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IZVLECEK

Iz knjiznice novosintetiziranih organorutenijevih(Il) arenskih kompleksov smo z biokemic¢no
karakterizacijo dolocili komplekse, ki: 1) selektivno zavirajo butirilholinesterazo (BChE); i1)
zavirajo holinesteraze; iii) zavirajo holinesteraze in glutation S-transferaze (GST) in iv)
selektivno zavirajo GST. Z elektrofizioloskimi metodami smo na zivéno-misi¢nih preparatih
misjih hemidiafragem proucili vpliv izbranih organorutenijevih(Il) kompleksov ([(n’-p-
cimen)Ru(II)(1-hidroksi-3-metoksipiridin-2(1H)-tionato)pta]PFs (C1)) in ([(®-p-
cimen)Ru(II)(5-nitro-1,10-fenantrolin)CI]Cl (C1-Cl) z ugotovljeno antiholinesterazno
aktivnostjo v nizkem mikromolarnem obmocju na kréenje in membranske potenciale misi¢nih
vlaken. Ugotovili smo, da kompleks C1, ki v pogojih in vitro selektivno zavre encim BChE, ex
neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne izometri¢ne kontrakcije. Poleg tega tudi ne vpliva
na mirovni membranski potencial (rVm) skeletnih misi¢nih vlaken in na amplitudo potenciala
motoricne ploscice (PMP). Najvecja koncentracija (120 uM) kompleksa C1 znacilno zmanjsa
le amplitudo ter skrajSa razpolovni Cas padajoce faze spontanih miniaturnih potencialov
motori¢ne plosCice in razpolovni Cas padajoce faze PMP. C1 pri zelo visoki koncentraciji (120
uM) ne zavira pomembno acetilholinesteraze (AChE) in nikotinskih acetilholinskih receptorjev
(nAChR), prisotnih v Zivéno-miSi¢nem stiku, in s tem ne vpliva na funkcijo perifernega zivéno-
miSicnega sistema. Za kompleks C1-Cl, ki in vitro zavira delovanje holinesteraz, je
elektrofizioloSka karakterizacija pokazala, da kompleks v nizkih mikromolarnih koncentracijah
reverzibilno zavre posredno izzvano enostavno (ICso = 19,44 uM) in tetanic¢no (ICsp = 9,68 uM)
izometricno kontrakcijo in zmanjSa amplitude PMP (ICso = 7,61 uM), pri ¢emer se rVm
skeletnih miSi¢nih vlaken ne spremeni. Amplituda miSi¢ne kontrakcije se je po dodatku 3 pM
neostigmina, ki je povratni zaviralec AChE, izjemno hitro povrnila, kar kaZe selektivno
kompetitivno zaviralno delovanje kompleksa C1-Cl na posinapti¢ne nAChR miSi¢nega tipa. To
smo potrdili tudi z metodo vpete napetosti na oocitih navadne krempljarke (Xenopus laevis) z
meritvami ionskih tokov skozi v membrani mikroimplantirane nAChR iz navadnega
elektricnega skata (Torpedo marmorata). Ugotovili smo, da C1-Cl deluje kot povratni
antagonist nAChR iz navadnega elektricnega skata (ICso = 332 nM). Elektrofizioloska
karakterizacija kompleksa C1-Cl je tako pokazala, da kompleks ex vivo v farmakolosko

zanimivih koncentracijah s povratno vezavo na posinapti¢ne nAChR prek nedepolarizirajocega
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mehanizma zavre zivéno-miSi¢ni prenos. Zato je kompleks C1-Cl zanimiv za nadaljnja
predklini¢na testiranja kot nov nedepolarizirajo¢ miorelaksant za potencialno uporabo v

veterinarski in humani medicini.

Kljuéne besede: Rutenij-kemija; organokovinske spojine; holinesterazni inhibitorji; nikotinski
receptorji; membranski potenciali; miSi¢na kontrakcija; zivéno misi¢ni stik; motori¢na ploscica;

elektrofiziologija; metoda vpete napetosti.
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ABSTRACT

From the library of newly synthesized organoruthenium(Il) arene complexes, we identified
biochemical characterization complexes that i) selectively inhibit butyrylcholinesterase
(BChE); ii) inhibit cholinesterases; iii) inhibit cholinesterases and glutathione S-transferases
(GSTs) or iv) selectively inhibit GSTs. Two selected organoruthenium(II) complexes ([(n®-p-
cymene)Ru(II)(1-hydroxy-3-methoxypyridine-2(1H)-thionato)pta]PFs  (C1) and [(m®-p-
cymene)Ru(II)(5-nitro-1,10-phenanthroline)CI]Cl (C1-Cl) with anticholinesterase activity in
the low micromolar range were studied with electrophysiological methods on mouse
neuromuscular hemidiaphragm preparations for their effect on contractility and membrane
potentials. We found that complex C1 selectively inhibited BChE in vitro but exhibited no
effect on the amplitude of directly muscle-elicited and nerve-evoked single twitch and tetanic
isometric contraction ex vivo at the highest concentration used (120 uM). Furthermore, C1 also
had no effect on the resting membrane potential (rVm) of skeletal muscle fibres and the
amplitudes of the end-plate potentials (EPPs). The 120 uM concentration of complex ClI
decreased only the amplitude and shortened the half-decay time of the miniature end-plate
potentials and the half-decay time of the EPPs. Complex C1 had no significant antagonistic
effects on acetylcholinesterase (AChE) activity and the nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) present in neuromuscular junctions; thus, C1 did not affect the function of the
peripheral neuromuscular system. For the C1-Cl complex, which inhibits cholinesterase activity
in vitro, electrophysiological characterization showed that the complex reversibly inhibited
nerve-evoked single twitch (ICso = 19.44 pM) and tetanic (ICsp = 9.68 uM) isometric
contraction at low, micromolar concentrations and decreases the amplitudes of EPPs (ICso =
7.61 uM) without any significant change in the rVm of skeletal muscle fibres. The amplitude
of muscle contraction recovered rapidly after applying the reversible AChE inhibitor
neostigmine (3 pM), strongly suggesting that the C1-Cl complex exhibits a selective
competitive antagonistic effect on postsynaptic muscle-type nAChRs. We also confirmed
antagonistic activity by measuring ion currents through nAChRs in the presence of C1-Cl with
a two-electrode voltage clamp on Xenopus laevis oocytes with nAChRs from Torpedo
marmorata microimplanted in their membrane. We found that complex C1-Cl is a reversible
antagonist of Torpedo nAChRs (ICso = 332 nM). Electrophysiological characterization of the

C1-Cl complex showed that at concentrations of pharmaceutical interest, the complex inhibits
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neuromuscular transmission ex vivo by a nondepolarizing mechanism through reversible
binding on postsynaptic muscle-type nAChRs. Therefore, the C1-Cl complex may be
interesting for further preclinical testing as a novel nondepolarizing myorelaxant for potential

use in veterinary and human medicine.

Keywords: Ruthenium-chemistry; organometallic compounds; cholinesterase inhibitors;
receptors, nicotinic; membrane potentials; muscle contraction; neuromuscular junction, motor

endplate; electrophysiology; Voltage clamp technique
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SEZNAM OKRAJSAV

AP — amiloid-p

APBPP — amiloidni prekurzorski protein

ACh — acetilholin

AChE — acetilholinesteraza

AChSH - acetiltioholin klorid

BCh — butirilholin

CAS — kataliti¢no anionsko mesto

Cl1-2,4-DNB — 1-kloro-2,4-dinitrobenzen

C1 — [(n®-p-cimen)Ru(II)(1-hidroksi-3-metoksipiridin-2(1H)-tionato)pta]PFs
C1-Cl — [(n%-p-cimen)Ru(II)(5-nitro-1,10-fenantrolin)C1]CI
DAG — diacilglicerol

dH>O — deionizirana voda

DMSO - dimetilsulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kislina

dsBChE — pasja serumska butirilholinesteraza

DTNB - 5,5"-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina)

EE — encimska enota

eeAChE — acetilholinesteraza, izolirana iz elektricne jegulje
EtOH — etanol

ERK — z zunajceli¢nimi signali uravnana kinaza

GST — glutation S-transferaza

hBChE — ¢loveska butirilholinesteraza
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hrAChE — ¢loveska rekombinantna acetilholinesteraza

hsBChE — butirilholinesteraza, izolirana iz konjskega seruma

hGST — ¢loveska placentarna glutation S-transferaza

hlGST — glutation S-transferaza, izolirana iz konjskih jeter

ICs0 — srednja zaviralna koncentracija

IP3 — inozitol 1,4,5-trifosfat

IP3R — inozitol trifosfat receptor

KP1019 — indazolijev trans-[tetrakloridobis(1H-indazolo)rutenat(I1I)]
K-R — Krebs-Ringerjeva raztopina

L-GSH — reducirana oblika L-glutationa

LRP4 — protein 4, povezan z lipoproteinskim receptorjem z nizko gostoto
mAChR — muskarinski acetilholinski receptor

MeOH — metanol

MPMP — miniaturni potencial motori¢ne plos¢ice

MuSK — miSic¢na specifi¢na tirozinska kinaza

MT- miSi¢na tenzija v mirovanju

nAChR — nikotinski acetilholinski receptor

NAMI-A — imidazolijev trans-[tetraklorido(dimetilsulfoksido)(1H-imidazolo) rutenat(I1I)]

NFP — nevrofibrilarne pentlje

ny — Hillov koeficient

PAS — periferno anionsko mesto
PIP, — fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat

PMP — potencial motori¢ne plos€ice
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p-NFP — 4-nitrofenil fosfat di(tris)sol

rVm — mirovni membranski potencial

S. E. — standardna napaka

WHO - Svetovna zdravstvena organizacija

3,4 DAP — 3,4-diaminopiridin
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1 UVOD

Rutenijevi kompleksi imajo Sirok spekter bioloskih aktivnosti, ki vkljucujejo protitumorsko,
antibioti¢no, protivirusno, protiparazitno, protiglivicno in imunosupresivno delovanje (Bastos
in sod., 1998; Cetinkaya in sod., 1999; Costa in sod., 2017; Alessio in Messori, 2019; Munteanu
in Uivarosi, 2021). Poleg tega nekateri od rutenijevih kompleksov selektivno zavirajo delovanje
nekaterih medicinsko pomembnih encimov, ki imajo pomembno vlogo v patogenezi razlicnih
obolenj. V to skupino encimov spadajo holinesteraze, glutation S-transferaze (GST), proteinske
kinaze, aldo/keto-reduktaze, tioredoksinske reduktaze, katepsin B, topoizomeraze Il in HIV—1
reverzne transkriptaze (Casini in sod., 2008; Che in Siu 2010; Vyas in sod., 2014; Kljun in sod.,
2016; Sundaraneedi in sod., 2017; Brabec in Kasparkova, 2018; Mitrovic in sod., 2019).
Nekateri rutenijevi kompleksi, med katere uvrSCamo tudi organorutenijeve(ll) arenske
komplekse, delujejo tudi kot zaviralci holinesteraz (acetilholinesteraze (AChE) in
butirilholinesteraze (BChE)) (Vyas in sod., 2014; Trobec in sod., 2021) in/ali kot zaviralci
agregacije peptidov amiloida-f (AB) (Vyas in sod., 2014). Zaviralci holinesteraz so Se danes
pomembne terapevtske ucinkovine za simptomatsko zdravljenje nekaterih kroni¢nih
nevrodegenerativnih obolenj, povezanih s funkcionalnimi motnjami holinergi¢nega sistema,
kot so Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonovi bolezni pridruZena demenca in travmatska
poskodba moZganov (Giacobini, 2004; Moodie in sod., 2019). Uporabljajo se tudi za
zdravljenje glavkoma in prepre¢evanja opti€ne nevropatije, pri simptomatskem zdravljenju

avtoimune bolezni miastenije gravis pa so nenadomestljivi (Moodie in sod., 2019).

Osrednji nameni raziskave so bili: 1) identificirati organorutenijeve(Il) arenske komplekse z
najucinkovitejSo antiholinesterazno aktivnostjo, ii) prouciti njihov morebitni vpliv oziroma
interakcijo s holinergi¢nim sistemom sesalcev in ii1) ugotoviti njihov morebitni potencial kot

nove antiholinesterazne u¢inkovine za nadaljnja predklini¢na testiranja.
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V doktorski disertaciji smo se zato odlocili potrditi ali ovreci te hipoteze:

1. S spektrofotometricnimi metodami bomo iz pripravljene knjiznice novih rutenijevih(II)
arenskih spojin identificirali spojine z zaviralnim delovanjem na sesalske holinesteraze

in/ali GST in vitro.

2. 1z knjiznice rutenijevih(Il) arenskih spojin bomo z elektrofizioloskimi metodami odkrili
spojine, ki v encimskih testih v farmakolosko zanimivih koncentracijah zavirajo AChE,

ne vplivajo pa na AChE in nAChR v zivéno-miSi¢nem stiku.

3. Med testiranimi rutenijevimi(Il) arenskimi spojinami, ki zavirajo AChE, bomo z
elektrofizioloskimi metodami nasli spojine, ki zavrejo AChE in/ali nAChR v

7ivéno-misiénem stiku.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 Kovine in kovinski kompleksi

Znano je, da organizmi za svoje normalno delovanje potrebujejo razlicne biolosko pomembne
elemente. Kljub nekaterim ze znanim dejstvom so nove metode omogocile proucevanje vlog
razli¢nih elementov, s tem pa odpirajo nove razprave o tem, kateri elementi bi morali biti
razvrsceni kot strupeni, koristni ali esencialni za zive organizme, Ceprav se potrebe po razlicnih
elementih lahko razlikujejo med posameznimi organizmi (Zoroddu in sod., 2019). Pomembno
dejstvo je, da so tudi esencialni elementi lahko strupeni, ¢e je njihov odmerek dovolj visok, kar
potrjuje znano Paracelzijevo nacelo »odmerek naredi strup« (Grandjean, 2016; Zoroddu in sod.,
2019). Za ljudi je danes priblizno 20 elementov opredeljenih kot esencialnih, mednje spadajo:
i) elementi H, C, N, O, ii) makroelementi Na, K, Mg, Ca, Cl, P in S ter iii) mikroelementi Mn,
Fe, Cu, Zn, Se, Co, Mo in I (Fraga, 2005; Zoroddu in sod., 2019). Iz te delitve je razvidno, da
je med esencialnimi elementi tudi deset kovinskih elementov, in sicer Na, K, Mg, Ca, Mn, Fe,
Cu, Zn, Co in Mo. Potekajo tudi razprave o tem, da bi se navedenim kovinskim elementom na
listi esencialnih elementov pridruzili nekateri drugi, kot so V, Ni in Sn (Zoroddu in sod., 2019).
Pri Zivalih in ljudeh imajo kovinski ioni strukturno in/ali funkcionalno vlogo. UdeleZeni so v
razli¢nih biokemicnih reakcijah ter posledi¢no v razli€nih fizioloSkih in tudi patofizioloskih
procesih, s ¢imer pomembno vplivajo na zivljenjske funkcije in bolezenske procese (Sodhi,
2019). Sodelujejo pri ohranjanju elektricnega naboja in osmotskega tlaka, zdruZevanju in
stabilnosti nukleotidnih baz ter regulaciji prepisovanja DNA, prenosu elektronov, zvijanju
proteinov in vzdrzevanju njihove strukture, prenosu zivénih in Zivéno-miSi¢nih signalov, kot
kofaktorji pri encimsko kataliziranih reakcijah in Stevilnih drugih procesih v telesu (Sodhi,
2019; Zoroddu in sod., 2019).

V medicini se kovinski ioni (L1, Zn, Cu, Pt, Ru, Ag, Co, Ir, Os, Tc in Gd) in njihovi kompleksi
uporabljajo v terapevtske in diagnosti¢ne namene.

Kovinski kompleksi so znani po svojem Sirokem naboru bioloskih aktivnosti, ki so odvisne od
vrste kovine in njenega oksidacijskega stanja, vrste in Stevila ligandov in njihove koordinacijske
geometrije (Barry in Sadler, 2014; Yousuf in sod., 2021). Nacrtovanje, razvoj in preizkusanje
novih kovinskih kompleksov so se naglo povecali, Se posebej z odkritjem citostati¢nih u¢inkov

platinskega kompleksa — zdravila cisplatin — v 60. letih prejSnjega stoletja (Gomez-Ruiz in sod.,
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2012). Nekateri od kovinskih kompleksov so do danes uspesno prestali vse faze klinicnega
preizkusanja in se porabljajo v diagnosti¢ne namene ali kot zdravila za klini¢no uporabo (Barry

in Sadler, 2014; Alessio in Messori, 2018; Alessio in Messori, 2019).

2.1.1 Rutenij in rutenijevi kompleksi

Rutenij je prehodna kovina z atomskim Stevilom 44, ki lezi v 8. skupini periodnega sistema
elementov. Poleg rodija, paladija, osmija, iridija in platine je ¢lan platinske skupine. Znacilnost
teh kovin je, da imajo vse podobne fizikalno-kemicne lastnosti. Rutenij je v naravi prisoten v
obliki sedmih stabilnih izotopov, med katerimi je najpogostejsi '?Ru. Rutenij ima $irok razpon
oksidacijskih stanj od —2 do +8, obi¢ajno pa je v oksidacijskih stanjih +2, +3 in +4. Rutenijeve
komplekse uvr§¢amo v skupino kovinskih kompleksov. Kot pri drugih kovinskih kompleksih
je bioloska aktivnost rutenijevih kompleksov odvisna od oksidacijskega stanja kovine, vrste in
Stevila ligandov, koordinacijske geometrije, jakosti koordinacijske vezi, redoksnega potenciala

in moznosti izmenjave ligandov (Barry in Sadler, 2014; Kladnik, 2021; Yousuf in sod., 2021).
2.1.2 Bioloski u¢inki rutenijevih kompleksov

Rutenijevi kompleksi imajo Sirok spekter bioloskih aktivnosti. Delujejo lahko protitumorsko,
antibioti¢no, protivirusno, protiparazitno, protiglivicno in imunosupresivno (Bastos in sod.,
1998; Cetinkaya in sod., 1999; Costa in sod., 2017; Alessio in Messori, 2019; Munteanu in
Uivarosi, 2021). Francis Dwyer in sodelavci (1952) so ze v sredini prejSnjega stoletja prvic¢
opisali bakteriostati¢no in protivirusno delovanje celotne skupine tris (polipiridil) rutenijevih
kompleksov (Puckett in Barton, 2008;). Poleg tega so se nekateri rutenijevi kompleksi izkazali
kot zelo ucinkoviti tudi proti bakterijskim sevom, odpornim na Ze uveljavljene antibiotike

(Zeglis in sod., 2007; Viganor in sod., 2017).

Nekateri rutenijevi kompleksi delujejo tudi selektivno protitumorsko in imajo ob tem nizko
sistemsko toksi¢nost. Pri razvoju teh kompleksov je bistvenega pomena njihova topnost v vodi,
da kompleks doseZze ciljno mesto. Zelo pomembno je tudi dejstvo, da se po i. v. aplikaciji veZejo
na prenasalne proteine v plazmi, kot sta albumin in transferin (Bergamo in Sava, 2007). Njihova
vezava s transferinom, ki je prenasalec Zeleza, je klju¢na, saj imajo rakave celice vecje potrebe
po Zelezu, zaradi Cesar se mocneje izraZajo transferinski receptorji v njithovi membrani

(Kostova, 2006; Bergamo in Sava, 2007). Na podlagi opisanega mehanizma je lahko rutenijev
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kompleks, ki v vecjih koli¢inah selektivno vstopi v tarcne celice, bolj citotoksi¢en kot npr.

cisplatin.

Rutenij je v fizioloskih pogojih v telesu pretezno v oksidacijskih stanjih Ru(II) ali Ru(III).
Clarke je za protitumorsko delovanje Ru(IIl) kompleksov predvidel mehanizem aktivacije z
redukcijo (ang. activation-by-reduction hypothesis) (Clarke, 2003). Rutenijevi(Ill) kompleksi
ostanejo v nereaktivnem oziroma neaktivnhem oksidacijskem stanju Ru(IIl), vse dokler ne
dosezejo tumorjev. Tam pride do njihove aktivacije (prehod iz oksidacijskega stanja Ru(Ill) v
Ru(Il)) zaradi pogojev v rakavih celicah (nizji parcialni tlak O in nizji pH) (Graf in Lippard,
2012). Poleg tega je prisoten tudi drugi Ze zgoraj opisani mehanizem, ki Ru(III) kompleksom
omogoca zelo ucinkovito in selektivno protitumorsko delovanje. To je vezava Ru(Ill)
kompleksov na protein transferin, ki omogoca, da Ru(IIl) kompleksi delujejo na tumorje z

visoko gostoto transferinskih receptorjev (Kostova, 2006).

Rutenijevi(IIl) kompleksi so se v preteklosti izkazali za zelo obetavne komplekse na podroc¢ju
protirakavega delovanja, saj so bili kar trije vkljuceni v fazo klini¢nih raziskav. To sta KP1019
(indazolijev trans-[tetrakloridobis(1H-indazolo)rutenat(IIl)]) in njegova natrijeva sol NKP1339
ter NAMI-A (imidazolijev trans-[tetraklorido(dimetilsulfoksido)(1H-imidazolo) rutenat(III)])
(Puckett in Barton, 2008). Kompleks NAMI-A je bil najprej testiran na misih, pri ¢emer so
ugotovili, da preprecuje razvoj in rast metastaz v pljucih in mozganih razlicnih solidnih
tumorjev (Lewisov pljucni karcinom, MCa-karcinom dojk, TS/A-karcinom dojk, melanom B16
in H460M2, ¢loveski nedrobnoceli¢ni plju¢ni karcinom in levkemija P388) (Alessio in Messori,
2019). Poleg tega so tudi in vitro raziskave na razli¢nih celi¢nih linijah rakavih celic potrdile,
da kompleks NAMI-A pomembno vpliva na tumorske celice z metastatsko sposobnostjo prek
interferiranja s pomembnimi procesi metastatskega napredovanja tumorja. Raziskave so prav
tako pokazale, da kompleks NAMI-A ni znacilno internaliziran s strani celic, ampak se veZe na
kolagene v zunajcelicnem matriksu in integrine, izraZene na membrani celic, posledica tega pa
je povecana adhezija in zmanjSana invazivnost rakavih celic (Sava in sod., 1998; Sava in sod.,
2003; Alessio in Messori, 2018). Kompleks NAMI-A so v klini¢ni fazi I/II uporabili socasno z
gemcitabinom pri bolnikih z nedrobnoceli¢énim karcinomom plju¢. Raziskava je pokazala, da
kombinacija NAMI-A in gemcitabina pri bolnikih, obolelih za nedrobnoceli¢nim karcinomom
pljuc, zdravljenja ne izboljSa v primerjavi z gemcitabinom, zato je bil kompleks NAMI-A

izklju€en iz klini¢nih raziskav (Alessio in Messori, 2018; Alessio in Messori, 2019). Tako kot
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kompleks NAMI-A je bil v klini¢ne raziskave vkljucen tudi kompleks KP1019. Zaradi njegove
slabe topnosti ni bilo mogoce dolociti najvisjega odmerka, ki ga bolniki Se lahko prenesejo.
Zato so raziskavo nadaljevali z njegovim bolj topnim natrijevim analogom NKP1339 in dolocili
odmerka niso zaznali ve¢jih stranskih uc¢inkov, ugotovili pa so zmerno protitumorsko aktivnost,
zaradi Cesar je kompleks NKP1339 Se vedno vkljucen v klini¢ne raziskave (Trondl in sod.,

2014; Alessio in Messori, 2019).

