relaksanta. ATB-346 relaksira uterus pri koncentracijama od 30 uM.
Buduc¢i da se sam agens sastoji iz dva entiteta koja pojedinatno mogu dovesti do
relaksacije, dalja ispitivanja su testirala efekte roditeljskih jedinjenja - naproksena
i TZB (Hz2S donora). Uoceno je da je relaksantni efekat ATB-346 znatno potentniji
od efekta TZB i naproksena. Uzroci pojacanog efekta ATB-346 u odnosu na
naproksen najvjerovatnije su vezani za otpustanje HzS C¢iji je relaksantni potencijal

ve¢ okarakterisan (Campolo i sar, 2013). Slitno ovome, znacajno smanjenje
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gastrointestinalne toksi¢nosti ATB-346 u odnosu na naproksen, vjerovatno da je
posljedica protektivnog efekta H2S na mukozu, zahvaljuju¢i njegovim
antiinflamatornim svojstvima (Campolo i sar, 2013). Takode je uoceno da je efekat
TBZ u ekvimolarnim koncentracijama (u odnosu na napoksen i ATB-346) znacajno
manji nego efekat ATB-346. Ovo moZe upucivati na to da otpusStanje HzS nije veliko
iz samog TBZ, dok se kovalentno ne veZe za neko drugo jedinenje, u ovom slucaju
naproksen. Prethodne studije su ovo i eksperimentalno potvrdile (Wallace i Wang,
2015). Slican pristup u poboljSanju farmakoloskog profila supstanci ocigledan je na
primjeru ,°NO-modifikovanja“, koji je sada proSiren van granica nesteroidnih anti-
inflamatornih lijekova. Nakon ovakve hemijske intervencije modifikovani agensi su
farmakolo$ki potentniji od roditeljskih jedinjenja (Keeble i Moore, 2002).

Imajuci u vidu vezu inflamacije i nastanka prevremenog porodaja, koji je
bez obzira na porijeklo i tok dogadaja posredovan poremecenim kontrakcijama
uterusa, ATB-346 se Cini kao agens izbora u specifi¢nim stanjima disfunkcionalnog
uterusa. Rezultati obezbjeduju osnovu za dalja ispitivanja, posebno in vivo efekata

ATB-346 na modelu prevremenog porodaja izazvanog inflamacijom.
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Vodonik-sulfid ima vaznu ulogu u regulaciji kontraktilnosti uterusa.
Predstavlja agens velikog potencijala, budu¢i da relaksira uterus pacova, kao i
humani miometrijum (netrudni ali i gravidni uterus). Na osnovu rezultata ove teze

izvedeni su sledeci zakljucci koji su organizovani u tri cjeline:

(I) Efekti sulfida na uterus pacova:

1. Natrijum-sulfid izaziva koncentraciono-zavisno, reverzibilno smanjenje
kontraktilnosti uterusa, ne razlikuju¢i porijeklo nastanka kontrakcija. Ovi
rezultati ukazuju da se efekat sulfida ostavaruje preko nekog posrednika
koji je od klju¢ne vaznosti za nastanak svih tipova kontrakcija.

2. Primjenjen je nov nacin analize efekata sulfida. Na fizioloSkom pH iz sulfida
nastaju molekulski H2S i anjon HS-. Razlikovanje efekata ovih vrsta uradeno
je poredenjem efekata sulfida sa efektima metantiola. Kako se Hz2S i HS-, ne
mogu razdvojiti, CH3sSH je posluZio kao “imitator” efekata H2S (jer je u
molekulskom obliku). Potentniji efekat sulfida moze biti posljedica
prisustva HS- jona. Stavie, ovo osvjetljava njegovu vaznost kao glavnog
posrednika u relaksiraju¢em efektu sulfida. Takode, ovo ukazuje da
metilacija vodonik-sulfida moze biti na¢in modulacije Hz2S efekata in vivo.

3. U cilju identifikacije ciljne mete sulfida, koris¢eni su inhibitori/aktivatori
jonskih kanala (K*, Ca?*, Cl-), kao i modulatori koji dovode do promjene
koli¢ine drugih glasnika (cAMP i cGMP). Utvrdeno je da je relaksacija
izazvana sulfidlom posredovana DIDS-osjetljivim hloridnim kanalom
(bestrofinom).

4. Prisustvo bestrofina potvrdeno je u uterusu pacova i na proteinskom i na
nivou iRNK. Imunohistohemijska analiza pokazala je da su bestrofini
subcelularno lokalizovani u longitudinalnom i cirkularnom miSi¢nom sloju
uterusa. Ovi rezultati su dodatno osnazili tezu da je sulfidom izazvana
relaksacija uterusa posredovana bestrofinima.

5. Relaksantni efekat sulfida moduliran je sa *NO ali ne i polisulfidima.
Modulatorna uloga *NO cini se vaznom bududi da se isti u uterusu endogeno

produkuje.
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Tretman uterusa sulfidom doveo je do promjene u aktivnosti
antioksidativnih enzima, S$to ukazuje na to da je relaksacija izazvana

vodonik-sulfidom redoks- osjetljiva.

(II) Efekti sulfida na humani miometrijum:
Rezultati eksperimenata na uterusu pacova usmjerili su dalja istraZivanja
na ispitivanje efekata sulfida na humanom trudnom miometrijumu.
Pokazano je da je bestrofin prisutan u humanom uterusu.
Sulfid je potentan relaksant trudnog humanog miometrijuma. Ovo svojstvo
je od Klju¢ne vaZnosti za razvoj adekvatnog tokolitika koji moZe biti
upotrebljen za spre¢avanje prevremenog porodaja
Poredeni su efekti sulfida sa efektima ATB-346 (nastao kovalentnom
modifikacijom naproksena vezivanjem farmakofore koja donira H2S/HS").
ATB-346 je dizajniran za tretman inflamatornih stanja, te je ispitivanje
njegovog relaksantnog potencijala vazno osobito ako se ima na umu da
inflamatorni medijatori mogu dovesti do pojacane kontraktilnosti uterusa, a
tako i do prevremenog porodaja.
Do sada je ATB-346 ispitivan na razli¢itim modelima inflamacije, ali ne i
njegov relaksantni potencijal. Imajuc¢i u vidu njegovu strukturu koja se
sastoji od dvije farmakofore, koje dovode do relaksacije, bilo je od interesa
ispitati njegov efekat na kontraktilnost. Rezultati su pokazali da je

relaksantni efekat ATB-346 najveci.

(III) Generalni zakljucak:
Rezultati ove teze daju doprinos u razumijevanju efektornih vrsta kao i
ciljnih molekulskih struktura koje posreduju u relaksantnom efektu sulfida.
Ovi mehanizmi ne moraju nuzno biti vazni samo za ostvarivanje efekata
sulfida na uterusu, ve¢ oni mogu biti generalizovani mehanizmi kojim sulfid

ostvaruje svoje biohemijske efekte.
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