Pri organorutenijevih(Il) kompleksih je bilo ugotovljeno, da so za protitumorsko delovanje
odgovorni njihovi ucinki na razlicne proteine in encime v celici. Kompleksi so po vstopu v
rakave celice najpogosteje v jedru, mitohondrijih in/ali lizosomih in lahko povzrocijo
neposredne poskodbe deoksiribonukleinske kisline (DNA). Pogosteje so tarCe proteinske
kinaze, vkljucene v celi¢ni privzem, proliferacijo in apoptozo rakavih celic. Nadaljnje raziskave
so pokazale, da najobetavnejSi kompleksi motijo redoks homeostazo rakavih celicah, saj
vplivajo na razmerje NAD/NADH in proizvodnjo reaktivnih zvrsti, ki v ve¢jih koncentracijah
privedejo do oksidacijskega stresa. Te spremembe v celici sprozijo sprostitev citokroma c iz
mitohondrijev, ki se veze na aktivacijski faktor 1. Ta sprozi apoptozno proteazo kaspazo 9, ki
uravnava druge proteine, ki sodelujejo pri programirani celi¢ni smrti, kar v kon¢ni fazi privede

do apoptoze rakavih celic (Zeng in sod., 2017).

Nenazadnje so raziskave pokazale tudi, da razli¢ni rutenijevi kompleksi selektivno zavirajo
delovanje razlicnih medicinsko pomembnih encimov, ki so vkljuceni v razli¢na patoloska
stanja. V to skupino encimov spadajo holinesteraze, GST, proteinske kinaze,
aldo/keto-reduktaze, tioredoksinske reduktaze, katepsin B, topoizomeraze Il in HIV—1 reverzne
transkriptaze in Stevilni drugi (Casini in sod., 2008; Che in Siu, 2010; Vyas in sod., 2014; Kljun
in sod., 2016; Sundaraneedi in sod., 2017; Mitrovi¢ in sod., 2019).

2.1.3 Rutenijevi(Il) arenski kompleksi kot zaviralci encimov

Zanimanje za bioloSke aktivnosti rutenijevih(Il) arenskih kompleksov se je v zadnjem casu
mocno povecalo (Nazarov in sod., 2014) zaradi njihove interakcije z razlicnimi encimi kot
terapevtskimi tarcami. Zaradi zaviranja encimov, izraZanje in delovanje katerih je spremenjeno

pri razlicnih patoloskih stanjih ljudi in/ali Zivali, je bilo zasnovanih veliko razli¢nih
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kompleksov. Pri tem je treba poudariti, da je njihov bioloski u¢inek tako kot pri vseh kovinskih
kompleksih odvisen od njihove strukture.

Arenski ligandi v strukturi rutenijevih(Il) arenskih kompleksov vplivajo na elektronsko
porazdelitev kompleksa in povecajo hidrofobnost. Elektronska porazdelitev pri tem vpliva na
stabilnost kompleksa, medtem ko poveCana hidrofobnost olajsa prehod skozi lipidne
membrane. Na fizikalno-kemicne lastnosti rutenijevih(Il) arenskih kompleksov in posledi¢no
na njihove bioloske lastnosti Se posebej vplivajo ligandi na mestih X, Y in Z (slika 1) (Zeng in

sod., 2017; Kladnik, 2021; Trobec in sod., 2021).

Slika 1: Prikaz sploSne strukture rutenijevih(II) cimenskih kompleksov. X, Y in Z so razli¢ne kemi¢ne

skupine, kar omogoca pripravo raznovrstne kemi¢ne knjiZnice spojin.

Figure 1: General structure of ruthenium(Il) cymene complexes. X, Y and Z represent different chemical

groups, which allows the preparation of diverse chemical libraries.

Poleg tega tridimenzionalna zgradba in dobro prileganje kompleksov v aktivna mesta encimov
izboljSata koordinacijo z aminokislinskimi ostanki in dolocata njihovo selektivno delovanje
(Zeng in sod., 2017; Kladnik, 2021; Trobec in sod., 2021).

Eden od prvih ¢lankov, v katerem je opisana aplikacija rutenijevega(Il) arenskega kompleksa
v medicinske namene (selektivno protitumorsko delovanje), je bil objavljen Ze leta 1992 (Dale
in sod., 1992).

Razli¢ni rutenijevi kompleksi, med katere uvr§¢amo tudi organorutenijeve(ll) arenske
komplekse, delujejo kot zaviralci holinesteraz (AChE in BChE) in/ali kot zaviralci agregacije
AP (Dwyer in sod., 1952; Vyas in sod., 2014). Zaviralci holinesteraz so danes pomembne
terapevtske ucinkovine za simptomatsko zdravljenje Stevilnih kroni¢nih nevroloSkih
degenerativnih stanj, ki so povezana s funkcionalnimi motnjami holinergi¢nega sistema, kot so
Alzheimerjeva bolezen, miastenija gravis, glavkom, Parkinsonovi bolezni pridruzena demenca
in travmatska poSkodba mozganov (Vyas in sod., 2014; Moodie in sod., 2019). Znano je, da se

zaviralci AChE veZejo na periferno anionsko in tudi na kataliti¢éno anionsko mesto AChE, hkrati
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pa zavrejo njeno delovanje in upocasnijo agregacijo AP (Singh in sod., 2013; Vyas in sod.,
2014; Hamulakova in sod., 2017). Pri Alzheimerjevi bolezni je znano, da imajo bolniki v
zaCetnem stadiju bolezni povecano aktivnost encima AChE v osrednjem Zivénem sistemu. Z
napredovanjem bolezni za¢ne ta upadati (55—67-odstotni upad glede na normalne vrednosti),
temu pa sledi povecanje aktivnosti encima BChE (40-90 % nad normalnimi vrednostmi)
(Mushtaq in sod., 2014). Posledi¢no je pri bolnikih zaradi povecane razgradnje acetilholina
(ACh) in odmiranja holinergi¢nih nevronov ugotovljena zmanjSana koncentracija ACh v
nekaterih obmocjih mozganov. Zato je za ucinkovito simptomatsko zdravljenje Alzhaimerjeve
bolezni treba razviti spojine, ki lahko hkrati zavirajo delovanje AChE in BChE (Li in sod.,
2017). Poleg Zelenih ucinkov se lahko ob u¢inkovitem znizanju aktivnosti AChE pojavijo tudi
nezeleni/stranski ucinki uporabe zaviralcev holinesteraz, ki glede na mehanizem delovanja
vklju€ujejo: 1) aktivacijo muskarinskih acetilholinskih receptorjev (mAChR) v osrednjem
zivénem sistemu (znaki so tremor, bradikardija), ii) meSano osrednjo in periferno aktivacijo
mAChR (izraza se kot slabost, bruhanje), iii) periferno stimulacijo mAChR (driska) in iv)
¢ezmerno stimulacijo/blokado nikotinskih acetilholinskih receptorjev (nAChR) v Zivéno-
miSi¢nem stiku (miSi¢na oslabelost) (Gauthier, 2001). Snovi z zaviralnim u¢inkom na AChE
lahko imajo tudi dvojno delovanje, in sicer delujejo zaviralno na nAChR v osrednjem in

fwew

(Okonjo in sod., 1991; Grandi€ in Frangez, 2014).
2.2 Holinergicni Ziveni sistem

Holinergi¢ni Zivéni sistem je del vegetativnega ziveénega sistema, v katerem je v konc¢nih
sinapsah Zivéni prenaSalec ACh. Holinergi¢ni nevroni so v osrednjem in perifernem zivénem
sistemu (Moodie in sod., 2019). ACh je prvi odkril Dale (Tansey, 2006). Loewi ga je sprva
imenoval »Vagusstoff« zaradi njegovega izloCanja iz konc¢i¢ev N. vagusa. Sinteza ACh in
ponovni privzem holina sta danes dobro znana procesa. Nevrotransmiter se v holinergi¢nem
nevronu sintetizira z acetilacijo holina ob prisotnosti encima holin acetiltransferaze in acetil
koencima A. Nevroni niso edine celice, ki sintetizirajo ACh. Njegova sinteza lahko poteka tudi
v drugih celicah: celicah koZe, ledvic, o¢i, jeter, posteljice, limfocitih T, podpornih celicah
osrednjega zivénega sistema (predvsem astrocitih), saj imajo vse izraZzen encim holin
acetiltransferazo (Maurer in Williams, 2017). ACh je v presinapti¢nih holinergi¢nih nevronih

shranjen v sinapti¢nih mesSickih. Lo¢imo dve vrsti rezerv ACh. ManjSe oblikujejo mesicki, ki
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so membransko vezani in se lahko nemudoma sprostijo (Ali in Savarese, 1976), ve¢je pa
molekule ACh, ki se ne morejo direktno sprostiti in lezijo prosto v citoplazmi ali so shranjene
v prostih mesickih. V sinapti¢nem mesicku je do 10.000 molekul ACh, kar imenujemo tudi en
kvant (Ali in Savarese 1976; Matthews, 2003; Slater, 2017). Depolarizaciji membrane
holinergi¢nega nevrona sledi odprtje od napetosti odvisnih kalcijevih kanalov, temu pa tok Ca?"
v nevron. Zvisana raven Ca®" sprozi eksocitozo ACh mesickov, pri emer se mesicki zlijejo s
presinapticno membrano v aktivnih obmocjih. Pri fuziji ACh mesSickov sodelujejo Stirje
proteini: sinaptotagmin, sinaptobrevin, sintaksin in SNAP-25 (Matthews, 2003). Molekule
ACh, ki se pri tem sprostijo v sinapti¢no $pranjo, difundirajo do posinapti¢ne membrane, kjer
se vezejo na i) ionotropne nAChR ali ii) metabotropne z G-proteinom sklopljene mAChR
(Moodie in sod., 2019). Delovanje posamezne molekule ACh na receptorje je kratkotrajno in
traja nekaj milisekund. Nato encim AChE razgradi molekulo ACh, pri ¢emer nastaneta produkta
acetat in holin. Vsaka molekula AChE lahko v sekundi razgradi do 5000 molekul ACh (Silman
in Sussman, 2005).

2.2.1 Holinesterazni encimi

V druZino holinesteraznih encimov uvr§¢amo encima AChE in BChE. Njuna glavna funkcija
je hidroliza estrov holina, vklju¢no z naravno prisotnim substratom ACh. ACh razgradita do
acetata in holina ter s tem ustavita aktivnost Zivénega prenasalca in posledi¢no preprecita prenos
signalov (Darvesh in sod., 2008;Taylor in Radi¢ 1994; Safa in sod., 2022). AChE je posebna
serinska hidrolaza, ki razgrajuje Zivéni prenasalec ACh. Prisotna je v holinergi¢nih sinapsah
osrednjega, perifernega in avtonomnega Zivénega sistema. Poleg tega jo najdemo tudi v
zivéno-misi¢nem stiku in na membrani eritrocita (Tsim in Soreq 2012; Colovi¢ in sod., 2013).
BChE je neznacilna holinesteraza, ki razgrajuje holinske in neholinske estre. Prisotna je v krvni
plazmi, jetrih, trebusni slinavki in Zivéno-miSi¢nem stiku (Minic in sod., 2003; Colovi¢ in sod.,
2013). Znano je, da umetni substrat butirilholin hidrolizira hitreje kot ACh. Njen endogeni
substrat do zdaj Se ni bil ugotovljen, prav tako Se ni jasna njena prava fizioloska vloga (Huang
in sod., 2007; Masson in sod., 2009). Zaradi vi§je koncentracije BChE v plazmi v primerjavi z
AChE in dejstva, da je BChE prisotna pri $tevilnih vretencarjih in tudi prenaSa ve¢ mutacij, so
predvidevali, da se je BChE razvila iz AChE kot splo$ni razstrupljevalec, medtem ko je Se

vedno ohranila dolo¢eno funkcijo v procesu nevrotransmisije. V mozganih je BChE zlasti v
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glialnih celicah, najdemo pa jo lahko tudi v endotelijskih celicah in nevronih, kjer je v nasprotju

z AChE vecinoma zunaj sinapti¢ne Spranje (Darvesh in sod., 2003).

Treba je poudariti pojavljanje holinesteraz ze pred nevrogenezo ter tudi njihovo prisotnost v
neoplojenih jaj¢énih celicah, spermijih, enoceli¢nih organizmih, glivah in rastlinah, kar kaze, da
imajo ti encimi alternativne funkcije. Ugotovili so njihovo vpletenost v celicno proliferacijo,
diferenciacijo, medcelicno komunikacijo ter tudi v razvoj in ohranjanje sinapti¢nih in
mionevralnih struktur. Nenazadnje je bila ugotovljena tudi vpletenost AChE v razlicne

patoloske procese (Moodie in sod., 2019).

2.2.1.1 Acetilholinesteraza

ACHhE je obicajno v sinapticni Spranji v obliki amfifilnega tetramera, povezanega s plazemsko
membrano prek glikofosfatidilinozitola. Poleg tega je lahko prisotna tudi v obliki prostega

encima (Colovi¢ in sod., 2013; Moodie in sod., 2019).

V strukturi AChE sta periferno anionsko mesto (PAS) in kataliticno anionsko mesto (CAS)
(slika 2) (Colovi¢, Krstic in sod., 2013; Rosenberry in sod., 2017). PAS je vezno mesto za ACh,
zgrajeno pa je iz aminokislinskih ostankov pri vhodu v aktivni Zep, ki sodelujejo pri interakciji
s kationi-n kvartarne skupine ACh, s tem se poveca verjetnost njegovega pomika proti
aktivnemu mestu na dnu Zepa. PAS obdaja deset kislih aminokislinskih ostankov, kar
imenujemo obrocasti elektrostati¢ni motiv (Felder in sod., 1997). Aminokislinski ostanki PAS
sodelujejo v interakcijah s kationi-m kvartarne skupine ACh (Greenblatt in sod., 2003;
Houghton in sod., 2006). Aromatski aminokislinski ostanki v aktivnem Zepu z zaporednimi
interakcijami kation-t omogocijo njegovo drsenje proti CAS, lociranemu na dnu ozkega zepa,
priblizno 2 nm od povrSine encima (Sussman in sod., 1991; Barak in sod., 2009). Zgrajen je iz
anionskega mesta, imenovanega tudi holinski Zep, estrskega mesta, oksianionske luknje in
acilnega zepa (Greenblatt in sod., 2003; Sharma, 2019). Acilni zep vsebuje ostanke fenilalanina,
ki so pomembni pri omejevanju dimenzije substratov, ki vstopajo v aktivno mesto in tesno
vezejo acetilni del molekule ACh. Aminokislinski ostanki anionskega mesta sodelujejo v
interakcijah kation-m z nabito kvartarno skupino holinskega dela ACh, kar omogoca njegovo
pravilno orientacijo s katalitskim serinom. Cleni kataliti¢ne triade estrskega mesta sodelujejo
pri hidrolizi estrske vezi ACh, aminokislinski ostanki oksianionske luknje pa delujejo kot

donorji H-vezi, s Cimer stabilizirajo tetrahedralni intermediat ACh. Med interakcijo anionskega
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mesta s kvartarnim dusSikovim atomom molekule ACh estrska podenota razcepi estrsko vez
ACh, kar povzroci razcepitev molekule ACh na acetat in holin (Pohanka, 2011; Colovi¢ in sod.,

2013; Moodie in sod., 2019).

2.2.1.2 Butirilholinesteraza

3D-struktura BChE je razkrila, da je aktivni Zep vec kot za polovico vecji kot pri AChE in da
je v njem priblizno 40 % manj aromatskih aminokislinskih ostankov, ki jih nadomescajo
alifatski ali polarni ostanki. Aktivni Zep BChE je zgrajen iz i) mesta acilacije, ii) holinskega
zepa, iii) acilnega zepa in iv) PAS (slika 2)(Masson in sod., 2009; Ha in sod., 2020; Rosenberry
in sod., 2017). Acilacijsko mesto vsebuje aminokislinske ostanke, ki so vkljueni v proces
katalize (kataliti¢na triada) (Masson in sod., 2009). Holinski Zep BChE vsebuje zelo pomemben
aminokislinski ostanek triptofan82, ki je odgovoren za interakcije s kationi-m, to pa je tudi
pomembna razlika v primerjavi z AChE, saj sta pri AChE za tovrstne interakcije odgovorna 2
aminokislinska ostanka (Masson in sod., 1997; Nachon in sod., 1998). V primerjavi z AChE
sta pri BChE v acilnem Zepu namesto dveh ostankov fenilalanina dva alifatska ostanka, ki
omogocata vezavo ve¢jih acilnih skupin (Harel in sod., 1992; Radi¢ in sod., 1993; Masson in
sod., 2009). PAS BChE je na robu aktivnega Zepa ter je prvo vezno mesto za pozitivno nabite
substrate in zaviralce. V PAS BChE manjkajo trije klju¢ni aromatski ostanki, ki so prisotni v
PAS AChE. Zaradi tega je v¢asih veljalo, da BChE nima PAS oz. vsaj ne podobnega kot AChE.
Ima pa BChE $ibkejSo afiniteto kot AChE za ligande, ki se tipi¢no vezejo na PAS (npr. propidij
in fascikulin). PAS BChE gradijo trije aminokislinski ostanki, dva asparagina70 in tirozin332,
in sluzi kot vezavno mesto za pozitivno nabite substrate, preden vstopijo v aktivni Zep encima

(Masson in sod., 2009).
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Slika 2: Pomembni aminokislinski ostanki v strukturi ¢loveske acetilholinesteraze (hAChE) in ¢loveSke

butirilholinesteraze (hBChE). Povzeto po Rosenberry in sod., 2017.

Figure 2: Important aminoacid residues in the structure of human acetylcholinesterase (hAChE) and

human butyrylcholinesterase (hnBChE). Adopted from Rosenberry et al., 2017.

2.2.1.3 Zaviralci holinesteraz

Zaviralci holinesteraz so snovi, ki upocCasnijo oziroma popolnoma ustavijo aktivnost
holinesteraznih encimov in posledi¢no razgradnjo ACh, s ¢imer se podaljSa razpoloZljivosti in

trajanje delovanja ACh v sinapti¢ni Spranji (Colovi¢ in sod., 2013; Singh in Sadiq, 2022).

Glede na izvor delimo zaviralce na naravne in sinteti¢ne, glede na nacin delovanja pa na
povratne (reverzibilne), nepovratne (ireverzibilne) in psevdoreverzibilne (Singh in Sadiq,
2022). Povratne zaviralce delimo Se na kompetitivne in nekompetitivne. Mesto vezave
kompetitivnih AChE-zaviralcev je CAS, nekompetitivnih pa PAS (Weiner in sod., 2009).
Povratni zaviralci holinesteraz se obicajno uporabljajo v terapevtske in/ali diagnosti¢ne
namene, zlasti pri boleznih, kot so Alzheimerjeva bolezen, miastenija gravis, Parkinsonovi
bolezni pridruZena demenca, distenzija mehurja, pooperativni ileus in glavkom. Ireverzibilni in
psevdoreverzibilni zaviralcit AChE se pogosto uporabljajo kot pesticidi ali bojna sredstva

(Colovi¢ in sod., 2013; Sharma, 2019). V nekaterih primerih so uporabni tudi v terapevtske
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namene, saj se nekatere organofosforne spojine uporabljajo za lokalno zdravljenje kroni¢nega
glavkoma (Colovi¢ in sod., 2013). Pri klini¢ni uporabi zaviralcev holinesteraz se pogosto v
odvisnosti od odmerka pojavljajo razli¢ni stranski ucinki, ki omejujejo njihovo terapevtsko

uporabo.

Organizacija EMA (angl. European medicines agency) je do danes odobrila le §tiri u¢inkovine,
ki so zaviralci holinesteraz: takrin (1995), donepezil (1998), rivastigmin (1998) in galantamin
(2000) (Maia in Sousa, 2019). Takrin, ki je nekompetitivni, neselektivni, reverzibilni zaviralec
ACHhE, je bil leta 2012 zaradi slabe biorazpolozljivosti in stranskih u¢inkov umaknjen s trzisca
(Moodie in sod., 2019). V klini¢ne namene, zlasti za simptomatsko zdravljenje Alzheimerjeve
bolezni, se trenutno uporabljajo le trije holinesterazni zaviralci, in sicer donepezil, galantamin

in rivastigmin (Sharma, 2019).

2.2.1.3.1 Donepezil

Donepezil je selektivni povratni zaviralec AChE. Njegova struktura je posebna, saj omogoca
socasno zaviranje aktivnega Zepa in PAS pri AChE, vendar pri tem ne vpliva na oksianionsko
luknjo in kataliti¢no triado (Colovi¢ in sod., 2013; Sharma, 2019; Silva in sod., 2020). Odobren
je za zdravljenje blage do zmerne stopnje Alzheimerjeve bolezni. Poleg zaviranja AChE ima
tudi druge pozitivne ucinke pri Alzheimerjevi bolezni: zmanjSuje ekscitotoksi¢nost glutamata,

izrazanje vnetnih citokinov in oksidativni stres (Sharma, 2019).

2.2.1.3.2 Rivastigmin

Rivastigmin uvr§¢amo v skupino karbamatov, ki povratno ali psevdoireverzibilno zavira AChE
(Colovi¢ in sod., 2013). Karbamatne skupine karbamatov se veZzejo s serinskim ostankom
estrskega mesta z ve€jo afiniteto kot acetilne skupine ACh med njegovo razgradnjo ter pri tem
tvorijo kompleks AChE-karbamat, kar za dolocen ¢as zavre delovanja encima (Pohanka, 2011;
Sharma, 2019). Vezava je lahko kovalentna ali nekovalentna, kar je odvisno od vrste karbamata
in Casa, po katerem postaneta vezava in kompleks nepovratna (Barak in sod., 2009). Pri slabse
stabilnih kompleksih pride do spontane dekarbamilacije v priblizno 30 minutah (Darvesh in
sod., 2008; Colovi¢ in sod., 2013). Rivastigmin zavira obe holinesterazi, zaradi tega njegovo
delovanje ni strogo selektivno (Kandiah in sod., 2017). Odobren je za zdravljenje blage do
zmerne stopnje Alzheimerjeve bolezni, uporablja pa se tudi za zdravljenje demence pri

Parkinsonovi bolezni (Kandiah in sod., 2017; Sharma, 2019).
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2.2.1.3.3 Galantamin

Galantamin je alkaloid, ki je prisoten v Stevilnih rastlinah, med drugim v zvoncku in ¢ebulicah
narcis. Je kompetitiven povratni zaviralec, ki zavira AChE z vezavo na anionsko mesto znotraj
CAS in fenilalaninske ostanke acilnega Zepa (Greenblatt in sod.,1999; Pilger in sod., 2001;
Kitisripanya in sod., 2011). Poleg tega zavira tudi delovanje BChE (Faraone in sod., 2019),
veze pa se tudi na nAChR, loceno od veznih mest, na katera se vezejo ACh ter drugi nikotinski
agonisti in antagonisti, in deluje kot alostericni modulator nAChR (Maelicke in sod., 2001;
Colovi¢ in sod., 2013). Z alosteri¢no vezavo na nAChR lahko galantamin potencira delovanje
njihovih agonistov (Colovi¢ in sod., 2013). Odobren je za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni,

uporablja pa se tudi za zdravljenje Parkinsonove bolezni (Faraone in sod., 2019; Sharma, 2019).

2.2.2 Nikotinski acetilholinski receptorji

nAChR uvrS¢amo v skupino neselektivnih od liganda odvisnih kationskih kanalov
(Albuquerque in sod., 2009; Dani, 2015). Delimo jih v dve podskupini, in sicer na ziv¢ni in
misSi¢ni tip nAChR (Dutertre in sod., 2017). nAChR sesalcev so zgrajeni iz petih podenot,
razporejenih okrog centralne pore, napolnjene z vodo. Vsaka podenota je sestavljena iz
N-terminalne zunajcelicne domene, Stirih hidrofobnih transmembranskih segmentov (M1-M4),
zunaj- in znotrajceliCnih zank, ki povezujejo segmente M1-M4, ter kratke zunajceli¢ne
C-terminalne domene. Segmenti M2 vseh petih podenot oblikujejo centralno poro oziroma

kanal receptorja (Kalamida in sod., 2007; Unwin, 2013; Dani, 2015).

2.2.2.1 Zivéni tip nikotinskih acetilholinskih receptorjev

Heteromerni Zivéni tip nAChR je zgrajen iz podenot o in 3, homomerni Zivéni tip nAChR pa je
zgrajen samo iz podenot a. Razdelitev na podenote a in B v zivénem tipu nAChR temelji na
prisotnosti cisteinskih skupin le v zunajcelicni domeni podenot a (Dani, 2015; Zoli in sod.,
2018). Strukturna in funkcionalna raznolikost zivénih podtipov nAChR izvirata zlasti iz
Stevilnih mogoc¢ih kombinacij podenot. NajpogostejSa ziv€éna podtipa, ki ju najdemo pri
sesalcih, sta heteromerni receptor 04p2 in homomerni receptor a7. Pomembno je, da je prvi
lahko sestavljen iz dveh podenot a4 in treh podenot B2, receptor a4p2 pa iz treh podenot 04 in
dveh podenot 2, zato ima lahko drugo vezavno mesto, na katero se veze agonist. Vsak razlicen

pentamerni kompleks lahko oblikuje nAChR, ki ima razlicne funkcionalne znacilnosti: 1)
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kinetiko odpiranja, zapiranja in desenzibilizacije; ii) ionsko prevodnost; iii) kationsko
selektivnost in iv) farmakoloske lastnosti (Dani, 2015). Vsi zivéni podtipi nAChR sesalcev
imajo enako funkcionalno lastnost, prepustni so za nekatere majhne monovalentne in
dvovalentne katione (Zoli in sod., 2018). Glavni kationi, ki so prisotni v bioloskih pogojih, so
Na®, K" in Ca*". Heteromerni nAChR Zivénega in misi¢nega tipa imajo dve vezavni mesti za
ACh. Vsako je oblikovano med sosednjima podenotama znotraj zunajceli¢ne N-terminalne
domene. Kompleksneje je v primeru homomernih receptorjev a7, pri katerih je med sosednjimi

podenotami a zagotovljenih pet potencialnih vezavnih mest (Dani, 2015).

2.2.2.2 MiSi¢ni tip nikotinskih acetilholinskih receptorjev

Misi¢ni tip nAChR je prisoten v vrhovih gub, ki jih oblikuje posinaptiéna membrana v
zi¢no-miSi¢nem stiku (Unwin, 2013). Gre za heteromerne nAChR, ki so prav tako sestavljeni
iz petih podenot, in sicer iz dveh podenot al ter po ene podenote B1, y in & (Unwin, 2013; Ho
in sod., 2020). Pri ljudeh, govedu in podganah podenota y med njihovim odras¢anjem zamenja
homologno podenoto & (Witzemann in sod., 1990). Vloga nAChR miS$i¢nega tipa je pretvarjanje
kemic¢nih signalov v elektricne z maksimalno hitrostjo in ucinkovitostjo, kar v konéni fazi
privede do prenosa zivénih impulzov na miSi¢no vlakno. ACh, ki se sprosti iz Zivénega koncica,
v normalnih pogojih difundira skozi sinapti¢no Spranjo in se veze na podenoti o receptorja na

priblizno 50 A stran od hidrofobnega vhoda (Unwin, 2013).

2.2.2.3 Konformacijske oblike nikotinskih acetilholinskih receptorjev

Receptorji so v presinapti¢ni in posinapticni membrani lahko v ve¢ konformacijskih oblikah:
odprti, zaprti in desenzibilizirani. Desenzibilizacija je izraz, ki opredeljuje zmanjSanje oziroma
izgubo bioloskega odgovora zaradi podaljSane ali ponavljajoce se stimulacije receptorjev
(Quick in Lester, 2002). Vezava fizioloskega agonista ACh ali eksogenega agonista nikotina
povzroci konformacijsko spremembo in odpiranje nAChR ter stabilizira odprto konformacijo
kanala nAChR (Chakrapani in Auerbach, 2005; Dani, 2015). Odprta konformacija za nekaj
milisekund omogo¢a prehodno prehajanje majhnih kationov (Na*, K* in Ca*") (Zoli in sod.,
2018), zlasti gre za moden tok natrija v celico (priblizno 20.000 ionov ms™') (Unwin, 2013),
preden se receptor zapre in preide nazaj v stanje mirovanja oziroma desenzibilizirano stanje, v

katerem se receptor ne odziva na agoniste (Dani, 2015). Obicajno koli¢ina ACh v sinapti¢ni
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Spranji v nekaj milisekundah moc¢no upade zaradi aktivnosti encima AChE (Colovi¢ in sod.,
2013). Sibko vezan ACh se odpusti iz podenot a nAChR, kar povzroéi zaprtje receptorjev.
Desenzibilizacija nAChR nastane ob neprekinjeni vezavi ACh, kar se izraza s prenehanjem
odzivnosti receptorja na delovanje agonista. Znacilnost receptorjev v tem konformacijskem
stanju je visoka afiniteta za ACh in zaprt ionski kanal ob stabilno vezanem ACh na podenotah
a receptorja, kar se izraza kot relativna izguba aktivnih receptorjev (Quick in Lester, 2002).
Stanje je popolnoma povratno, saj lahko receptor po odpuscanju agonista preide iz
desenzibiliziranega stanja v normalno. Pri kroni¢nem zdravljenje z agonisti nAChR, pri
katerem pride do dolgotrajnega stanja receptorjev v desenzibiliziranem stanju (Katz in Thesleff,
1957) ali celo do trajne izgube funkcionalnih receptorjev (Boyd, 1987), je lahko tovrstno stanje

tudi nepovratno.

2.2.2.4 Potencial motori¢ne ploscice, akcijski potencial in kontrakcija miSi¢nega vlakna

ACh, ki se sprosti iz zivénega koncica, difundira skozi sinapti¢no Spranjo in se veze na podenoti
a nAChR miSi¢nega tipa, kar povzro¢i prehodno odprtje velikega Stevila nAChR miSi¢nega
tipa, prehajanje majhnih kationov (Na*, K* in Ca®") in naglo depolarizacijo posinapti¢ne
membrane miSicnega vlakna (Unwin, 2013), imenovano potencial motoricne plos¢ice (PMP)
(Westfall in Westfall, 2011), ki je hitra in prehodna sprememba membranskega potenciala
motori¢ne plos¢ice z vrednosti mirovnega membranskega potenciala (rVm) —90 mV proti 0
mV. Ce depolarizacija posinapti¢ne membrane doseZe ali preseze prag za nastanek akcijskega
potenciala, pride do njegovega nastanka in Sirjenja vzdolz sarkoleme miSi¢nega vlakna, kar

prek ve€ zaporednih dogodkov sprozi kontrakcijo miSi¢nega vlakna.

2.2.2.5 Zaviralci nikotinskih acetilholinskih receptorjev

Zaviralce nAChR lahko razdelimo na: ganglijske zaviralce in periferne miSi¢ne relaksante.
Razlike v podtipu nAChR v avtonomnih ganglijih in Ziv€éno-miSi¢nem stiku vplivajo na
farmakolosko delovanje omenjenih skupin zaviralcev. Na splosno velja, da imajo ganglijski
zaviralci nAChR majhen ucinek na Ziv€éno-mi$i¢ni prenos oz. nanj ne ucinkujejo. Tipi¢ni
predstavnik zaviralcev nAChR v ganglijih je heksametonij, ki povzro¢i blokado simpati¢nih
ganglijev in padec krvnega tlaka. Ucinkovina se je v preteklosti uporabljala kot
antihipertenzivno zdravilo, vendar so ga nadomestili zaviralci B-adrenergi¢nih receptorjev in

druge antihipertenzivne u¢inkovine (Kleinz in Spence, 2008).
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Periferne miSi¢ne relaksante oz. zaviralce zivéno-miSi¢nega prenosa v veterinarski in humani
medicini delimo na kompetitivne oz. nedepolarizirajoce in depolarizirajoce ucinkovine (Kleinz
in Spence, 2008; Adams, 2009). Med najbolj znanimi predstavniki perifernih misi¢nih
relaksantov je d-tubokurarin. Kurare je meSanica alkaloidov iz juznoameriske trte
(Chondodendron tomentosum), glavna ucinkovina katere je d-tubokurarin. Tubokurarin je
antagonist nAChR miSi¢nega tipa, poleg tega blago zavira tudi nAChR, ki so prisotni v ganglijih
vezejo na nAChR v zZivéno-misi¢nem stiku in delujejo kot kompetitivni zaviralci (tekmujejo za
vezavna mesta z ACh) ter s tem zavirajo zivéno-misicni prenos. Med nedepolarizirajoce snovi
poleg d-tubokurarina spadajo tudi benzilizokinolini (atrakurij, mivakurij, doksakurij) in
aminosteroidi (pankuronij, pipekuronij, rokuronij, vekuronij) (Kleinz in Spence, 2008; Adams,
2009). Njihov uc¢inek lahko zmanjSamo z zaviralci holinesteraz, ki upoc€asnijo razgradnjo ACh.
S tem v zivéno-miSi¢nem stiku ostane ve¢ ACh, ki lahko tekmuje z zaviralcem za vezno mesto
na nAChR miSi¢nega tipa in ga lahko tudi izpodrine (Kleinz in Spence, 2008). Depolarizirajoci
z depolarizacijo posinapticne membrane povzrocijo ohlapno paralizo skeletnih misic, ki je
posledica izjemno pocasne disociacije ucinkovine iz nAChR miSi¢nega tipa. Med
depolarizirajoce periferne miSi¢ne relaksante spada sukcinilholin, ki se kot edini kratko delujoci
depolarizirajo¢i miorelaksant uporablja v klini¢ni praksi (Hager in Burns, 2022). Delovanje
sukcinilholina je kratkotrajno, ker ga hitro razgradi BChE (Kleinz in Spence, 2008; Adams,
2009).

2.2.3 Muskarinski acetilholinski receptorji

mAChR spadajo v druzino heteromernih s proteinom G sklopljenih receptorjev. Prisotni so v
osrednjem zivénem sistemu in tudi v tkivih, ki jih oziv€uje parasimpati¢ni Zivéni sistem, ter
drugih celicah (Hulme in sod., 1991; Saternos in sod., 2018). Poznamo pet podtipov mAChR,
oznacenih od M1 do Ms. Receptorji M1, M3, Ms so povezani z Gy11 obliko proteina G, ki aktivira
fosfolipazo C (Haga in sod., 2012). Temu sledi pretvorba fosfatidilinozitol 4,5-bifosfata (PIP>)
v inozitol 1,4,5- trifosfat (IP3) in diacilglicerol (DAG). IP; se veZe na receptorje IP; (IPsR,
posledica &esar je spros¢anje Ca®" iz sarkoplazemskega retikula. DAG pa aktivira protein

kinazo C (Ishii in Kurachi, 2006).
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Pomembno je, da se razli¢ne celice funkcionalno razli¢no odzivajo na aktivacijo mAChR. V
mozganih aktivacija posinapticnih Mz mAChR vodi v zaviranje kalijevih kanalov prek
zmanjSanja PIP», ki je odgovoren za bazalno kontrolo vzdrazenja nevronov. Posledica tega ni
direktno prozenje akcijskega potenciala, temvec povecanje odziva na ekscitatorni drazljaj (Ishii
in Kurachi, 2006). Mz in M4y mAChR so sklopljeni z Gy, obliko proteina G, ki zavira adenilat
ciklazo, kar povzroCi znizanje ciklicnega adenozin monofosfata. To posledi¢no prepreci
aktivacijo proteinske kinaze A (Haga in sod., 2012). V nevronih so M; in tudi M4 mAChR
prisotni na zivénih konci¢ih in zavirajo vzdraznost aksona, kar zmanjSa izloCanje Zivénega

prenasalca (Ishii in Kurachi, 2006).

2.3 Bolezni, povezane z motnjami delovanja holinergi¢nega sistema

Danes poznamo $tevilna obolenja, ki so povezana s poSkodbami oziroma motnjami v delovanju
holinergi¢nega sistema. Vzrok za njihov nastanek temelji na nevrodegenerativnih in avtoimunih
procesih ali pa so posledica zavrtja zivéno-miSi¢nega prenosa. Med obolenji holinergi¢nega
sistema sta najbolj znani: i) Alzheimerjeva bolezen in ii) miastenija gravis. Poleg tega pa
poznamo tudi druge bolezni, pri katerih je v patogenezo vkljucen holinergi¢ni sistem: 1)
shizofrenija, ii) avtizem, iii) mikrodelecijski sindrom, iv) Parkinsonova bolezen in v) bolezni,

ki niso povezane z Ziv€evjem (rakava obolenja) (Bertrand in sod., 2015; Moodie in sod., 2019).

2.3.1 Alzheimerjeva bolezen

Alzheimerjeva bolezen je kroni¢na progresivna nevrodegenerativna bolezen in od zacetka 21.
stoletja najpogostejSa oblika demence pri geriatricnih pacientih. Glede na svoj zacetek se deli
na dve skupini: na dedno obliko Alzheimerjeve bolezni (ang. familial Alzhemier's disease/ early
onset form of Alzheimer's disease) (genska sprememba amiloidnega prekurzorskega proteina
(ABPP) in presenilina-1 in 2) in obliko Alzheimerjeve bolezni s poznim zacetkom (ang. late
onset form of Alzheimer's disease — LOAD). Priblizno 95 % pacientov ima diagnosticirano
obliko bolezni s poznim zacetkom in le 5 % dedno obliko bolezni (Chatterjee in Mudher, 2018;
Knopman in sod., 2021). Leta 2016 je bila demenca po podatkih prisotna pri 47,5 milijona
ljudeh, stevilo obolelih pa naj bi po predvidevanjih Svetovne zdravstvene organizacije (WHO)
do leta 2030 naraslo na priblizno 75 milijonov, leta 2050 pa naj bi delez obolelih znaSal celo

131 milijonov (Dos Santos Picanco in sod., 2018). Pomembno dejstvo je, da natancen vzrok za
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nastanek Alzheimerjeve bolezni $e ni bil ugotovljen. Prav tako ni zdravila, ki bi lahko ozdravilo
to bolezen. Obstaja le simptomatsko zdravljenje bolezni, npr. uporaba zaviralcev holinesteraz.
Bolezen se klini¢no izraza s postopno izgubo spomina in intelektualnih sposobnosti. Za bolezen
je najznacilnej$i nastanek oligomerov AP, fibril AP in senilnih plakov, prihaja pa tudi do
hiperfosforilacije proteina tau in nastanka nevrofibrilarnih pentelj (NFP). Poleg tega so bili pri
bolnikih ugotovljeni povecana aktivnost holinesteraznih encimov, znizana raven ACh,
oksidativni stres in motnja v delovanju oziroma propad holinergi¢nih nevronov (Fan in sod.,
2019; Liuin sod., 2019; Saha in Sen, 2019). Za nastanek oblike Alzheimerjeve bolezni s poznim
zacetkom je opisanih ve¢ hipotez: holinergi¢na hipoteza, amiloidna hipoteza, hipoteza o
hiperfosforilaciji in Sirjenju proteina tau, hipoteza o mitohondrijski kaskadi, vnetna hipoteza,
nevrovaskularna hipoteza, hipoteza o kovinskih ionih in hipoteza limfnega sistema (Liu in sod.,

2019).

Za naSe delo je bila kljuénega pomena holinergi¢na hipoteza, ki je podprta s presinapticno
holinergi¢no disfunkcijo, izgubo holinergi¢nih povezav ter ¢ezmerno aktivnostjo encimov
AChE in BChE v odvisnosti od stadija bolezni. Vsi navedeni dejavniki privedejo do
oslabljenega prenosa zivcnih signalov prek zivénega prenasalca ACh, ki ima pomembno vlogo
pri pomnjenju, razmis$ljanju in u€enju (Volpato in Holzgrabe, 2018). Pri holinergi¢ni hipotezi
smo se osredinili zlasti na ugotovitev, da je v zacetni fazi bolezni poviSana aktivnost encima
AChE, z napredovanjem bolezni pa zane raven AChE v moZganih upadati (do 85-odstotni
upad normalnih vrednosti), zviSa pa se raven izrazanja encima BChE (do 120-odstotno
povecanje normalnih vrednosti), ki ima vlogo v poznejsih fazah Alzheimerjeve bolezni, kajti ta
prav tako vpliva na povecano razgradnjo ACh (Mushtaq in sod., 2014; Li in sod., 2017). Zato
so bili pri simptomatskem zdravljenju bolezni do zdaj glavne terapevtske tarce zlasti serinske

esteraze (AChE in BChE) in acetilholinski receptorji (mAChR in nAChR).

2.3.1.1 Zdravljenje Alzheimerjeve bolezni
2.3.1.1.1 Zaviralci holinesteraz

Pri pacientih z Alzheimerjevo boleznijo ima AChE dvojno vlogo. ZviSana aktivnost privede do
povecane razgradnje ACh, kar povzroci zniZzanje ravni ACh v mozganih in posledicno upad
kognitivnih funkcij. Poleg tega je v patogenezi bolezni dokazano, da je PAS AChE vklju¢eno

v pospeSevanje agregacije AP (Vyas in sod., 2014) in nastajanje senilnih plakov. Uporaba
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zaviralcev AChE je tako eden izmed nacinov, ki lahko delno upocasni napredovanje bolezni s
podaljSanjem obstojnosti ACh v sinapti¢nih Spranjah. Z napredovanjem bolezni za¢ne raven
AChE v mozganih upadati, zviSa pa se izrazanje BChE. Zaradi tega je za ucinkovito
simptomatsko zdravljenje bolezni pomembna uporaba spojin, ki hkrati zavirajo delovanje
AChE in tudi BChE (Li in sod., 2017). Kot Ze omenjeno, se v klinicne namene trenutno

uporabljajo trije holinesterazni zaviralci, in sicer donepezil, galantamin in rivastigmin.

2.3.1.1.2 Agonisti muskarinskih acetilholinskih receptorjev

M1 tip mAChR je izraZzen v hipokampusu in skorji velikih mozganov ter ima pomembno vlogo
v kognitivnih procesih, spominu in ucenju. Pri bolnikih z Alzheimerjevo boleznijo ostajata
njihova struktura in gostota nespremenjeni. Vendar so pomembna taréa simptomatskega
zdravljenja bolezni. Uporaba agonistov M1 tipa mAChR zmanjSa tvorbo amiloidnih plakov,
poskodbe in njihove posledice, povzrocene z oksidativnim stresom. Poleg izboljSanja
holinergi¢ne funkcije aktivira neamiloidogeni¢no pot amiloidnega prekurzorskega proteina
prek aktivacije proteinske kinaze C, domene 17 metaloproteinaz in disintegrinov. Poleg tega
aktivacija M1 tipa mAChR zmanjsa hiperfosforilacijo proteina tau prek inaktivacije glikogen
sintaze kinaze 3, zmanjSanja sinteze peptidov AP in povecane aktivacije z zunajceli¢nimi
signali uravnane kinaze (ERK; ang. extracellular signal-regulated kinase) (Volpato in

Holzgrabe, 2018).

2.3.1.1.3 Agonisti nikotinskih acetilholinskih receptorjev

nAChR imajo pomembno vlogo pri nevrointerakciji zaradi koncentracijsko odvisne interakcije
s peptidom AP. Zlasti fizioloSka koncentracija AP lahko neposredno stimulira nikotinske
receptorje a7, medtem ko pri vi§jih (patoloskih) koncentracijah AP moti holinergi¢ne signale,
ki so posredovani prek receptorjev a7 in 04p2. V ta namen so bile sintetizirane spojine, ki so

hkrati zaviralci AChE in agonisti receptorjev a7 (Volpato in Holzgrabe, 2018).

2.3.2 Miastenija gravis

Miastenija gravis je avtoimuna bolezen, povzrocena z avtoprotitelesi, ki se veZzejo na nAChR
oziroma funkcionalno povezane molekule v posinapticni membrani Zivéno-misi¢nega stika in
s tem prek razlicnih mehanizmov motijo njihovo normalno delovanje (Verschuuren in sod.,

2013; Gilhus, 2016). Prevalenca bolezni je od 150 do 300 primerov na milijon ljudi, medtem
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ko je incidenca bolezni ve¢ kot 10 primerov na milijon ljudi. Pomembno je poudariti, da tako
prevalenca kot incidenca bolezni naraScata s starostjo populacije. Znacilna znaka bolezni sta
miSicna slabost in utrujenost skeletnih misic, ki sta posledica motenega zivéno-miSi¢nega
prenosa (Gilhus in sod., 2016). MiSi¢na slabost je lahko lokalizirana ali generalizirana.
Praviloma je simetri¢na, le pri prizadetih zunanjih miSicah ocesa je obiCajno asimetri¢na
Najpogosteje so prizadete ocesne, zrkelne, vratne in proksimalne miSice okoncin. Pri nekaterih
bolnikih so lahko prizadete tudi dihalne miSice, kar lahko vodi v dihalno stisko (Jayam Trouth
in sod., 2012; Gilhus, 2016). MisSicna slabost in utrujenost skeletnih miSic narascata z
aktivnostjo miSic oziroma vadbo ter se razlikujeta v razli¢nih delih dneva in tudi med dnevi.
Misi¢na moc¢ je pri bolnikih pogosto skoraj normalna zjutraj, nato se za¢ne z miSicno
aktivnostjo zmanjSevati (Gilhus, 2016). Pri bolnikih z miastenijo gravis je glavni antigen
misi¢ni tip nAChR. Nekateri bolniki, ki nimajo protiteles proti nAChR, imajo protitelesa proti
misicno specificni tirozinski kinazi (MuSK), ki je posinapti¢ni transmembranski protein in tvori
del receptorja za agrin, ki je protein v bazalni lamini sinapse (Jayam Trouth in sod., 2012;
Gilhus in sod., 2016). MuSK je odgovorna za zdruZevanje in ohranjanje nAChR, kajti
interakcije agrin/MuSK sprozijo in ohranjajo od rapsina odvisno povezavo nAChR in drugih
posinapti¢nih proteinov (Burden in sod., 2013; Gilhus in sod., 2016). Poleg navedene funkcije
ima tudi Stevilne druge vloge, ki so pomembne za prenos signalov med motori¢nim nevronom
in skeletnim miSi¢nim vlaknom (Burden in sod., 2013). Del bolnikov, ki nima protiteles proti
nAChR niti proti MuSK, ima protitelesa proti proteinu 4, povezanim z lipoproteinskim
receptorjem z nizko gostoto (ang. low-density lipoprotein receptor—related protein 4; LRP4).
To je receptor za nevralni agrin, ki posreduje signale MuSK, da sprozi proces zdruzevanja
nAChR (Jayam Trouth in sod., 2012; Gilhus, 2016). Bolniki brez protiteles proti tem trem

antigenom se uvrs¢ajo med seronegativne (Gilhus in sod., 2016).

Bolniki s timomom imajo pogosto tudi protitelesa proti rianodinskemu receptorju in titinu, ki
naj bi prav tako imela patolosko vlogo. Pri nekaterih bolnikih z miastenijo gravis se poleg
patogenih protiteles proti omenjenim antigenom pojavljajo tudi nepatogena protitelesa proti
drugim miSi¢nim proteinom, ki so v citoplazmi. Ta protitelesa lahko sluzijo kot oznacevalci

bolezni (Jayam Trouth in sod., 2012).

Pri miasteniji gravis, povzroceni zaradi delovanja protiteles proti nAChR, protitelesa vplivajo

na zivéno-miSi¢ni prenos signalov prek najmanj treh mehanizmov: vezave in aktivacije
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komplementa v zivéno-miSicnem stiku, modulacije antigenov (pospesi endocitozo AChR
navzkrizno povezanih s protitelesi) in funkcionalne blokade nAChR (prepreci normalno vezavo
in delovanje ACh na nAChR). Protitelesa proti AChR so visoko afinitetni IgG, njihova sinteza
pa zahteva interakcijo in aktivacijo limfocitov B s strani celic T pomagalk (CD4+) (Jayam

Trouth in sod., 2012).

2.3.3 Miastenija gravis pri psih

Pri psih in mackah delimo miastenijo gravis v §tiri skupine: 1) fokalna, ii) generalizirana, iii)
fulminantna in iv) paraneoplasti¢na. Pri fokalni obliki je miSi¢na slabost prisotna v eni miSi¢ni
megaezofagus z vkljucenostjo drugih miSic ali brez te in brez splo$ne Sibkosti oziroma
oslabelosti. Generalizirana oblika se lahko izraZa v Sirokem razponu klini¢nih znakov, od blage
miSicne Sibkosti do hude miSi¢ne Sibkosti vse do megaezofagusa. Zadnje okoncine so pogosteje
prizadete v primerjavi s sprednjimi. Generalizirana oblika se pojavlja v 57—64 % vseh primerov
pri psih, pri ¢emer jih ima 90 % megaezofagus. Za fulminatno obliko je znacilen hiter razvoj
kliniénih znakov, poleg tega se pri Zivali lahko pojavijo tetrapareza, dihalna stiska in
aspiracijska pljucnica, medtem ko se pri 5 % zivali razvije generalizirana oblika, ki je povezana
z visoko smrtnostjo zaradi prizadetosti dihalnih miSic. Paraneoplasti¢na oblika se lahko pojavi
pri timomih in drugih tumorjih, npr. holangio-celi¢nim karcinomom in limfomom osrednjega
zivEevja. Ugotovljeno je bilo, da imajo psi s timomom v 30-50 % tudi miastenijo gravis

(Khorzad in sod., 2011).

2.3.3.1 Zdravljenje miastenije gravis

Poznamo S§tiri nacine zdravljenja miastenije gravis: 1) simptomatsko zdravljenje bolezni z
uporabo zaviralcev AChE, ii) hitro in kratkorocno imunomodulacijsko zdravljenje s
plazmaforezo in intravensko imunoglobulinsko terapijo, iii) dolgotrajno imunomodulacijsko
zdravljenje z glukokortikoidi in drugimi imunosupresivnimi zdravili in (iv) kirur§ko zdravljenje

v primeru timomov (Jayam Trouth in sod., 2012).

Zelo pogosto se za simptomatsko zdravljenje miastenije gravis uporabljajo zaviralci AChE, ki
s svojim delovanjem v zivéno-miSi¢nem stiku zmanjSajo razgradnjo ACh, s ¢imer se poveca

koli¢ina razpoloZljivega ACh. Zelo pomembno je, da uporaba zaviralcev AChE ne spreminja
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napredovanja ali izida bolezni. Prav tako se razlikuje odziv na zdravljenje, in sicer od izrazitega
izboljSanja pri nekaterih bolnikih do majhnega izboljSanja ali brez tega pri drugih. Najpogosteje
uporabljen zaviralec AChE je piridostigmin. Deluje v od 15 do 30 minutah, najvisjo aktivnost
doseze v dveh urah, njegov ucinek pa traja priblizno od tri do Stiri ure (Jayam Trouth in sod.,

2012; Gilhus, 2016).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Seznam kemikalij

V tabeli 1 in 2 so prikazani kemikalije in encimi, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem

delu.
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Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij.

Table 1: List of chemicals used.

Ime spojine

Proizvajalec

Mesto, Drzava

OkrajSava

1-kloro-2.4-dinitrobenzen
3,4-diaminopiridin
4-nitrofenil fosfat di(tris)sol
5,5 -ditiobis (2-nitrobenzojska kislina)
acetilholin klorid
acetiltioholin klorid
barijev klorid
dikalijev hidrogen fosfat
dimetilsulfoksid
dinatrijev hidrogen fosfat
etanol, 96 %
etanol, 99 %
glicin
glukoza
hepes
kalcijev klorid
kalcijev nitrat
kalijev dihidrogen fosfat
kalijev hidroksid
kalijev klorid
kanamicin
metanol
magnezijev klorid
magnezijev sulfat
natrijev acetat
natrijev dihidrogen fosfat
natrijev hidrogenkarbonat
natrijev klorid
neostigmin metilsulfat
reducirana oblika I-glutationa
trikain
u-konotoksin GIIIB

Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

Merck KGaA
Merck KGaA
Merck KGaA

Carlo erba reagents S.A.S
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

Gram-mol d.o.o.
Merck KGaA

Sigma-Aldrich Co.

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Co.

Merck KGaA
Merck KGaA
TCI chemicals

Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

Bachem

St. Louis. Misuri. ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA

St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
Darmstadt, Nemdija
Darmstadt, Nemdija
Darmstadt, Nemdija

Val de reuil cedex, Francija

St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
Darmstadt, Nemdija
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
Zagreb, Hrvaska
Darmstadt, Nemdija
St. Louis, Misuri, ZDA
Darmstadt, Nemdija
St. Louis, Misuri, ZDA
Darmstadt, Nemdija
Darmstadt, Nemdija
Tokio, Japonska
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
Buberndorf, Svica

Cl-2.4-DNB
3,4 DAP
p-NFP
DTNB
ACh
AChSH
BaClz
K>HPO4
DMSO
NazHPO4
EtOH
EtOH
/
Glukoza
HEPES
CaClz
CaNO;
KH,PO4
KOH
KCl
/
MeOH
MgC 12
MgSO;4
CH3;COONa
NaH,PO4
NaHCO;
NaCl
/
L-GSH
/

/
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Tabela 2: Seznam uporabljenih encimov.

Table 2: List of enzymes used.

Ime encima

Proizvajalec

Mesto, Drzava

Okrajsava

acetilholinesteraza, izolirana iz elektri¢ne jegulie
humana rekombinantna acetilholinesteraza

butirilholinesteraza, izolirana iz konjskega seruma
humana placentarna glutation s-transferaza

glutation s-transferaza, izolirana iz konjskih jeter

Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.
Sigma-Aldrich Co.

St. Louis., Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA
St. Louis, Misuri, ZDA

eeAChE
hrAChE

hsBChE
hGST
hlGST
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3.2 Organorutenijevi(Il) arenski kompleksi, prekurzorji in ligandi

Organorutenijeve(Il) arenske komplekse so sintetizirali na Fakulteti za kemijo in kemijsko
tehnologijo (Ljubljana, Slovenija) in so prijazno darilo prof. dr. Iztoka Turela. Proucevali smo

te organorutenijeve(Il) arenske komplekse:

1. [(n®-p-cimen)Ru(IT)(1-hidroksi-3-metoksipiridin-2(1H)-tionato)pta]PFs (C1),

2. [(n®-p-cimen)Ru(II)(5-nitro-1,10-fenantrolin)CI]C1 (C1-Cl),

3. [(n®-p-cimen)Ru(11)(4,4,4-trifluoro-1-(2-bromofenil)-butan-1,3-dionato)C1] (C2),

4. [(n®-p-cimen)Ru(11)(4,4,4-trifluoro-1-(2-bromofenil)-butan-1,3-dionato)pta]PFs (C3),
5. [(n®-p-cimen)Ru(II)(1-fenilikozan-1,3-dionato)Cl] (C4),

6. [(n®-p-cimen)Ru(1I)(1-hidroksipiridin-2(1H)-tionato)Br] (C5),

7. [(n®-p-cimen)Ru(IT)(1-hidroksipiridin-2(1H)-tionato)I] (C6),

8. [dikarbonil-bis(1-hidroksipiridin-2(1H)-tionato)Ru(Il)] (C7),

9. [(n®-p-cimen)Ru(I1)(1-(3,5-dimetoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-dionato)Cl1] (C8),

10. [(n®-p-cimen)Ru(IT)(1,7-bis(2,4-dimetoksifenil)hepta-1,6-dien-3,5-dionato)Cl] (C9),
11. [(n®-p-cimen)Ru(II)(1-(4-metoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-dionato)Cl1] (C10) in

12. [né-p-cimen)Ru(H)(2-(3 ,5-bis(3,4-dimetoksistiril)pirazol-1-il)piridin)CI]PFs (C11)
(slika 3).

Za izdelavo kompleksov sta bila uporabljena ta rutenijeva prekurzorja:
1. dikloro(p-cimen)rutenijev(Il) dimer (P1) in

2. trikarbonildiklororutenijev(Il) dimer (P2) (slika 4)

Pri izdelavi kompleksov so bili uporabljeni ti ligandi:

1. 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantan (L1),

2. 1-hidroksi-3-metoksipiridin-2(1H)-tion (L2),

3. 5-nitro-1,10-fenantrolin (L3),
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4.

9.

4,4 4-trifluoro-1-(2-bromofenil)-butan-1,3-dion (L4),
1-fenilikozan-1,3-dion (L5),
1-(3,5-dimetoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-dion (L6),
1-(4-metoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-dion (L7),
1,7-bis(2,4-dimetoksifenil)hepta-1,6-dien-3,5-dion (L8) in

2-(3,5-bis(3,4-dimetoksistiril)pirazol-1-il)piridin (L9) (slika 4).

Prekurzorja in tudi ligandi so komercialno dostopni. Organorutenijeve(Il) arenske komplekse,

prekurzorja in ligande smo prejeli v liofilizirani ali tekoci obliki in jih do uporabe hranili v

temnem prostoru (zas¢itene pred svetlobo) pri sobni temperaturi (20—24 °C).
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Slika 3: Kemicne strukture proucevanih organorutenijevih(II) arenskih kompleksov.

Figure 3: Chemical structures of studied organoruthenium(II) arene complexes.
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Slika 4: Prekurzorja in ligandi proucevanih organorutenijevih(II) arenskih kompleksov.

Figure 4: Precursors and ligands of studied organoruthenium(II) arene complexes.
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3.3 Priprava osnovnih raztopin encimov

Za pripravo osnovnih raztopin holinesteraznih encimov smo AChE, izolirano iz elektri¢ne
jegulje (eeAChE), ¢lovesko rekombinantno AChE (hrAChE) in BChE, izolirano iz konjskega
seruma (hsBChE), raztopili v 100 mM kalij-fosfatnem pufru (K-fosfatni pufer) s pH 7,4.
Encimska aktivnost osnovnih raztopin holinesteraznih encimov je bila 50 encimskih enot

(EE)/mL.

Za pripravo osnovne raztopine ¢loveske placentarne GST (hGST) smo encim raztopili v 100
mM natrij-fosfatnem pufru (Na-fosfatni pufer) s pH 6,5. Encimska aktivnost osnovne raztopine

encima hGST je bila 250-1250 EE/mL.

Za pripravo osnovne raztopine GST, izolirane iz konjskih jeter (hIGST), smo encim raztopili v
100 mM Na-fosfatnem pufru s pH 6,5. Encimska aktivnost osnovne raztopine encima hlGST je

bila 50 EE/mL.

3.4 Test zaviranja holinesteraznih encimov

Spektrofotometricno metodo za doloCanje aktivnosti holinesteraz so razvili Ellman in sod.
(1961). Acetiltioholin klorid (AChSH) smo v testu uporabili kot substrat, saj je analog
naravnega ACh. Pri njegovi hidrolizi pod vplivom delovanja encima AChE nastaneta produkta
tioholin in acetat. Tioholin reagira s 5,5 -ditiobis (2-nitrobenzojsko kislino) (DTNB), produkt
je rumeno obarvana 5-tio-2-nitro-benzojska kislina, koncentracijo katere dolocamo
spektrofotometricno pri valovni dolzini 412 nm in pri temperaturi 25 °C. Zelo pomembno je,

da je reakcija dovolj hitra, da ne omejuje merjenja hitrosti encimske reakcije.

3.4.1 Priprava 100 mM K-fosfatnega pufra

Za pripravo 100 mM K-fosfatnega pufra smo stehtali 17,42 g K;HPO4in 13,61 g KH2POyq in ju
lo¢eno raztopili v 1 L deionizirane vode (dH20). Nato smo v raztopino KoHPO4 dodajali
raztopino KH>PO4, dokler pH raztopine ni dosegel vrednosti 7,4. Pripravljen 100 mM
K-fosfatni pufer smo hranili v hladilniku pri 4 °C. Pred uporabo smo ga ogreli na temperaturo

25 °C.
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3.4.2 Priprava Ellmanovega reagenta

Za pripravo Ellmanovega reagenta smo zatehtali 91 mg DTNB in 37,50 mg NaHCO3 in ju
raztopili v 1 L 100 mM K-fosfatnega pufra z vrednostjo pH 7,4. Pripravljen reagent smo hranili
v steklenici, ki §¢iti reagent pred stikom s svetlobo, v hladilniku pri 4 °C. Pred uporabo smo ga

ogreli na temperaturo 25 °C in zascitili pred svetlobo.

3.4.3 Priprava substrata (1 M AChSH)

V ependorfove epruvete smo zatehtali 0,198 mg AChSH in nato dodali 1 mL dH2O.
Ependorfove epruvete z raztopino 1 M AChSH smo nato zamrznili in hranili pri —20 °C. Pred
poskusom smo raztopino odmrznili za Cas priprave raztopine Ellmanovega reagenta in
substrata. Med pripravo smo ependorfovo epruveto s substratom hranili na ledu. Preostali

neporabljeni substrat smo ponovno zamrznili in uporabili naslednjic.
3.43.1 Priprava treh razlicnih Kkoncentracij raztopin substrata (AChSH) in

Ellmanovega reagenta

Najprej smo v tri erlenmajerice, obdane z aluminijasto folijo (zascita pred svetlobo), dodali po
20 mL Ellmanovega reagenta. Nato smo po odmrzovanju iz ependorfove epruvete s
pripravljeno raztopino 1 M AChSH odpipetirali tri razli¢ne volumne 1 M AChSH (5 uL, 10 pL
in 20 pL) in vsakega od njih dodali v eno od erlenmajeric, v katerih je bilo po 20 mL
Ellmanovega reagenta. Tako smo dobili raztopine AChSH v Ellmanovem reagentu s tremi
razli¢nimi koncentracijami (0,250 mM, 0,50 mM in 1 mM). Kon¢na koncentracija treh razli¢nih

raztopin AChSH v jamici je bila 125, 250 in 500 pM.
3.4.4 Priprava rutenijevih kompleksov, prekurzorjev in ligandov za biokemi¢no

karakterizacijo

V ependorfove epruvete, obdane z aluminijasto folijo, smo za biokemi¢no karakterizacijo
zatehtali po 1 mg kompleksa, prekurzorja ali liganda in pripravili osnovno raztopino testirane
snovi s koncentracijo 1 mg/mL. Kot topilo smo uporabili MeOH ali 5-odstotno (v/v) vodno
raztopino DMSO. Raztopine kompleksov, prekurzorjev in ligandov smo pripravljali dnevno in

jih med opravljanjem testov hranili zaS¢itene pred svetlobo.
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3.4.5 Presejalni test zaviranja holinesteraznih encimov

V mikrotitrske plos¢e s 96 jamicami z ravnim dnom smo z avtomatsko pipeto v vse jamice
najprej dali 50 uL 100 mM K-fosfatnega pufra (pH 7,4). Nato smo v prvih Sest od osmih jamic
prvega stolpca mikrotitrske plos¢e dodali po 50 pL v koncentraciji 1 mg/mL pripravljene
raztopine rutenijevih kompleksov ali prekurzorjev ali ligandov (potencialnih zaviralcev
holinesteraz). V zadnji jamici smo v enaki koli¢ini (50 uL) dodali ustrezno topilo, ki smo ga
uporabili pri pripravi raztopin rutenijevih kompleksov, prekurzorja in ligandov in nam je sluzil
kot negativna kontrola, s katero smo ovrednotili vpliv topila na aktivnost holinesteraz. Na
posamezni plos¢i smo preizkusili zaviralno aktivnost dveh razli¢nih spojin v treh ponovitvah in
v dveh ponovitvah negativno kontrolo (uporabljeno topilo). Za pripravo red¢itev smo iz jamic
prvega stolpca mikrotitrske plos¢e odpipetirali 50 pL in jih prenesli v jamice drugega stolpca
ter tako dobili red¢enja zaviralcev in negativne kontrole v sorazmerju 1 : 2. Red¢enje smo
nadaljevali in posamezno spojino red¢ili 11-krat (1:1,1:2,1:4,1:8,1:16,1:32,1:64,1
2128, 1:512,1:1024, 1 : 2048). Jamice zadnjega stolpca mikrotitrske plos¢e so nam sluzile
kot kontrola brez dodanega zaviralca oziroma topila. Po opravljenem red¢enju smo v vse jamice
mikrotitrske plosce dodali po 100 pL raztopine Ellmanovega reagenta in substrata AChSH (1
mM). Osnovne raztopine holinesteraznih encimov eeAChE, hsBChE in hrAChE smo odmrznili
in do uporabe hranili na ledu. Pred uporabo smo jih po naslednjem postopku dodali v 7 mL 100

mM K-fosfatnega pufra s pH 7,4:

1. V 7 ml K-fosfatnega pufra smo dodali 16 pL raztopine eeAChE, raztopljene v
K-fosfatnem pufru z encimsko aktivnostjo 50 EE/mL. Nato smo v vse jamice
mikrotitrske ploSc¢e dodali 50 pL raztopine eeAChE z encimsko aktivnostjo 114
mEE/mL, pri ¢emer je encimska aktivnost eeAChE v posamezni jamici znasala 5,7

mEE.

2. V 7 ml K-fosfatnega pufra smo dodali 70 pL raztopine hsBChE, raztopljene v
K-fosfatnem pufru z encimsko aktivnostjo 50 encimskih EE/mL. Nato smo v vse jamice
mikrotitrske ploS¢e dodali 50 pL raztopine hsBChE z encimsko aktivnostjo 500

mEE/mL, pri ¢emer je encimska aktivnost hsBChE v posamezni jamici znaSala 25 mEE.

3. V 7 ml K-fosfatnega pufra smo dodali 2 pL raztopine hrAChE, raztopljene v

K-fosfatnem pufru z encimsko aktivnostjo 50 EE/mL. Nato smo v vse jamice
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mikrotitrske plos¢e dodali 50 pL raztopine hrAChE z encimsko aktivnostjo
14,28 mEE/mL, pri ¢emer je encimska aktivnost hrAChE v posamezni jamici znasala

0,71 mEE.

Na trzi$¢u ni mogoce kupiti ¢loveske BChE (hBChE) niti pasje BChE. Pri kompleksu C1 in
njegovih ligandih (L1 in L2) smo najprej zeleli preveriti zaviralno aktivnost kompleksa oziroma
njegovih ligandov ob dodatku ¢loveskega in pasjega seruma. Vendar smo nato hBChE prejeli
kot darilo raziskovalne skupine, ki jo vodi prof. dr. Stanislav Gobec, za kar se jim na tem mestu
prav lepo zahvaljujemo. Poleg tega smo preverili tudi zaviralno aktivnost kompleksa in
njegovih ligandov ob dodatku pasjega seruma s pasjo serumsko BChE (dsBChE). Kot pri drugih
komercialno dostopnih encimih smo v 7 ml K-fosfatnega pufra dodali ustrezne koli¢ine prejete
raztopine hBChE in pasjega seruma (koli¢ine so bile eksperimentalno dolo¢ene — sprememba
absorbance med 100 in 200 mOD/min pri valovni dolzini 412 nm), ki so nam omogocale

izvedbo meritev.

Meritve zaviranja holinesteraz smo opravljali s citalcem mikrotitrskih plos¢ Dynex
Technologies (Chantilly, Virginija, ZDA), in sicer 5 minut pri valovni dolzini 412 nm. Rezultati
meritev so bili navedeni kot sprememba absorbance (mOD)/minuto. Meritve zaviralne
aktivnosti spojin oziroma topila so bile izvedene v treh oziroma dveh ponovitvah. Z uporabo
programske opreme Origin Pro (Northampton, Massachusetts, ZDA) smo analiziral izmerjene
parametre in oblikovali graf, s katerim smo dolocili vrednost srednje zaviralne koncentracije

spojine (ICso).

Komplekse, pri katerih je bila ugotovljena zelo dobra zaviralna aktivnost proti navedenim
encimom, smo izbrali za nadaljnja preizkusanja, pri katerth smo ugotavljali konstanto inhibicije

(Ki).

3.4.6 Dolocanje konstante inhibicije

Pri izvedbi testa za dolo¢anje K; smo uporabili Ellmanov reagent s tremi razli¢nimi
koncentracijami substrata (0,25, 0,50 in 1 mM AChSH). V mikrotitrske plos¢e s 96 jamicami z
ravnim dnom smo z avtomatsko pipeto v vse jamice najprej dali 50 uL. 100 mM K-fosfatnega
pufra s pH 7,4. Nato smo v prvih devet od 12 jamic prve vrstice mikrotitrske plosce dodali

50 pL pripravljene raztopine rutenijevih kompleksov (zaviralca holinesteraz) v koncentraciji 1
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mg/mL. Pri kompleksih, ki so se izkazali kot zelo moc¢ni zaviralci holinesteraz, smo uporabili
koncentracijo 0,1 mg/mL. V zadnjih treh od 12 jamic prve vrste smo v enaki koli¢ini (50 pL)
dodali ustrezno topilo, ki smo ga uporabili pri pripravi raztopin rutenijevih kompleksov in nam
je sluzil kot negativna kontrola, s katero smo ovrednotili vpliv topila na aktivnost holinesteraz
pri treh razlicnih koncentracijah substrata. Temu je sledilo red¢enje spojin na mikrotitrski
plosc¢i. Posamezen kompleks smo redcili 7-krat (1 :1,1:2,1:4,1:8,1:16,1:32,1:64).
Jamice zadnje vrstice mikrotitrske ploS¢e so nam sluzile kot kontrola brez dodanega zaviralca
oziroma topila. Za vsakega od kompleksov smo izvedli preizkuSanje na svoji mikrotitrski
plosci, za vsako koncentracijo substrata pa smo naredili po tri ponovitve. Negativno kontrolo
(uporabljeno topilo) smo izvedli v eni ponovitvi pri posamezni koncentraciji substrata. Po
opravljenem redCenju smo v jamice Stirih stolpcev (kompleks — trije stolpci in negativna
kontrola — en stolpec) dodali po eno koncentracijo raztopine Ellmanovega reagenta in AChSH
(0,25, 0,50 in 1 mM AChSH). Nato smo v vse jamice mikrotitrske plos¢e dodali 50 uL raztopin
holinesteraznih encimov (eeAChE, hsBChE in hrAChE), ki smo jih iz osnovnih raztopin
pripravili po enakem postopku kot pri presejalnem testu zaviranja holinesteraznih encimov

(opisanem v poglavju 3.4.5).

Meritve za dolo€anje K; smo izvedli s €italcem mikrotitrskih ploS¢ Dynex Technologies, in sicer
5 minut pri valovni dolZzini 412 nm. Rezultati meritev so bili navedeni kot sprememba
absorbance (mOD)/minuto. Z uporabo programske opreme Origin Pro smo analiziral izmerjene
parametre. Rezultate smo prikazali v obliki Dixonovega grafa, pri katerem je na osi x navedena
koncentracija testirane snovi (mg/mL), na osi y pa reciprona vrednost zaletne hitrosti
encimske reakcije ob prisotnosti treh razlicnih koncentracij substrata. Poleg Ki, smo z
omenjenim testom dolo¢ili tudi tip inhibicije (kompetitivna, akompetitivna, nekompetitivna in

mesana).

3.5 Test zaviranja glutation S-transferaz

Zaizvedbo testa zaviranja GST smo uporabili postopek po metodi, ki so jo razvili Habig in sod.
(1974). Kot substrata smo pri navedenem testu uporabili 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CI-2,4-
DNB) in reducirano obliko L-glutationa (L-GSH). Encim GST povzro¢i konjugacijo Cl-2,4-

DNB z L-GSH, posledica katerega je nastanek kloridnega iona in dinitrofenil-tioetra. Koli¢ino
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nastalega produkta dinitrofenil-tioetra v encimski reakciji dolo¢amo s spektrofotometrom pri

valovni dolzini 340 nm in temperaturi 25 °C.

3.5.1 Priprava Na-fosfatnega pufra

Zatehtali smo Na,HPO4in NaH>POy4 in ju loceno raztopili v 1 L deionizirane vode dH>O. Nato
smo v raztopino NaoHPOs4 dodajali raztopino NaH>POus, dokler pH raztopine ni dosegel
vrednosti 6,5. Raztopino smo hranili v hladilniku pri 4 °C, pred uporabo pa smo ga ogreli na

25 °C.

3.5.2 Priprava substratov
3.5.2.1 Raztopina A: priprava raztopine Cl-2,4-DNB

Zatehtali smo 20,13 mg Cl-2,4-DNB in ga raztopili v 2 mL 99-odstotnega EtOH. Nato smo
raztopino Cl-2,4-DNB dodali v 18,4 mL 100 mM Na-fosfatnega pufra. Raztopino substrata smo

vsak dan sveze pripravili.

3.5.2.2 Priprava raztopin treh razli¢nih koncentracij substrata Cl-2,4-DNB

Zatehtali smo 1) 5,03 mg, i1) 10,06 mg in iii) 20,13 mg Cl-2,4-DNB, nato smo vsako od zateht
posebej raztopili v 2 mL 99-odstotnega EtOH. Vsaki od treh raztopin CI-2,4-DNB in EtOH smo
dodali 18,4 mL 100 mM Na-fosfatnega pufra s pH 6,5. Tako smo dobili raztopine treh razli¢nih
koncentracij C1-2,4-DNB (0,40, 0,80 in 1,6 mM). Kon¢na koncentracija treh razli¢nih raztopin
substrata C1-2,4-DNB v jamici je bila 1) 200 uM, i1) 400 uM in iii) 800 pM.

3.5.3 Raztopina B: priprava raztopine L-GSH

Zatehtali smo 12,28 mg L-GSH in ga raztopili v 20 mL 100 mM Na-fosfatnega pufra. Raztopino

substrata smo vsak dan sveZe pripravili.

3.5.4 Presejalni test zaviranja encimov glutation S-transferaze

V mikrotitrske plosc¢e s 96 jamicami z ravnim dnom smo z avtomatsko pipeto v vse jamice
najprej dali 50 pLL. 100 mM Na-fosfatnega pufra s pH 6,5. Nato smo v prvih 10 od 12 jamic prve
vrstice mikrotitrske plos¢e dodali po 50 pL pripravljene raztopine rutenijevih kompleksov,

prekurzorja in ligandov (potencialnih zaviralcev GST) v koncentraciji 1 mg/mL. V zadnji
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jamici prve vrste smo dodali ustrezno topilo v enakem volumnu (50 pL), ki smo ga uporabili
pri pripravi raztopin rutenijevih kompleksov, prekurzorjev in ligandov, kjer nam je sluzil kot
negativna kontrola, s katero smo ovrednotili vpliv topila na aktivnost GST. Na posamezni plosci
smo preizkusili zaviralno aktivnost petih razlicnih kompleksov in negativno kontrolo v dveh
ponovitvah. Za pripravo redCitev smo iz jamic prve vrstice mikrotitrske plos¢e odpipetirali
50 pL in jih prenesli v jamice druge vrstice ter tako dobili red¢enja zaviralcev in negativne
kontrole v sorazmerju 1 : 2. Red¢enje smo nadaljevali in posamezen kompleks redcili 7-krat
(1:1,1:2,1:4,1:8,1:16,1:32,1:64). Jamice zadnje vrstice mikrotitrske plosc¢e so nam
sluzile kot kontrola brez dodanega zaviralca oziroma topila. Po opravljenem red¢enju smo v
vse jamice mikrotitrske plosc¢e dodali po 100 pL raztopine B (substrat L-GSH) in 50 pL
raztopine A (substrat C1-2,4-DNB). Tik pred meritvijo smo hlGST in hGST raztopili v 7 mL
100 mM Na-fosfatnega pufra s pH 6,5 po tem postopku:

1. V 7 ml Na-fosfatnega pufra smo dodali 40 pL raztopine hlGST, raztopljene v Na-
fosfatnem pufru z encimsko aktivnostjo 50 EE/mL. Nato smo v vse jamice mikrotitrske
plosce dodali 50 pL raztopine hIGST z encimsko aktivnostjo 286 mEE/mL, pri ¢emer

je encimska aktivnost hIGST v posamezni jamici znasala 14,3 mEE.

2. V 7 ml Na-fosfatnega pufra smo dodali 30 pL raztopine hGST, raztopljene v
Na-fosfatnem pufru z encimsko aktivnostjo med 250 in 1250 EE/mL. Nato smo v vse
jamice mikrotitrske plosc¢e dodali 50 pL raztopine hGST z encimsko aktivnostjo med
107,14 in 535,71 mEE/mL, pri ¢emer je encimska aktivnost hGST v posamezni jamici

znaSala med 5,21 in 26,79 mEE.

Meritve zaviranja GST smo opravili s Citalcem mikrotitrskih plo§¢ Cytation 3 cell imaging
multi-mode reader, Biotek (Winooski, Vermont, ZDA), in sicer Stiri minute pri valovni dolZini
340 nm in temperaturi 25 °C. Rezultate meritev smo navedli kot absorbanco (mOD), izmerjeno
za posamezno jamico v razmiku 30 sekund. Iz dobljenih rezultatov smo nato izracunali
spremembo absorbance/minuto, ki nam je sluZila kot izhodiS¢ni rezultat meritev za nadaljnjo
obdelavo podatkov. Kot Ze omenjeno, so bile meritve zaviralne aktivnosti spojin oziroma topila
izvedene v dveh ponovitvah. Z uporabo programske opreme Origin Pro smo analizirali merjene

parametre in oblikovali graf, s katerim smo dolocili vrednost ICso.
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Kompleksi, pri katerih je bila ugotovljena zelo dobra zaviralna aktivnost proti navedenim

encimom, so bile izbrani za nadaljnja preizkusanja, pri katerih smo ugotavljali K;.

3.5.5 Dolocanje konstante inhibicije

Pri izvedbi testa za dolocCanje K; smo uporabili tri razli¢ne koncentracije substrata CI-2,4-DNB.
V mikrotitrske plosc¢e s 96 jamicami z ravnim dnom smo z avtomatsko pipeto v vse jamice
najprej dali 50 pL 100 mM Na-fosfatnega pufra s pH 6,5. Nato smo v prvih 10 od 12 jamic prve
vrste mikrotitrske plos¢e dodali 50 pL pripravljene raztopine rutenijevega kompleksa ali
prekurzorja (zaviralca GST) s koncentracijo 1 mg/mL. Pri kompleksih, ki so se izkazali kot zelo
mo¢ni zaviralei GST, smo uporabili koncentracijo 0,1 ali 0,5 mg/mL. V zadnji jamici prve vrste
smo dodali enako koli¢ino (50 pL) ustreznega topila, ki smo ga uporabili pri pripravi raztopin
rutenijevih kompleksov in nam je sluzilo kot negativna kontrola, s katero smo ovrednotili vpliv
topila na aktivnost GST pri treh razli¢nih koncentracijah substrata. Temu je sledilo red¢enje
spojin na mikrotitrski plos¢i. Posamezen kompleks smo red¢ili 7-krat (1 : 1, 1:2,1:4,1:8,1
216, 1: 32, 1: 64). Jamice zadnje vrstice mikrotitrske plos¢e so nam sluzile kot kontrola brez
dodanega zaviralca oziroma topila. Za vsako od spojin smo izvedli preizkuSanje na svoji
mikrotitrski plo§¢i, za vsako koncentracijo substrata smo naredili po tri ponovitve. Negativno
kontrolo (uporabljeno topilo) smo izvedli v eni ponovitvi pri posamezni koncentraciji substrata.
Po opravljenem redCenju smo v vse jamice mikrotitrske plos¢e dodali po 100 pL raztopine B
(substrat L-GSH). V jamice Stirih stolpcev (spojina — trije stolpci in negativna kontrola — en
stolpec) smo nato dodali po 50 puL ene od treh koncentracij raztopine A (0,40, 0,80 in 1,6 mM
Cl-2,4-DNB). Tik pred meritvijo smo hlIGST in hGST raztopili v 7 mL 100 mM Na-fosfatnega
pufra s pH 6,5 po enakem postopku, kot je opisan v presejalnem testu zaviranja encimov

glutation S-transferaze (poglavje 3.5.3).

Meritve zaviranja GST smo merili s ¢italcem mikrotitrskih ploS¢ Cytation 3 cell imaging multi-
mode reader, Biotek, in sicer 4 minute pri valovni dolzini 340 nm. Rezultati meritev so bili
navedeni kot absorbanca (mOD), izmerjena za posamezno jamico v razmiku 30 sekund. 1z
dobljenih rezultatov smo nato izra¢unali spremembo absorbance mOD/minuto, ki nam je sluzila
kot izhodiS¢ni rezultat meritev za nadaljnjo obdelavo podatkov. Z uporabo programske opreme
Origin Pro smo analiziral merjene parametre. Rezultate smo navedli v obliki Dixonovega grafa,

pri katerem je na osi x navedena koncentracija snovi (mg/mL), na osi y pa reciprocna vrednost
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zacetne hitrosti encimske reakcije ob prisotnosti treh razlicnih koncentracij substrata. Poleg K;
smo z omenjenim testom doloc¢ili tudi tip inhibicije (kompetitivna, akompetitivna,

nekompetitivna in mesana).

3.6 Meritve vpliva izbranih organorutenijevih(Il) kompleksov na izometri¢no
kontrakcijo in membranske potenciale miSi¢énih vlaken izoliranih

hemidiafragem misi

Organorutenijeva(ll) kompleksa C1-Cl (M = 531,39 g/mol) in C1 (M = 693,59 g/mol) smo
izbrali za nadaljnja testiranja ex vivo. Prva spojina se je med proucevano knjiznico novih
organorutenijevih(Il) kompleksov v in vitro pogojih zaviranja holinesteraznih encimov izkazala
kot zelo dober zaviralec holinesteraznih encimov, druga pa kot selektivni zaviralec BChE. Pred
izvedbo elektrofizioloskih meritev smo dnevno pripravili osnovno raztopino preizkuSane snovi,
v obeh primerih je bila osnovna koncentracija kompleksov 2 mg/mL. Kompleks C1-Cl smo
raztopili v EtOH in Krebs-Ringerjevi raztopini (K-R raztopini) v razmerju v/v 1 : 10, kompleks
C1 pav 3-odstotni vodni raztopini DMSO. Poleg proucevane snovi smo za poskuse potrebovali
Se neostigmin metil sulfat, p-konotoksin GIIIB, 96-odstotni EtOH in DMSO. Kot fiziolosko
raztopino za organe smo pripravili K-R raztopino, sestavljeno iz 154 mM NaCl, 5 mM KClI,

2 mM CaCl, 1 mM MgClo, 5 mM HEPES in 11 mM D-glukoze.

3.6.1 Priprava zivéno-miSi¢nega preparata

Delo na izoliranih organih je odobrila Uprava Republike Slovenije za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin (Stevilka dovoljenja U34401-8/2018/4). Potekalo je v skladu z
eti¢nimi standardi. Za izvedbo poskusov na Zivéno-miSi¢nem preparatu smo uporabljali misjo
diafragmo odraslih samcev (3—6 mesecev) linije BALB/C s telesno maso 22-30 g. Izolirane
organe smo pridobili od 71 misi, izvor katerih sta Center za genomiko InStituta za predklinicne
vede Veterinarske fakultete (Ljubljana, Slovenija) in ENVIGO RMS S.R.L (Videm, Italija).
Misi so bile zrtvovane z metodo cervikalne dislokacije s takojSnjo izkrvavitvijo. Sledila je
preparacija, s katero smo izolirali diafragmo s pripadajo¢ima freni¢nima Zzivcema (n.
phrenicus). Diafragmo smo prepolovili in dobili hemidiafragmi (dva Ziv€no-miSi¢na preparata),
ki smo ju do zacetka poskusa hranili v oksigenirani K-R raztopini (pH 7,4 pri sobni temperaturi

22-24°C).
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3.6.2 Meritve vpliva izbranih organorutenijevih(I) kompleksov na izometri¢no

miSi¢no kontrakcijo izoliranih hemidiafragem misi

Priprava zivéno-miSic¢nega preparata in poskusi so potekali pri sobni temperaturi (20—24 °C) ob
stalni oksigenaciji K-R raztopine. Lateralni del hemidiafragme smo z entomoloskimi iglami
pricvrstili na dno kopeli za izolirane organe, prevleceno s silikonsko prevleko in napolnjeno s
4 mL oksigenirane K-R raztopine. Tetivni del hemidiafragme smo povezali z rocico
izometricnega mehanoelektricnega pretvornika (Grass FT03, Grass Instruments, West
Warwick, Rhode Island, ZDA) in del freni¢nega zivca s pomocjo podtlaka vsesali v lumen
sukcijske elektrode. Temu je sledilo dolo€anje supramaksimalne napetosti stimula, tako za prek
zivca kot tudi neposredno izzvane miSi¢ne kontrakcije ob delni raztegnitvi miSice. Nato smo
nadaljevali raztezanje hemidiafragme do meje, pri kateri smo pri posredni supramaksimalni
stimulaciji dosegli maksimalno amplitudo enostavne miSi¢ne kontrakcije (optimalna dolzina
sarkomer). Cas zatezanja je znasal med 15 in 30 minut. Migi¢na tenzija v mirovanju (MT), pri
kateri je bila amplituda kontrakcije najvi§ja, je znasala od 1,6 do 2,2 g. Meritve smo zaceli ob
dosezeni maksimalni amplitudi kontrakcije in stabilni MT. Stimulacijo smo izvajali z uporabo
napetostnega stimulatorja S-48 (Grass Instruments, West Warwick, Rhode Island, ZDA). Pri
posredni misi¢ni stimulaciji smo freni¢ni Zivec stimulirali s sukcijsko elektrodo z 0,1 ms
trajajocimi pravokotnimi stimuli supramaksimalne napetosti (10 V) in frekvenco 0,1 Hz. Z v
kopel vpetima elektrodama iz platine, postavljenima vzdolz hemidiafragme, smo izvedli
neposredno stimulacijo miSice z 0,1 ms trajajo¢imi stimuli supramaksimalne napetosti (50—70
V) in frekvenco 0,1 Hz. Tetani¢ne miSi¢ne kontrakcije, posredne in neposredne, smo izzvali s
supramaksimalnimi napetostnimi stimuli frekvence 80 Hz in trajanjem stimulacije 1000 ms,
razlika je bila le v napetosti. Izometriéne miSi¢ne kontrakcije smo registrirali s pomocjo
mehansko-elektri€nega pretvornika. Elektricne signale smo ojacali z DC-ojacevalnikom P122
(Grass Instruments, West Warwick, Rhode Island, ZDA). Elektri¢ni Sum (50/60 Hz) smo
odstranili s precis¢evalcem Sumov Hum bug noise eliminator (Digitimer, Welwyn Garden City,
Zdruzeno kraljestvo), nato smo elektricne signale digitalizirali s 16-bitnim analogno-digitalnim
pretvornikom Digidata 1550b (Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifornija, ZDA), pri cemer je
bila frekvenca vzorcenja signala 0,5 kHz. Za registriracijo, vizualizacijo in shranjevanje na trdi
disk ter analizo registriranih signalov smo uporabili program pClamp 10 (Molecular Devices,

Union City, Kalifornija, ZDA). Prouc¢evali smo ucinek 5-, 10-, 20-, 25-, in 40-uM koncentracij
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kompleksa C1-Cl ter 30-, 40-, 80- in 120-uM koncentracij kompleksa C1 na amplitudo
posredno in neposredno izzvane enostavne in tetanicne miSicne kontrakcije. Kot pozitivno
kontrolo smo v obeh primerih uporabili znani zaviralec AChE, 3 uM neostigmin metil sulfat in
Se dodatno pri kompleksu C1-Cl zaviralca kalijevih kanalov (300 uM 3,4-DAP). K-R raztopino,
ki smo ji dodali 96-odstotni EtOH v delezu 0,105 % (v/v) ali DMSO v delezu 0,104 % (v/v),

smo uporabili kot negativno kontrolo.

Poskuse z registracijo izometricne kontrakcije smo na vsaki hemidiafragmi izvajali po tem

protokolu:

1. 25 minut kontrolnega zapisa, v okviru katerega smo registrirali posredno in neposredno

izzvano enostavno in tetani¢no misi¢no kontrakcijo;
2. 10 minut zapisa posredno izzvane miSi¢ne kontrakcije;

3. 60-minutna registracija posredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije ob odsotnosti

ali prisotnosti proucevanih kompleksov v K-R raztopini oziroma topil v kopeli;

4. S-minutni zapis neposredno izzvane miSi¢ne kontrakcije, nato pa Se obeh posredno in

neposredno 1zzvanih tetani¢nih kontrakcij;

5. Stirikratno spiranje z oksigenirano K-R raztopino;

6. 15-minutni zapis posredno izzvane miSi¢ne kontrakcije;

7. S-minutni zapis neposredno izzvane miSi¢ne kontrakcije;

8. zapis posredno in neposredno izzvanih tetani¢nih kontrakcij.

Zapise smo analizirali s programom pClamp-Clampfit 10.7 (Molecular Devices, Union City,
Kalifornija, ZDA). Dolocali smo amplitudo posredno in neposredno izzvane enostavne in
tetanine misicne kontrakcije. Amplitudo miSicne kontrakcije smo izrazili kot odstotek

maksimalnega odgovora kontrakcije pred dodatkom testiranega kompleksa v kopel.

3.6.3 Meritve vpliva izbranih organorutenijevih(II) kompleksov na membranske

potenciale miSi¢nih vlaken izoliranih hemidiafragem misi

Hemidiafragmo smo 30 minut inkubirali v oksigenirani K-R raztopini z dodatkom 1,6 uM

u-konotoksina, ki v sarkolemi selektivno zavre Nay1.4 podtip od napetosti odvisnih natrijevih
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kanalov (Cruz, Gray in sod., 1985, Hong and Chang 1989). Zato ob nastanku PMP ne nastane
akcijski potencial, kar prepreci kr€enje misSicnih vlaken in nam omogoc¢a mehansko stabilnost
pri meritvah membranskih potencialov. Hemidiafragmo smo s pomocjo entomoloskih igel
pri¢vrstili na dno s silikonsko prevleko prekrite kopeli za izolirane organe. Kopel smo pred tem
napolnili z 2 mL oksigenirane K-R raztopine z dodanim p-konotoksinom. Pred meritvami
membranskih potencialov misSi¢nih vlaken smo n. phrenicus s pomocjo podtlaka vsesali v
sukcijsko elektrodo, ki omogoca posredno elektricno stimulacijo Zivca. Vse meritve so bile
opravljene pri sobni temperaturi (20—24 °C) ob stalni oksigenaciji K-R raztopine. Za meritve
membranskih potencialov smo uporabili borosilikatne mikroelektrode, napolnjene s 3 M KCl
in uporom od 10 do 20 MQ. Za izdelavo mikroelektrod smo uporabili napravo 97
Flaming/Brown micropipette puller (Sutter Instruments, Novato, Kalifornija, ZDA).
Mikroelektrodo smo uvedli v miSi¢no vlakno v podrocju motori¢ne plos¢ice, kar smo potrdili s
prisotnostjo miniaturnih potencialov motori¢ne plos¢ice (MPMP) v registriranem zapisu. Za
prozenje PMP smo frenicni zivec prek sukcijske elektrode vzdrazili z 0,1 ms
supramaksimalnimi drazljaji napetosti 10 V pri frekvenci 0,1 Hz z uporabo stimulatorja S-48.
Registrirali smo rVm, spontane MPMP in posredno z elektricno stimulacijo izzvane PMP. Za
registracijo in ojacanje merjenih signalov smo uporabili ojacevalnik Axoclamp 900A
(Molecular devices, Sunnyvale, Kalifornija, ZDA). S precis¢evalcem Sumov Hum bug noise
eliminator smo odstranili 50 Hz elektri¢éni Sum in nato signale digitalizirali s 16-bitnim
analogno-digitalnim pretvornikom Digidata 1440A (Molecular Devices, Sunnyvale,
Kalifornjja, ZDA), pri ¢emer je bila frekvenca vzorCenja signala 25 kHz, krmiljenega s
programskim paketom pClamp 10. Meritve vseh potencialov so bile opravljene pred aplikacijo,
30 in 60 min po aplikaciji testirane snovi in 15 min po zamenjavi medija v kopeli s K-R
raztopino. V vsakem ¢asovnem obdobju smo opravili meritve na 6—10 misi¢nih vlaknih na
posamezni hemidiafragmi. Proucevali smo ucinek izbranih rutenijevih kompleksov 5-, 10-, 20-
, 25-, in 40-uM koncentracij kompleksa C1-Cl in 120-uM koncentracije kompleksa C1. Poleg
tega smo izvedli tudi poskuse z negativno kontrolo z dodatkom EtOH v delezu 0,105 % (v/v)
ali DMSO v delezu 0,104 % (v/v) v 2 mL K-R raztopine. Meritve smo analizirali s programom
pClamp-Clampfit 10.7. Dolocali smo: rVm, amplitudo in razpolovni ¢as PMP, amplitudo in
razpolovni ¢as MPMP ter frekvenco MPMP. Uporabili smo absolutne vrednosti navedenih

parametrov.
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3.7 ElektrofizioloSke meritve na oocitih navadne krempljarke (Xenopus laevis) z

vgrajenimi nAChR iz navadnega elektri¢nega skata (Torpedo marmorata)

nAChR, ki so v elektri¢nem organu skata, imajo zelo podobno sestavo in funkcionalne lastnosti
kot tisti v zivéno-miSicnem stiku pri sesalcih v Casu fetalnega razvoja (Sine, 2012). Za
mikrotransplantirali membrane elektrocitov iz elektricnega organa navadnega elektricnega
skata v oocite navadne krempljarke. Membrane elektrocitov navadnega elektri¢nega skata, ki
vsebujejo veliko stevilo al>f1yd nAChR, so bile pre¢is¢ene po protokolu, kot so ga opisali
Krieger in sodelavci (2008), nato so bili narejeni alikvoti v 5-mM glicinu (v konéni

koncentraciji proteina 2,7 mg/mL). Alikvoti proteina so bili do uporabe shranjeni na —80 °C.

Navadne krempljarke smo anestezirali z 20-minutno potopitvijo v vodno raztopino trikaina s
koncentracijo 1,0 g/L. Nato smo Zabe operirali in njthove oocite pridobili po postopku, kot so
ga opisali Krieger in sodelavci (2008). Oocite v stadiju V-VI brez folikularnih celic smo hranili
pri 18 °C v Bartovem mediju s sestavo 88 mM NaCl, 1 mM KCI, 0,41 mM CacCl,, 0,82 mM
MgSOs, 2,5 mM CaNOs, 7,5 mM HEPES (pH 7,6) z dodatkom antibiotika kanamicina
(0,5 mg/mL). Z mikroinjektorjem, krmiljenim z Nano-liter2000 Micro4 Controller (World
Precision Instruments Inc., Stevenage, Herts, Zdruzeno kraljestvo), smo preciS€ene suspenzije
membran elektrocitov navadnega elektricnega skata, bogate z al,f1yd nAChR (50 nL; 2,7
mg/mL proteina v 5-mM glicinu), injicirali v citoplazmo oocitov. Postopek smo opravili pod
lupo. Po opravljeni mikrotransplantaciji smo Zabje oocite 24—48 ur inkubirali v inkubatorju pri
18 °C. Toliko casa potrebujejo mikroinjicirane membrane elektrocitov, da se vgradijo v
plazemsko membrano oocitov. Vsakodnevno smo menjali Bartov medij in preverjali prezivetje
oocitov. Posamezen oocit smo nato namestili v merilno komorico z volumnom 300 pL, temu
je sledila prilagoditev oocita novim pogojem (~5 min). Za izvedbo meritev membranskih tokov
smo uporabili dvoelektrodno metodo vpete napetosti. Za izvedbo meritev smo uporabili
znotrajcelicne borosilikatne mikroelektrode, napolnjene s 3 M KCl in upornostjo od 2 do 5 MQ.
Za izdelavo mikroelektrod smo uporabili napravo Narishige PC-10 puller (Narishige
International Ltd., London, Zdruzeno kraljestvo). Sledila je kontinuirana perfuzija oocita (8—12
mL/min) z modificirano Ringerjevo raztopino s to sestavo: 100 mM NaCl, 2,8 mM KCI, 1 mM
MgClz, 0,3 BaCl in 5 mM HEPES. Namesto CaCl; smo v raztopini uporabili BaCl,, ki

preprecuje nastanek od Ca®" odvisnega CI toka. Pred izvedbo dvoelektrodne metode vpete
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napetosti smo dnevno pripravili osnovno raztopino preizkusanega kompleksa (1 mg/mL).
Kompleks C1-Cl smo raztopili v modificirani Ringerjevi raztopini. Osnovne raztopine ACh
(1 M) smo pripravili v dH>O. Za pripravo konc¢nih raztopin kompleksa in ACh smo nato vse
osnovne raztopine red¢ili v ustrezni koli¢ini modificirane Ringerjeve raztopine. Polovi¢na
koncentracija maksimalne efektivne koncentracije (ECso) ACh je znaSala 25 puM in je bila
dolocena na podlagi krivulje, ki ponazarja vpliv koncentracije na odziv pri oocitih, pri katerih
je bil membranski potencial vzdrzevan pri —60 mV in ki so imeli v plazemski membrani prisoten
misicni tip nAChR. Pri izvedbi meritev smo uporabili 50-uM koncentracijo ACh (2-kratna ECso
za ACh), ki aktivira ~ 80 % nAChR, vgrajenih v plazemsko membrano oocita. Membranski
potencial oocita je bil v Casu meritev konstantno vzdrzevan pri napetosti —60 mV. Za
registracijo in ojacanje merjenih signalov smo uporabili ojacevalnik Oocyte Clamp Amplifier
OC-725B (Warner Instruments, LLC, Hamden, ZDA). S precis¢evalcem Sumov Hum smo
odstranili 50-Hz elektri¢ni Sum, nato pa signale digitalizirali s 16-bitnim analogno-digitalnim
pretvornikom Digidata 1322 A (Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifornija, ZDA) in jih shranili
na disk racunalnika. Frekvenca vzorCenja signala je bila 3,1 kHz, krmiljena s programskim
paketom pClamp-9 (Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifornija, ZDA). Pozneje smo signale
analizirali s programsko opremo pCLAMP-Clampfit 10.7.

Pri izvedbi meritev smo najprej trikrat zapored registrirali ionski tok skozi nAChR v membrani
oocita, izzvanim s 50 uM ACh. Temu je sledila izpostavitev oocita raztopini izbranih
organorutenijevih  kompleksov, nato pa njegova izpostavitev raztopini izbranih
organorutenijevih kompleksov skupaj s 50 uM ACh. Sledilo je spiranje oocita z modificirano
Ringerjevo raztopino in ponovna izpostavitev 50 pM ACh z registracijo ionskega toka.
Racunalnisko vodeni perfuzijski sistem VC6 (Warner Instruments, LLC, Hamden, ZDA) je bil
nastavljen tako, da je izpostavljenost organorutenijevim kompleksom in ACh trajala 45 sekund,
mesanici organorutenijevega kompleksa in ACh pa 15 sekund. Cas, potreben za okrevanje
(spiranje z modificirano Ringerjevo raztopino) med posameznimi aplikacijami, je bil
180 sekund. Amplitude tokov, registriranih ob izpostavljenosti posamezni u¢inkovini, smo

normalizirali glede na maksimalne amplitude tokov, povzrocenih z ACh.
Protokol izvedbe meritev:

l. 60 sekund modificirana Ringerjeva raztopina,
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2. 15 sekund 50 uM ACh,
3. 180 sekund modificirana Ringerjeva raztopina,
4. 15 sekund 50 uM ACh,
5. 180 sekund modificirana Ringerjeva raztopina,

6. 15 sekund 50 uM ACh,

7. 180 sekund modificirana Ringerjeva raztopina,

8. 45 sekund organorutenijev kompleks,

9. 15 sekund organorutenijev kompleks in 50 uM ACh,
10. 180 sekund modificirana Ringerjeva raztopina,

11. 15 sekund 50 uM ACh,
12. 60 sekund modificirana Ringerjeva raztopina.

3.8 Analize podatkov in statisti¢na analiza

Parametre miSi¢ne kontrakcije in membranskih potencialov poskusov s kompleksom C1-ClI
smo analizirali s programom pClamp-Clampfit 10.7. Sledila je statisti¢na analiza pridobljenih
podatkov in izdelava grafov, za kar smo uporabili programa SigmaPlot za Windows 12.5
(Systat Software Inc., San Jose, Kalifornija, ZDA) in GraphPad Prism 9.4.0 (GraphPad
Software, San Diego, Kalifornija, ZDA). Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost +
standardna napaka (S. E.). Koncentracije, ki povzrocajo 50-odstotno inhibicijo zacetnih
odzivov (ICso), in Hillovi koeficienti (ng) so bili doloceni iz teoreti¢nih razmerij med
koncentracijo in odzivom, izracunanih iz tipi¢nih sigmoidnih nelinearnih regresij prek
podatkovnih tock (korelacijski koeficient = 1) z uporabo $tiriparametri¢nega nelinearnega
regresijskega modela (GraphPad Prism 6.00). Podatke smo statisti¢no analizirali z uporabo
programa Sigma Plot za Windows razlic¢ice 12.5. Najprej smo jih analizirali s testom
normalnosti porazdelitve (Shapiro-Wilk) in enakovrednosti razlik za dolo€anje parametri¢ne ali
neparametri¢ne analize. Ce so bile vrednosti spremenljivk normalno porazdeljene, smo za
statisti¢no analizo uporabili Studentov t-test, pri Cemer je p < 0,05 Stel za statisticno znacilen.

Ti podatki so predstavljeni kot srednja vrednost + S. E. Za parno primerjavo med skupinama,
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kadar ni bila ugotovljena enakovrednost razlik, je bila uporabljena neparametri¢na analiza z
uporabo testa Mann-Whitney Rank Sum Test, pri ¢emer je p vrednost <0,05 veljala za
statisticno znacilno. Podatki so predstavljeni z mediano in interkvartilnim razmikom ter

graficno z okvirjem z rocaji (ang. box plot).

Prav tako smo parametre miSi¢ne kontrakcije in membranskih potencialov poskusov s
kompleksom C1 analizirali s programom pClamp-Clampfit 11.1. Sledila je statisti¢na analiza
pridobljenih podatkov in izdelava grafov s programom SigmaPlot za Windows 14.5 (Systat
Software Inc., San Jose, Kalifornija, ZDA). Podatke smo analizirali s testom normalnosti
porazdelitve (Shapiro-Wilk) in enakovrednosti razlik (Brown-Forsythe) za dolocanje
parametricne ali neparametricne analize. Za ugotavljanje statisticno znacilnih razlik med
skupinami smo uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA). Statisti¢no znacilne razlike
za pare skupin pri normalno porazdeljenih vrednostih spremenljivk smo ugotavljali s post hoc
testom Holm-Sidak, pri ¢emer je p vrednost <0,05 veljala za statisti¢no znacilno. Podatki so
predstavljeni kot srednja vrednost =S. E. V primerih nenormalne porazdelitve vrednosti
spremenljivk smo uporabili enosmerno analizo variance Kruskal-Wallis. Statisti¢no znacilne
razlike za pare skupin smo ugotavljali z uporabo neparametri¢nega post hock testa Dunn, pri
¢emer je p vrednost < 0,05 veljala za statisticno znacilno. Podatki so predstavljeni z mediano

in interkvartilnim razmikom ter graficno z okvirjem z rocaji (ang. box plot).

Parametre ionskega toka skozi nAChR iz navadnega elektricnega skata smo analizirali s
programom pClamp-Clampfit 11.1. Sledila je analiza podatkov in izdelava grafov, za kar smo
uporabili programa SigmaPlot za Windows 14.5 in GraphPad Prism 9.4.0. Rezultati so
predstavljeni kot srednja vrednost £ S. E. Koncentracija, ki povzro¢i 50-odstotno inhibicijo
zaCetnih odzivov, in Hillov koeficient (nu) sta bila doloCena iz teoreti¢nih razmerij med
koncentracijo in odzivom, izracunanih iz tipi€nih sigmoidnih nelinearnih regresij prek
podatkovnih tock (korelacijski koeficient = r?) z uporabo tiriparametri¢nega nelinearnega

regresijskega modela (GraphPad Prism 9.4.0).
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4 REZULTATI

4.1 Ucinki organorutenijevih(Il) kompleksov, prekurzorjev in ligandov na

holinesterazne encime in glutation S-transferazi

Knjiznico, ki je vsebovala dvanajst novih organorutenijevih(Il) arenskih kompleksov, dva
prekurzorja in devet ligandov smo uporabili v prvem delu raziskave za identifikacijo novih
kompleksov z zaviralnim delovanjem na sesalske holinesteraze in/ali GST in vitro. Identificirali
smo nove komplekse, ki 1) selektivno zavirajo BChE; ii) zavirajo holinesteraze; iii) zavirajo

holinesteraze in GST in iv) selektivno zavirajo GST. Rezultati so prikazani v tabelah 3 in 4.
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Tabela 3: Zaviralne aktivnosti organorutenijevih(I) kompleksov, prekurzorjev in ligandov za

holinesterazne encime.

Table 3: Inhibitory activity of organoruthenium complexes, precursosr and ligands towards cholinesterase

enzymes.
ee ee hs hs hr hr
Kompleks (C),
AChE AChE BChE BChE AChE AChE
ligand (L), Vrsta inhibicije
ICso Ki ICso K; ICso Ki
prekurzor (P).
(uM) (M) (uM) (uM) (uM) (M)
C1-Cl 26,2 17,0 16,1 5,0 24,2 17,0 kompetitivna
Cl / n. d. 2,88 1,33 / n. d. kompetitivna
C2 / n. d. 30,98 6,19 / n. d. kompetitivna
C3 / n. d. 19,20 9,26 / n. d. kompetitivna
Cc4 / n. d. 31,99 8,84 / n. d. kompetitivna
Cs 13,14 4,87 3,39 0,63 6,57 2,49 kompetitivna
C6 12,9 1,43 3,48 0,80 6,55 1,94 kompetitivna
Cc7 281,38 n. d. 346,45 n. d. / n. d.
C8 / n. d. 3,97 0,40 / n. d. kompetitivna
C9 72,06 n. d. 15,76 2,40 / n. d. kompetitivna
C10 / n. d. 3,24 0,34 / n. d. kompetitivna
Cl1 10,19 1,86 4,16 1,75 6,52 2,63 kompetitivna
L1 n.d.* n.d* n.d.* n.d.* n.d.* n.d*
L2 / n. d. / n. d. / n. d.
L3 5,3 1,8 4.0 0,7 40,0 18,7 kompetitivna
L4 / n.d. / n. d. / n.d.
L5 / n.d. / n. d. / n. d.
L6 / n. d. / n. d. / n. d.
L7 / n.d / n. d. / n. d.
L8 / n. d. / n. d. / n. d.
L9 / n.d / n. d. / n. d.
P1 / n. d. 32,7 23,3 / n. d. kompetitivna
P2 205,07 n.d 171,87 n. d. / n. d.
neostigmin 39 n.d 62,8 n. d. 4,8 n.d.
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ICso: koncentracija spojine, ki povzroci 50-odstotno zavrtje encimske aktivnosti. K;: konstanta inhibicije, /: ni bilo
aktivnosti, n. d.: ni bilo dolo¢eno in n. d. *: ni bilo dolo¢eno zaradi nastanka barvne reakcije ob stiku liganda L1 s
substratom. (eeAChE) acetilholinesteraza, izolirana iz elektricne jegulje; (hrAChE) ¢loveska rekombinantna

acetilholinesteraza; (hsBChE) butirilholinesteraza, izolirana iz konjskega seruma.

ICso: concentration of the compound inducing 50 % inhibition of the enzyme activity. K;: inhibitory constant, /: no
activity, n. d.: non determined and n. d.*: non determined due to color reaction of ligand L1 with substrate.
(eeAChE) electric eel acetylcholinesterase; (hrAChE) human recombinant acetylcholinesterase; (hsBChE) horse

serum butyrylcholinesterase.

Tabela 4: Zaviralne aktivnosti organorutenijev(Il) kompleksov, prekurzorja in ligandov za glutation

S-transferazne encime.

Table 4: Inhibitory activity of organoruthenium(II) complexes, precursor and ligands towards glutathion

S-transferase enzymes.

hl hl h h
Kompleks (C),
GST GST GST GST
ligand (L), Vrsta inhibicije
ICso K; ICso K;
prekurzor (P).

(uM) (uM) (uM) (uM)
C2 16,11 2,83 141,65 n. d. kompetitivna
C3 / n. d. / n. d.
C4 18,28 1,83 / n. d. kompetitivna
C5 <3,39 0,79 4,64 4,08 kompetitivna
Cé6 <3,07 1,60 15,97 8,60 kompetitivna
C7 <3,66 0,85 16,61 9,65 kompetitivna
C8 <2,71 2,11 30,68 22,02 kompetitivna
c9 2,55 0,90 102,08 n.d. kompetitivna
C10 <2,86 0,38 17,75 68,69 kompetitivna
Cl1 / n. d. / n.d.
L4 33,89 n. d. / n.d.
L5 / n. d. / n. d.
L6 66,82 59,79 316,56 n.d. kompetitivna
L7 393,27 n. d. / n.d.
L8 / n. d. / n. d.
L9 134,17 n. d. / n.d.
P2 9,76 2,93 97,65 n. d. kompetitivna



69

T. Trobec: Interakcije novih rutenijevih organokovinskih kompleksov s sesalskim holinergi¢nim sistemom.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2022. Doktorska disertacija

ICso: koncentracija spojine, ki povzroci 50-odstotno zavrtje encimske aktivnosti. K;: konstanta inhibicije, /: ni bilo
aktivnosti in n. d.: ni bilo doloéeno. (hIGST) glutation S-transferaza, izolirana iz konjskih jeter, in (hGST) ¢loveska

placentarna glutation S-transferaza.

ICso: concentration of the compound inducing 50 % inhibition of the enzyme activity. K;: inhibitory constant, /: no
activity, n. d.: non determined. (hIGST) horse liver glutathione S-transferaze and (hGST) human placental

glutathione S-transferaze.

4.2 Biokemicno ovrednotenje zaviralne aktivnosti izbranih organorutenijevih(II)

kompleksov

4.2.1 Zaviranje holinesteraznih encimov s kompleksom [(n°-p-cimen)Ru(II)(5-
nitro-1,10-fenantrolin)CI|Cl (C1-Cl), ligandom nitrofenom (5-nitro-1,10-

fenantrolin) in prekurzorjem dikloro(p-cimen)rutenijev(Il) dimer

Kompleks C1-Cl zavira holinesterazne encime zivalskega in ¢loveskega izvora v farmacevtsko
zanimivem obmoc¢ju z vrednostmi 1Csp 26,2, 24,2 in 16,1 uM za eeAChE, hrAChE oziroma
hsBChE. Rezultati kaZejo, da je ligand nitrofen (L3) mocen zaviralec eeAChE in hsBChE z
vrednostmi ICs0 5,3 in 4,0 uM. V nasprotju z encimi eeAChE in hsBChE je njegova zaviralna
aktivnost za hrAChE manjsa, saj je vrednost ICso znasala 40 uM. Prav tako je bilo ugotovljeno,
da rutenijev prekurzor (P1) ne zavira niti eeAChE niti hrAChE, medtem ko je bilo opazeno

zmerno zaviranje hsBChE z vrednostjo ICs0 32,7 uM (tabela 3) (Ristovski in sod., 2018).

Ugotovili smo tudi, da kompleks CI1-Cl kompetitivno povratno zavira vse uporabljene
holinesterazne encime (slika 5). K; za eeAChE in hrAChE sta znaSali 17 uM, K; za hsBChE pa
je bila nekoliko niZja (5 uM).

eeAChE _ 4os. hrAChE _ hSBChE _ 0.
= ~ 5 T
s £ £ ,
E g E >
2 0.010 = = 0.04
[ o) £ e 0
z e - = =
& o 4
Ki=17 uM W e Ki=17 uM ,"
: 0.0059 g% - o 0.024 p - .
e . Ki=5uM &
A A o
60  -40 20 0 20 40 60 & 40 20 40 60 60 -40 20 0 20 40 80
C1-Cl (uM) C1-Cl (uM) C1-Cl (uM)

Slika 5: Dolocanje vrste in konstante inhibicije (K;) za kompleks C1-Cl pri acetilholinesterazi, izolirani iz

elektri¢ne jegulje (eeAChE), ¢loveski rekombinantni acetilholinesterazi (hrAChE) in konjski serumski
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butirilholinesterazi (hsBChE). Uporabljene koncentracije substrata acetiltioholina so bile 0,125 mM (trikotniki),
0,25 mM (krogi brez polnila) in 0,5 mM (krogi s polnilom).

Figure 5: Determination of the type of inhibition and inhibitory constant (K;) for C1-Cl towards electric eel
(eeAChE), human recombinant acetylcholinesterase (hrAChE) and horse serum butyrylcholinesterase
(hsBChE). The concentrations of the substrate acetylthiocholine were 0.125 mM (full triangles), 0.25 mM (open

circles) and 0.5 mM (full circles).

4.2.2 Zaviranje holinesteraznih encimov s kompleksom [(n®-p-cimen)Ru(II)(1-
hidroksi-3-metoksipiridin-2(1H)-tionato)pta]PFs (C1), njegovimi ligandi
(1,3,5-triaza-7-fosfoadamantan (L1) in 1-hidroksi-3-metoksipiridin-2(1H)-

tion (L2)) in prekurzorjem dikloro(p-cimen)rutenijev(Il) dimer

Biokemi¢no smo ovrednotili zaviralno aktivnost kompleksa C1 za eeAChE, hrAChE in
hsBChE. Izbrani kompleks ni zaviral AChE (eeAChE ali hrAChE), temvec je selektivno
zmanjSal aktivnost hsBChE. Zaviralni potencial C1 za BChE je bil v farmacevtsko zanimivem
obmocju z vrednostjo ICso 2,88 uM. Ugotovili smo, da kompleks C1 kompetitivno povratno
zavira hsBChE (slika 6). Doloc¢ali smo tudi zaviralno aktivnost kompleksa C1 za ¢lovesko
BChE (hBChE) in pasjo serumsko BChE (dsBChE). Ugotovili smo, da kompleks v
preizkuSenem obmocju ne zavira aktivnosti dsSBChE v pasjem serumu in da pri zelo visoki
koncentraciji (ICso = 144,2 uM) zavira aktivnost hBChE. Ligand L2 ni zaviral aktivnosti
uporabljenih encimov, medtem ko meritev zaviralne aktivnosti zaradi obarvanja ob stiku s
substratom pri ligandu L1 ni bilo mogoce izvesti. Prav tako je bilo ugotovljeno, da rutenijev
prekurzor (P1) ne zavira niti eeAChE niti hrAChE, medtem ko je bilo opazeno zmerno zaviranje
hsBChE z vrednostjo ICso 32,7 uM. Zaviralni parametri kompleksa C1 in njegovih ligandov

(L1 in L2) in prekurzorja za navedene holinesteraze (ICso, K;) so prikazani v tabeli 3.
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C1 (uM)

Slika 6: Doloc¢anje vrste in konstante inhibicije (K:) za kompleks C1 pri konjski serumski butirilholinesterazi
(hsBChE). Uporabljene koncentracije substrata acetiltioholina so bile 0,125 mM (trikotniki), 0,25 mM (krogi) in
0,5 mM (kvadrati).

Figure 6: Determination of the type of inhibition and inhibitory constant (K;) for C1 towards horse serum
butyrylcholinesterase (hsBChE). The concentrations of the substrate acetylthiocholine were 0.125 mM
(triangles), 0.25 mM (circles) and 0.5 mM (squares).

4.3 ElektrofizioloSka karakterizacija izbranih organorutenijevih(II) kompleksov
4.3.1 Meritve kontrakcije skeletnih miSic in vitro

4.3.1.1 Vpliv C1-Cl na kontrakcijo skeletnih miSic in vitro

Vplive razli¢nih koncentracij kompleksa C1-Cl (5—40 uM) na kontrakcijo skeletnih miSic smo
proucevali z meritvami posredno in neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne kontrakcije na
Zivéno-miSi¢nih preparatih hemidiafragem misi. Reprezentativne vplive kompleksa C1-Cl na
posredno in neposredno izzvano enostavno in tetanicno kontrakcijo in grafe, ki ponazarjajo

razmerja med koncentracijo in u¢inkom, prikazuje slika 7.

Kompleks CI1-Cl pri 20-uM koncentraciji zmanjSa amplitudo posredno izzvane enostavne
kontrakcije za priblizno 50 % (ICso = 19,44 uM) (slike 7a, b in d). Ta ucinek je povraten, kajti
15 minut po zamenjavi medija v kopeli s K-R raztopino se amplituda posredno izzvane

enostavne kontrakcije povrne na amplitudo pred aplikacijo kompleksa (slika 7a). V nasprotju z
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v

koncentraciji (40 uM) ni vplival na amplitudo neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne
miSicne kontrakcije (slike 7a, ci, c2, d in e). Kompleks C1-Cl zmanjsa amplitudo posredno
izzvane miSi¢ne kontrakcije v odvisnosti od koncentracije (sliki 7d in e). Iz krivulj, ki
ponazarjajo odvisnost med koncentracijo in uc¢inkom, so bile dolocene vrednosti ICso za
posredno izzvano enostavno in tetani¢no kontrakcijo. ICso je pri prvi znasala 19,44 uM (slika
7d), pri drugi pa 9,68 uM (slika 7e). Kot negativno kontrolo smo uporabili topilo EtOH. Med
60-minutno izpostavljenostjo zivéno-misicnih preparatov 0,105-odstotnemu (v/v) EtOH smo
opazili le (1-3-odstotno) zmanjsanje amplitude misi¢ne kontrakcije (slika 8B). Prav tako se
amplituda kontrakcije med 60-minutnimi kontrolnimi poskusi, pri katerih so bili Zivéno-misi¢ni

preparati izpostavljeni K-R raztopini, ni zmanjsala (slika 8A).
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Slika 7: U¢inki C1-Cl na amplitudo posredno in neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne kontrakcije
izoliranih hemidiafragem misi. (2) prikazuje ¢asovni potek vpliva C1-Cl (20 uM, puscica) na prek zivca izzvano
kréljivost mi§je hemidiafragme. Kompleks povzro¢i delni in reverzibilni blok posredno izzvane miSi¢ne
kontrakcije, amplituda neposredno izzvane miSicne kontrakcije pa ostane nespremenjena. N oznacuje posredno

izzvano enostavno misi¢no kontrakcijo; D oznacuje neposredno izzvano enostavno misi¢no kontrakcijo; Tn
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oznacuje posredno izzvano tetani¢no misicno kontrakcijo; Td oznacuje neposredno izzvano tetanicno misicno
kontrakcijo; W oznacuje zamenjavo medija v kopeli s K-R raztopino. (bl) prikazuje posredno izzvano enostavno
misi¢no kontrakcijo pred aplikacijo 20 pM C1-Cl (N1) in 60 minut po njej (N2). (b2) prikazuje posredno izzvano
tetani¢no kontrakcijo pred aplikacijo 20 uM C1-Cl (Tnl) in 60 minut po njej (Tn2). (c1) prikazuje neposredno
izzvano enostavno kontrakcijo pred aplikacijo 20 uM CI1-Cl (D1) in 60 minut po njej (D2). (c2) prikazuje
neposredno izzvano tetani¢no kontrakcijo pred aplikacijo 20 uM C1-Cl (Td1) in 60 minut po njej (Td2). (d)
krivulja prikazuje zaviranje posredno in neposredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije v odvisnosti od
koncentracije C1-Cl. Amplitudo enostavne kontrakcije smo izrazili kot odstotek njene najvecje zacetne vrednosti.
Vsaka vrednost ponazarja povprecje = standardno napako (S. E.) amplitude kontrakcije, pridobljene iz od stirih do
Sestih hemidiafragem. Vrednosti ICso in Hillovega koeficienta (ng) za posredno izzvano enostavno misi¢no
kontrakcijo sta bili dologeni iz sigmoidnih nelinearnih regresij prek podatkovnih tock (2 = 0,996). Vrednost ICso
je znaSala 19,44 + 1,05 uM, vrednost ng pa 3,3 = 0,5. (e) prikazuje krivuljo inhibicije posredno in neposredno
izzvane tetani¢ne kontrakcije v odvisnosti od koncentracije C1-Cl. Amplituda tetani¢ne kontrakcije je bila izrazena
kot odstotek njene najvecje zacetne vrednosti. Vsaka vrednost ponazarja povprecje £ S. E., pridobljeno iz od §tirih
do Sestih poskusov. Vrednosti ICsg in ny za posredno izzvano tetani¢no kontrakcijo sta bili doloceni iz sigmoidnih
nelinearnih regresij prek podatkovnih tock (r?> = 0,992). Vrednost ICso je znagala 9,68 + 1,14 uM, vrednost ny pa
1,6 £0,3.

Figure 7: Effects of C1-Cl on nerve-evoked and directly muscle-elicited single twitch and tetanic contraction
of isolated mouse nerve-hemidiaphragm preparation. (a) Representative time-course of C1-Cl (20 pM, arrow)
effects on muscle contraction showing the partial and reversible block of nerve-evoked and no change in contractile
response of directly muscle-elicited twitch and tetanic contraction. N denotes nerve-evoked muscle single twitch;
D denotes directly muscle-elicited single twitch; Tn denotes nerve-evoked muscle tetanic contraction; Td denotes
directly muscle-elicited tetanic contraction; W denotes wash out. (b1) Traces of nerve-evoked twitch recorded
before (N1) and 60 min after (N2) the application of 20 uM C1-Cl. (b2) Traces of tetanic contraction recorded
before (Tnl) and 60 min after (Tn2) the application of 20 uM C1-Cl. (c1) Representative recordings of twitch
elicited by direct muscle stimulation, before (D1) and 60 min after (D2) the application of 20 pM C1-Cl. (c2)
Representative recordings of tetanic contraction elicited by direct muscle stimulation, before (Td1) and 60 min
after (Td2) the application of 20 uM C1-Cl. (d) Concentration-response curves for the inhibition of directly muscle-
elicited and nerve-evoked twitch by C1-Cl. Muscle twitch was expressed as a percentage of its maximal initial
value. Each value represents the mean + S. E. obtained from four-six different muscles. The ICso and ny values,
determined from typical sigmoid nonlinear regressions through data points (r> = 0.996), were 19.44 = 1.05 uM and
3.3 + 0.5, respectively, for nerve-evoked single twitches. (e) Concentration-response curves for the inhibition of
directly muscle-elicited and nerve-evoked tetanic contraction by C1-Cl. The tetanic contraction was expressed as
the percentage of its maximal initial value. Each value represents the mean + S. E. obtained from four—six different
muscles. The ICso and ny values, determined from typical sigmoid nonlinear regressions through data points (12 =

0.992), were 9.68 £ 1.14 uM and 1.6 + 0.3, respectively, for nerve-evoked tetanic contractions.



75
T. Trobec: Interakcije novih rutenijevih organokovinskih kompleksov s sesalskim holinergi¢nim sistemom.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2022. Doktorska disertacija

Po padcu amplitude posredno izzvane enostavne misSi¢ne kontrakcije v 30 minutah po
izpostavitvi mi§je hemidiafragme 20 uM C1-Cl za priblizno 50 % je sledila aplikacija 3 pM
neostigmina, za katerega je znano, da 96-odstotno zavre delovanje AChE v zivéno-miSicnem
stiku mi§je diafragme (Minic, Chatonnet in sod., 2003). Po aplikaciji neostigmina se je
amplituda posredno izzvane enostavne kontrakcije hitro povrnila v blizino zacetne ravni (82,5
+ 7,6 %) (slika 8C). Poleg tega smo po nastanku bloka posredno izzvane enostavne misi¢ne
kontrakcije, dobljenega v 30 minutah po izpostavljenosti miSje hemidiafragme 20 uM C1-Cl,
aplicirali 300 uM 3,4-DAP, ki je zaviralec napetostno odvisnih kalijevih kanalov v Ziv¢énih
koncicih (Molgo, Lundh in sod., 1980). Po aplikaciji 3,4-DAP se je znatno povecala amplituda
posredno izzvane enostavne kontrakcije na priblizno 114 £+ 1 % njene zacetne vrednosti (slika

8D).
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Slika 8: Kinetika uc¢inkov C1-Cl na enostavno in tetani¢no kontrakcijo izoliranih hemidiafragem misi. (a)
prikazuje zapis »negativne« kontrole — 0,105-odstotni (v/v) EtOH (pus€ica) (n = 4). (b) prikazuje zapis ucinka
neostigmina (3 uM, puscica) (n = 4). (c) prikazuje zapis povratnega ucinka neostigmina (3 uM, puscica) na
blokado posredno izzvane enostavne kontrakcije, ki jo povzro¢i 20 uM C1-Cl (pusc€ica) (n =4). (d) prikazuje zapis
povratnega ucinka 3,4-diaminopiridina (300 pM, puscica) na blokado posredno izzvane enostavne kontrakcije, ki
jo povzro¢i 20 uM C1-Cl (pusc€ica) (n = 4). N oznacuje posredno izzvano enostavno misicno kontrakcijo; D
oznacuje neposredno izzvano enostavno misicno kontrakcijo; Tn oznacuje posredno izzvano tetanicno misicno
kontrakcijo; Td oznaéuje neposredno izzvano tetaniéno misi¢no kontrakcijo; W oznaéuje zamenjavo medija v

kopeli s K-R raztopino.

Figure 8: Kinetics of C1-Cl effects on single twitch and tetanic contraction of isolated mouse nerve-
hemidiaphragm preparation. (a) Representative »negative« control tracing using 0.105 % (v/v) EtOH (arrow)
(n=4). (b) Representative neostigmine tracing (3 uM, arrow) (n = 4). (c) Reversal effects of neostigmine (3 uM,
arrow) on the blockade of nerve-evoked single twitches produced by C1-Cl (20 uM, arrow) (n = 4). (d) Reversal
effects of 3,4-diaminopyridine (300 pM, arrow) on the blockade of nerve-evoked single twitches produced by C1-
CI (20 uM, arrow) (n = 4). N denotes nerve-evoked muscle single twitch; D muscle-elicited single twitch; Tn
denotes nerve-evoked muscle tetanic contraction; Td denotes directly muscle-elicited tetanic contraction; W

denotes wash out.

4.3.1.2 Vpliv C1 na kontrakcijo skeletnih miSic in vitro

Biokemicna in vitro karakterizacija kompleksa C1 je pokazala, da je 3-uM koncentracija C1
priblizno vrednost ICso za hsBChE. Pri proucevanju morebitnih u¢inkov C1 na Ziv€no-misi¢ni
prenos smo uporabili visoke, 30-, 60-, 90- in 120-uM koncentracije kompleksa, ki ustrezajo
10-, 20-, 30- in 40-kratni vrednosti ICso za hsBChE. Vplive razli¢nih koncentracij kompleksa
C1 na kontrakcijo skeletnih miSic (30-120 uM) smo kot pri kompleksu C1-Cl proucevali z
meritvami posredno in neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne kontrakcije na
Zivéno-miSicnih preparatih hemidiafragem misi. Kot negativno kontrolo smo uporabili topilo
(DMSO). Med 60-minutno izpostavljenostjo zivéno-miSi¢nih preparatov 0,104-odstotnemu
(v/v) DMSO nismo ugotovili znacilnega vpliva na amplitudo kontrakcije. Vse preizkuSene
koncentracije C1 niso imele znacilnega vpliva na amplitudo posredno in neposredno izzvanih
C1 (120 uM) smo opazili le neznacilno povecanje amplitude posredno izzvane enostavne
miSi¢ne kontrakcije (slika 9a) in neznacilno zmanjSanje amplitude posredno izzvane tetani¢ne
kontrakcije (slika 10a). Za primerjavo vpliva kompleksa C1 z znanim reverzibilnim zaviralcem

holinesteraz smo uporabili 3 uM neostigmina (pozitivna kontrola), ki povzro¢i 96-odstotno
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zavrtje AChE v zivéno-misSicnem stiku mis§je diafragme. Neostigmin je pri posredni visoko
(zlasti AChE) v Zivéno-miSicnem stiku povzro¢i depolarizacijski posinapticni blok. V
primerjavi z neostigminom pri kompleksu C1 nismo zaznali znacilnih vplivov na

zivéno-misicni prenos (sliki 9 in 10).
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Slika 9: U¢inek C1 na amplitudo posredno in neposredno izzvane enostavne kontrakcije izoliranih
hemidifragem miSi. Prikazan je vpliv razlicnih koncentracij kompleksa C1 (30, 60, 90 in 120 pM),
0,104-odstotnega (v/v) DMSO in 3 uM neostigmina (pozitivna kontrola) na neposredno in posredno izzvano
enostavno kontrakcijo izoliranih hemidifragem misi 60 minut po aplikaciji C1 in zamenjavi medija v kopeli s K-
R raztopino. Pri posredno izzvani misi¢ni kontrakciji (a) vrednosti ponazarjajo srednjo vrednost deleza amplitude
kontrakciji (b) so prikazane kot grafikoni kvartilov, oznacujejo mediano, izracunano z analizo meritev,
pridobljenih iz 6-7 razlicnih hemidiafragem. Njihovi interkvartilni razmiki skupaj z rocaji in osamelci pa
prikazujejo celoten obseg podatkov. * oznacuje znacilno razliko v primerjavi z 0,104-odstotnim (v/v) DMSO (p <

0,05).

Figure 9: Effects of C1 on nerve-evoked and directly muscle-elicited single twitch of isolated mouse nerve-
hemidiaphragm preparation. The effects of increasing concentrations of C1 (30, 60, 90, and 120 uM), 0.104 %
(v/v) DMSO and 3 pM neostigmine (positive control) on nerve-evoked and directly muscle-elicited single twitch
of isolated mouse nerve-hemidiaphragm preparation after 60 min of exposure and after wash-out. (a) values of
nerve-evoked single twitch are expressed as mean = S. E. from 6-7 different hemidiaphragms. (b) Box plots
indicate the median values of the directly muscle-elicited single twitch obtained from 6-7 different
hemidiaphragms, as well as its IQR, with whiskers showing the entire range of data, and all outliers. * p <0.05

versus control (0.104 % (v/v) DMSO)
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Slika 10: U¢inek C1 na amplitudo posredno in neposredno izzvane tetani¢ne kontrakcije izoliranih

hemidifragem miSi. Prikazan je ucinek razli¢nih koncentracij kompleksa C1 (30, 60, 90 in 120 puM),

0,104-odstotnega (v/v) DMSO in 3 uM neostigmina (pozitivna kontrola) na neposredno in posredno izzvano

tetani¢no kontrakcijo izoliranih hemidifragem misi 60 minut po aplikaciji in zamenjavi medija v kopeli s K-R
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raztopino. Pri posredno izzvani tetani¢ni kontrakciji (a) vrednosti ponazarjajo srednjo vrednost deleza amplitude
misi¢ne kontrakcije + S. E. 67 razli¢nih izoliranih hemidiafragem misi. Vrednosti pri neposredno izzvani tetani¢ni
misi¢ni kontrakeiji (b) so prikazane kot grafikoni kvartilov, oznacujejo mediano, izra¢unano z analizo meritev,
pridobljenih iz 6—7 razli¢nih hemidiafragem. Njihovi interkvartilni razmiki skupaj z rocaji in osamelci pa
prikazujejo celoten obseg podatkov. * oznacuje znacilno razliko v primerjavi z 0,104-odstotnim (v/v) DMSO (p <

0,05).

Figure 10: Effects of C1 on nerve-evoked and directly muscle-elicited tetanic contraction of isolated mouse
nerve-hemidiaphragm preparation. The effects of increasing concentrations of C1 (30, 60, 90 uM, and 120
puM), 0.104 % (v/v) DMSO and 3 uM neostigmine (positive control) on nerve-evoked and directly muscle-elicited
tetanic contraction of isolated mouse nerve-hemidiaphragm preparation after 60 min of exposure and after wash-
out. (a) values of nerve-evoked tetanic contraction are expressed as mean = S. E. from 6-7 different
hemidiaphragms. (b) Box plots indicate the median values of the directly muscle-elicited tetanic contraction
obtained from 6—7 different hemidiaphragms, as well as its IQR, with whiskers showing the entire range of data,

and all outliers. * p <0.05 versus control (0.104 % (v/v) DMSO)

4.4 Meritve membranskih potencialov skeletnih miSi¢nih vlaken

ewew

4.4.1 Vpliv C1-Cl na membranske potenciale skeletnih miSi¢nih vlaken

Meritve rVm, PMP in MPMP so nam omogocile nadaljnje prou¢evanje mehanizma blokade

posredno izzvane enostavne in tetani¢ne misi¢ne kontrakcije, povzrocene s kompleksom C1-Cl.

4.4.1.1 C1-Cl ne vpliva na mirovni membranski potencial skeletnih miSi¢nih vlaken

Kompleks C1-Cl pri uporabljenih koncentracijah (5-40 uM), ki je delno ali popolno blokiral
posredno izzvano enostavno in posredno izzvano tetani¢no kontrakcijo mi§jih hemidiafragem
rVm po 1-, 30- in 60-minutni izpostavljenosti kompleksu (slika 11). Povpre¢na vrednost rVm
pri kontrolnih pogojih je bila —67,5 + 0,5 mV (tj. v €asu nic, tik pred aplikacijo C1-Cl), —67,1 +

0,5 mV po 30-minutni izpostavljenosti in —66,1 + 0,6 mV po 60-minutni izpostavljenosti

ey e
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Slika 11: Koncentracijsko in ¢asovno odvisen uc¢inek C1-Cl na mirovni membranski potencial (rVm)
0,105-odstotni (v/v) koncentraciji EtOH in 5-40-uM koncentracijam C1-Cl. Meritve so bile izvedene pred
aplikacijo (¢as 0), 1 minuto, 30 in 60 minut po aplikaciji razli¢nih koncentracij kompleksa C1-Cl in 15 minut po
zamenjavi medija v kopeli s standardno K-R raztopino. Rezultati so predstavljeni kot srednje vrednosti + S. E. 4—

8 razli¢nih hemidiafragem (n = 7-10 vlaken vsake hemidiafragme).

Figure 11: Concentration- and time-dependent effect of C1-Cl on the resting membrane potential (rVm) of
isolated mouse hemidiaphragm fibres. The neuromuscular preparations were exposed to 0.105 % (v/v)
concentration of EtOH and 5—40 uM concentrations of C1-Cl. Measurements were performed before (time 0), 1,
30 and 60 min after C1-Cl application, and after washing the preparation with a C1-Cl-free standard Krebs-Ringer
physiological solution for about 15 min. Mean values + S. E. recorded from 4-8 different hemidiaphragms (n =

7-10 fibres from each).

4.4.1.2 C1-Cl zmanjsa amplitudo PMP in MPMP

Elektrofizioloski zapisi PMP mi§jih hemidiafragem, ki so bile 60 minut izpostavljene razlicnim
koncentracijam kompleksa CI1-Cl (540 uM), so pokazali, da kompleks povzroci
koncentracijsko odvisno zmanjSanje amplitude PMP (slika 12a). Vrednost ICso za amplitudo

PMP je znaSala 7,61 uM (slika 12b). Pomembno je poudariti, da med razli¢nimi prouc¢evanimi
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koncentracijami C1-Cl nismo opazili znacilne spremembe v razpolovnem casu PMP (ni

prikazano).
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Slika 12: U¢inek C1-Cl na amplitudo PMP povrsinskih skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem misi. Padec
amplitude PMP, ki ga povzroé¢i C1-Cl, je odvisen od njegove koncentracije. (a) prikazuje reprezentativne zapise
PMP, posnete po 60 minutah v kontrolnih pogojih (0,105-odstotni (v/v) EtOH) in 60 minut po izpostavljenosti
hemidiafragem razli¢nim koncentracijam C1-Cl (5-40 uM). (b) prikazuje krivuljo zaviranja amplitude PMP v
odvisnosti od koncentracije C1-Cl, ki je izrazena kot odstotek njene najvecje zacetne vrednosti. Vsaka vrednost
ponazarja srednjo vrednost amplitud PMP + S. E. 4-8 razli¢nih hemidiafragem (n = 7-10 miSi¢nih vlaken vsake
hemidiafragme). Vrednosti ICso in ng za amplitudo PMP sta bili doloceni iz sigmoidnih nelinearnih regresij prek

podatkovnih tock (r*> = 0,999). Vrednost ICsoje znasala 7,61 + 1,04 uM, vrednost ng pa 1,6 = 0,1.

Figure 12: Effects of C1-Cl on EPP amplitude in mouse hemidiaphragm skeletal muscle fibres. C1-Cl
blocked EPPs in a concentration-dependent manner. (a) Representative EPP traces recorded under control
conditions (0.105 % (v/v) EtOH) and 60 min after exposure of muscle to various concentrations of C1-Cl (5-40
puM). (b) Concentration-response curve for the inhibition of EPP amplitude by C1-Cl, expressed as a percentage
of its maximal initial value. Each value represents the mean values of EPP amplitude values + S. E. recorded from
4-8 different hemidiaphragms (n = 7—10 muscle fibres from each). The ICsy and ny values, determined from typical

sigmoid nonlinear regressions through data points (1> = 0.997), were 7.61 £ 1.04 pM and 1.6 + 0.1, respectively.

Vplivi kompleksa C1-Cl na frekvenco in amplitudo MPMP so prikazani na sliki 13. Kompleks
(540 uM) v odvisnosti od koncentracije znacilno zmanjSa amplitudo MPMP povrSinskih
koncentracijah C1-Cl (slika 13c). Poleg tega je najvi§ja uporabljena koncentracija C1-Cl (40
uM) popolnoma blokirala MPMP (slika 13b). Med proucevanimi koncentracijami nismo

ugotovili znacilnih sprememb v razpolovnem ¢asu MPMP (ni prikazano). Rezultati so pokazali,
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da je amplituda MPMP pri 5-uM koncentraciji kompleksa C1-Cl zmanjSana za priblizno 45 %,

vendar frekvenca MPMP ni bistveno spremenjena pri tem.
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Slika 13: Vpliv kompleksa C1-Cl na amplitudo in frekvenco MPMP povrsinskih skeletnih misi¢nih vlaken
hemidiafragem miSi. (a) prikazuje reprezentativne zapise MPMP, posnete po 60-minutni izpostavljenosti
hemidiafragem kontrolnim pogojem (0,105-odstotni (v/v) EtOH) in razli¢cnim koncentracijam kompleksa C1-Cl
(5 in 10 pM). (b) prikazuje amplitudo MPMP po 60-minutni izpostavljenosti hemidiafragem kontrolnim pogojem
C1-Cl popolnoma zavrl MPMP. (c¢) prikazuje frekvenco MPMP po 60-minutni izpostavljenosti hemidiafragem
kontrolnim pogojem (0,105-odstotni (v/v) EtOH) in razlicnim koncentracijam kompleksa C1-Cl. Grafikoni
kvartilov oznacujejo srednje vrednosti podatkov (mediane), pridobljene iz 4-8 razli¢nih hemidiafragem (n = 7-10
vlaken vsake hemidiafragme). Njihovi interkvartilni razmiki skupaj z ro¢aji in osamelci pa prikazujejo celoten

obseg podatkov. * oznacuje znacilno razliko (p < 0,05) v primerjavi s kontrolo.
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Figure 13: Effects of C1-Cl on the MEPP amplitude and frequency in the muscle fibres of isolated mouse
hemidiaphragm. (a) MEPP traces recorded under control conditions (0.105 % (v/v) EtOH) and after the indicated
concentrations of C1-Cl applied for 60 min. (b) MEPP amplitude recorded from mouse hemidiaphragms exposed
for 60 min to control conditions (0.105 % (v/v) EtOH) and different C1-Cl concentrations. At 40 pM, C1-Cl
completely blocked MEPPs. (c) MEPP frequency in the same preparations exposed for 60 min to control conditions
(0.105 % (v/v) EtOH) and different C1-Cl concentrations. Box plots indicate the median values of the data obtained
from 4-8 different hemidiaphragms (n = 7-10 fibres from each), as well as its IQR, with whiskers showing the

entire range of data, and all outliers. *p <0.05 versus control.
4.4.2 Vpliv C1 na membranske potenciale skeletnih miSi¢nih vlaken

Za zanesljivejSo izkljucitev vpliva najvi§je uporabljene koncentracije C1 (120 pM) na
zivéno-misicni prenos v misjih hemidiafragmah smo dodatno izvedli Se meritve r'Vm, PMP in

MPMP.

4.4.2.1 C1 ne uinkuje na rVm skeletnih miSi¢nih vlaken

Kompleks C1 pri 120-uM koncentraciji ni spremenil rVm povrSinskih skeletnih misi¢nih
vlaken v podroc¢ju motori¢ne plos¢ice po 30 in 60 minutah (slika 14). Povpre¢na vrednost rVm
pri kontrolnih pogojih je bila —64,49 (IQR: 68,19—-61,96) mV (tj. v €asu ni¢, tik pred aplikacijo
C1-Cl), —66,13 (IQR: 70,44—62,60) po 30-minutni izpostavljenosti in —66,63 (IQR: 69,57—

ey
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Slika 14: Casovno odvisen u¢inek 120-uM kompleksa C1 na mirovni membranski potencial (rVm)
0,104-odstotni (v/v) koncentraciji DMSO in najvisji koncentraciji kompleksa C1. Meritve so bile izvedene pred
aplikacijo (¢as 0), 30 in 60 minut po aplikaciji najvi§je koncentracije kompleksa C1 ali 0,104-odstotni (v/v)
koncentraciji DMSO in 15 minut po zamenjavi medija v kopeli s standardno K-R raztopino. Grafikoni kvartilov
oznacujejo mediano, izraCunano z analizo meritev, pridobljenih iz tirih razli¢nih hemidiafragem (n = 7-10 vlaken
vsake hemidiafragme). Njihovi interkvartilni razmiki skupaj z rocaji in osamelci pa prikazujejo celoten obseg

podatkov.

Figure 14: Time-dependent effect of 120 pM C1 on the resting membrane potential (rVm) of mouse
hemidiaphragm fibres. The neuromuscular preparations were exposed to 0.104 % (v/v) DMSO concentration
and highest C1 concentration. Measurements were performed before (time 0), 30 and 60 min after application of
highest C1 concentration or 0.104 % (v/v) DMSO concentration, and after washing the preparation with standard
Krebs-Ringer physiological solution for about 15 min. Box plots indicate the median values of the data obtained
from 4 different hemidiaphragms (n = 7-10 fibres from each), as well as its IQR, with whiskers showing the entire

range of data, and all outliers.
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4.4.2.2 C1 zmanjsa amplitudo MPMP, vendar ne vpliva na amplitudo PMP

Elektrofizioloski zapisi PMP in MPMP povrsinskih skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragme
misi, izpostavljenih 120-uM koncentraciji kompleksa C1 60 minut, so pokazali, da C1 znacilno
zmanjSa amplitudo MPMP po 30 in 60 minutah (sliki 16 a in b), vendar ne vpliva znac¢ilno na
amplitudo PMP v 60 minutah po aplikaciji (slika 15). Poleg tega smo ugotovili znacilno
zmanjSanje razpolovnega ¢asa PMP in MPMP pri 120-uM koncentraciji kompleksa C1 pri

60 minutni izpostavljenosti (ni prikazano).
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Slika 15: Casovno odvisen u¢inek 120-uM koncentracije kompleksa C1 na amplitudo potenciala motori¢ne
plos¢ice (PMP) povriinskih skeletnih mii¢nih vlaken hemidiafragem misi. Zivéno-misi¢ni preparati so bili
izpostavljeni 0,104-odstotni (v/v) koncentraciji DMSO in najvisji koncentraciji kompleksa C1. Meritve so bile
izvedene pred aplikacijo (¢as 0), 30 in 60 minut po aplikaciji najviSje koncentracije kompleksa CI1 ali
0,104-odstotne (v/v) koncentracije DMSO in 15 minut po zamenjavi medija v kopeli s standardno K-R raztopino.
Grafikoni kvartilov oznacujejo mediano, izraCunano iz meritev, dobljenih z analizo iz Stirih razli¢nih
hemidiafragem (n = 7-10 vlaken vsake hemidiafragme). Njihovi interkvartilni razmiki skupaj z rocaji in osamelci

pa prikazujejo celoten obseg podatkov.
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Figure 15: Time-dependent effect of 120 pM C1 on the amplitude of end-plate potential of isolated mouse
hemidiaphragm fibres. The neuromuscular preparations were exposed to 0.104 % (v/v) DMSO concentration
and the highest C1 concentration. Measurements were performed before (time 0), 30 and 60 min after application
of the highest C1 concentration or 0.104 % (v/v) DMSO concentration, and after washing the preparation with
standard Krebs-Ringer physiological solution for about 15 min. Box plots show the median values of the data
obtained from 4 different hemidiaphragms (n = 7-10 fibres from each), as well as its IQR, with whiskers showing

the entire range of data, and all outliers.
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Slika 16: Vpliv kompleksa C1 na amplitudo MPMP povrSinskih skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem
miSi. (a) prikazuje reprezentativna zapisa MPMP, posneta po 60-minutni izpostavljenosti hemidiafragem
kontrolnim pogojem (0,104-odstotni (v/v) DMSO) in najvisji koncentraciji kompleksa C1. (b) prikazuje ¢asovno
odvisen ucinek 0,104-odstotnega (v/v) DMSO in 120-uM koncentracije kompleksa C1 na amplitudo MPMP
povrsinskih skeletnih misi¢nih vlaken hemidiafragem mi$i. Meritve so bile izvedene pred aplikacijo (¢as 0), 30
in 60 minut po aplikaciji 0,104-odstotnega (v/v) DMSO ali najvis§je koncentracije kompleksa C1 in po zamenjavi
medija v kopeli s standardno K-R raztopino. Grafikoni kvartilov oznacujejo mediano, pridobljeno iz rezultatov
analize Stirih razlicnih hemidiafragem (n = 7-10 vlaken vsake hemidiafragme). Njihovi interkvartilni razmiki
skupaj z rocaji in osamelci prikazujejo celoten obseg podatkov. * oznacuje znacilno razliko (p < 0,05) v
primerjavi s kontrolo v enakem ¢asovnem obdobju; ** oznacuje znacilno razliko (p < 0,05) v primerjavi z

meritvijo pred aplikacijo kompleksa (Cas 0).

Figure 16: Effect of C1 on the amplitude of miniature end-plate potential of isolated mouse hemidiaphragm
fibres. (a) MEPP traces recorded under control conditions (0.104 % (v/v) DMSO) and after the highest
concentration of C1 applied for 60 min. (b) Time-dependent effect of 0.104 % (v/v) DMSO and 120 uM C1 on
amplitude of miniature end-plate potential of isolated mouse hemidiaphragm fibres. Measurements were
performed before (time 0), 30 and 60 min after application of the highest C1 concentration or 0.104 % (v/v) DMSO
concentration, and after washing the preparation with standard Krebs-Ringer physiological solution for about 15

min. Box plots indicate the median values of the data obtained from 4 different hemidiaphragms (n = 7-10 fibres
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from each), as well as its IQR, with whiskers showing the entire range of data, and all outliers. *p <0.05 versus

control; **p <0.05 versus time 0.
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4.5 ElektrofizioloSke meritve na oocitih Xenopus laevis z vgrajenimi nAChR iz

navadnega elektri¢nega skata

Kompleks C1-CI pri uporabljenih koncentracijah (0,001, 0,01, 0,1, 0,5, 1, 10 in 50 uM) ni
vplival na prevodnost membrane v mirovanju in membranski potencial oocitov Xenopus laevis
z vgrajenimi nAChR iz navadnega elektricnega skata (miSi¢ni tip). Potrdili pa smo
koncentracijsko odvisno povratno inhibicijo ionskega toka, povzrocenega z ACh ob dodatku
meSanice 50 uM ACh in razli¢nih koncentracij kompleksa C1-Cl pri vrednosti vzdrzevanega
membranskega potenciala —60 mV (sliki 17a in b). Zapisi tokov, ki jih povzro¢a ACh pred in
med aplikacijo ter po aplikaciji 0,5-uM koncentracije kompleksa C1-Cl, so prikazani na sliki
17a. Vrednosti ICso in ny za inhibicijo toka prek nAChR iz navadnega elektri¢nega skata sta
bili dologeni na podlagi sigmoidnih nelinearnih regresij preko podatkovnih tock (r*> = 1,017).
Vrednost ICso je znasala 0,332 uM (interval zaupanja (95 % 1Z) = 0,208-0,529 uM) (slika 17b),
vrednost ny pa 1,02 (95 % IZ = 0,645-1,54). Hillov koeficient inhibicije toka kaze na

stehiometrijo interakcije 1 : 1 med nAChR iz navadnega elektri¢nega skata in C1-Cl.
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Slika 17: Zaviralni u¢inek razli¢nih koncentracij kompleksa C1-Cl (50, 10, 1, 0,5, 0,1, 0,01 in 0,001 pM) na
ionski tok skozi nAChR iz navadnega elektri¢nega skata, vgrajene v membrano oocitov Zab Xenopus laevis.
A) prikazuje primer zapisa ionskega toka, izzvanega po treh aplikacijah 50 uM ACh, ionski tok po perfuziji oocitov
z 0,5-uM kompleksom C1-Cl, ionski tok po perfuziji oocitov z 0,5-uM kompleksom C1-Cl skupaj s 50 pM ACh
in po 150-sekundnem spiranju kompleksa ter ponovni aplikaciji 50 uM ACh. B) prikazuje krivuljo inhibicije
ionskega toka skozi nAChR iz navadnega elektricnega skata, izzvanega s 50 uM ACh ob prisotnosti razli¢nih
koncentracij kompleksa C1-Cl (50, 10, 1, 0,5, 0,1, 0,01 in 0,001 uM) in po spiranju. Tokovi, izzvani z ACh ob
prisotnosti razli¢nih koncentracij C1-Cl, so izrazeni kot odstotek njihove povpreéne zacetne vrednosti, registrirane
brez prisotnosti C1-Cl. Vsaka vrednost ponazarja srednjo vrednost = S.E. maksimalne amplitude tokov,
pridobljenih z meritvijo na 3-5 razliénih oocitih Zab Xenopus laevis z vgrajenimi nAChR iz navadnega
elektricnega skata. Vrednosti ICsg in ng za inhibicijo toka skozi nAChR sta bili doloceni iz sigmoidnih nelinearnih
regresij krivulj (r* = 0,933). Vrednost ICso je znaSala 0,332 pM (interval zaupanja (95 % 1Z = 0,208-0,529 uM),
vrednost ny pa 1,02 (95 % 1Z = 0,645-1,54).

Figure 17: Antagonistic effects of different C1-Cl concentrations (50, 10, 1, 0.5, 0.1, 0.01 and 0.001 pM) in
Xenopus laevis oocytes microtransplanted with Torpedo membranes containing nAChR incorporated into
their membranes. (A) Examples of ion currents after three applications of 50 uM ACh, during the action of 0.5
pM C1-Cl, during the action of 0.5 uM C1-Cl with 50 pM ACh, and after 150 s washout of C1-Cl and application
of 50 uM ACh. (B) Concentration-dependent inhibition of ACh-evoked currents by C1-Cl in oocytes having
incorporated the Torpedo nAChR. Amplitudes of the ACh current peak, recorded at a holding membrane potential
of =60 mV in the presence of C1-Cl were normalized to control currents. Each point represents the mean + S. E.
of data obtained from 3 to 5 different Xenopus laevis oocytes having incorporated Torpedo nAChR. ICso and ng
values, determined from typical sigmoid nonlinear regressions through the data points (r> = 0.933). ICso were 0.332

uM (95 % CI = 0.208-0.529 uM) and ny 1.02 (95 % CI = 0.645—1.54), respectively.
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5 RAZPRAVA

Literatura za rutenijeve komplekse opisuje Stevilne razlicne potencialne bioloske ucinke, od
protitumorskega, protibakterijskega, protivirusnega, protiparazitnega, protiglivicnega in vse do
imunosupresivnega delovanja (Bastos in sod., 1998; Cetinkaya in sod., 1999; Costa in sod.,
2017; Alessio in Messori, 2019; Munteanu in Uivarosi, 2021). Zavirajo tudi razlicne
medicinsko pomembne encime, med katerimi so tudi holinesteraze (Dwyer in sod., 1952;
Trobec in sod., 2021). V raziskavi smo proucevali organorutenijeve(Il) arenske komplekse.
Njihove fizikalno-kemicne lastnosti in posledi¢no bioloske lastnosti so odvisne od ligandov na
mestih X, Y in Z (slika 1) (Trobec in sod., 2021; Yousufin sod., 2021). Arenski ligandi vplivajo
na elektronsko porazdelitev kompleksa ter povecajo njegovo hidrofobnost, pri cemer
elektronska porazdelitev vpliva na stabilnost kompleksa, hidrofobnost pa olajsa prehod skozi
lipidne membrane (Zeng in sod., 2017). Tridimenzionalna zgradba in dobro prileganje
kompleksov v aktivna mesta encimov pa vplivata na njihovo selektivno delovanje (Kladnik,
2021). Namen naSe raziskave je bil identificirati nove organorutenijeve(Il) arenske komplekse
z ucinkovito antiholinesterazno aktivnostjo, saj je bila predhodno pri nekaterih kompleksih iz
omenjene skupine ugotovljena ucinkovita antiholinesterazna aktivnost (Ristovski in sod.,
2018). Poleg tega smo v nadaljevanju Zeleli prouciti njihov morebitni vpliv oziroma interakcijo
s holinergi¢nim sistemom sesalcev, s tem pa posledi¢no ovrednotiti njihov potencial kot novih
antiholinesteraznih ucinkovin. Zaviralci holinesteraz se Se vedno uporabljajo kot primarne
terapevtske u€inkovine za simptomatsko zdravljenje Stevilnih nevroloSkih in degenerativnih
stanj, ki so povezana s funkcionalnimi motnjami holinergi¢nega sistema, kot so Alzheimerjeva
bolezen, miastenija gravis, glavkom, Parkinsonova demenca in travmatska poskodba mozganov
(Giacobini, 2004; Moodie in sod., 2019). Ob uporabi zaviralcev holinesteraz se lahko poleg
zelenih u¢inkov pojavijo tudi neZeleni oziroma stranski ucinki. Ti so lahko posledica aktivacije
mAChR v osrednjem Zivénem sistemu, meSane osrednje in periferne aktivacije mAChR,
periferne aktivacije mAChR in/ali ¢ezmerne stimulacije/zaviranja nAChR v Zivéno-miSi¢nem
stiku (Gauthier, 2001). Za nekatere do zdaj ugotovljene snovi z zaviralnim u¢inkom na AChE
je bilo opisano dvojno delovanje, in sicer da poleg AChE zavirajo tudi delovanje nAChR v
Zivéno-misi¢nem sistemu in s tem povzrocijo paralizo skeletnih miSi¢nih vlaken (Okonjo in

sod., 1991; Grandi¢ in Frangez, 2014).

V raziskavi smo biokemi¢no ovrednotili zaviralno aktivnost pripravljene knjiznice
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organorutenijevih(Il) arenskih kompleksov, prekurzorjev in ligandov na holinesteraze in/ali
GST sesalcev. Med proucevanimi kompleksi smo identificirali komplekse, ki 1) zavirajo
holinesteraze; ii) selektivno zavirajo BChE; iii) zavirajo holinesteraze in GST in iv) selektivno
zavirajo GST (tabeli 3 in 4). Za nekatere komplekse smo ugotovili antiholinesterazno aktivnost

v farmakolosko zanimivih nizkih mikromolarnih koncentracijah (Soukup in sod., 2017).

Za nadaljnja predklinicna preizkusanja smo identificirali pet potencialno zanimivih
organorutenijevih(Il) arenskih kompleksov z ucinkovito antiholinesterazno aktivnostjo (C1,
C1-Cl, C5, C6 in C11). Ugotovili smo, da Br™ (C5) in I' (C6), analoga kompleksa Cla (CI")
(Ristovski in sod., 2018; Trobec in sod., 2021), zavirata aktivnost holinesteraz pri skoraj enakih,
farmakoloSko zanimivih nizkih mikromolarnih koncentracijah. Poleg tega lahko v kompleksih
zaradi zamenjave Br™ ali I v zunajceli¢nih fizioloskih tkivnih teko€inah s CI" (Wang in sod.,
2005) zaradi visoke koncentracije Cl” (~ 100 mM) nastane popolnoma enak organorutenijev(II)
arenski kompleks, ucinke katerega smo predhodno Ze opisali (Ristovski in sod., 2018). Zato
smo se odlocili prouciti vpliv dveh organorutenijevih(Il) arenskih kompleksov na holinergi¢ni
zivéni sistem sesalcev, in sicer kompleksov C1 in C1-Cl. Omenjena kompleksa sta imela
ugotovljeno holinesterazno zaviralno aktivnost v nizkem, mikromolarnem obmocju. S poskusi
in vitro je bilo ugotovljeno, da kompleks C1-Cl zavira delovanje holinesteraz z vrednostjo ICsq
26,2 uM za eeAChE, 24,2 uM za hrAChE in 16,1 uM za hsBChE (tabela 3) (Ristovski in sod.,
2018; Trobec in sod., 2020). Ugotovili smo tudi, da kompleks C1-Cl kompetitivno povratno
zavira vse uporabljene holinesterazne encime, kar kaZe na vpliv kompleksa na aktivno mesto
encima znotraj zepa (slika 5). Poleg tega je bila v poskusih inhibicije encimov ugotovljena tudi
mocna zaviralna aktivnosti njegovega liganda nitrofena (L3), ki je pri eeAChE in hsBChE imel
celo boljSo zaviralno aktivnost od proucevanega kompleksa, vendar v nasprotju z njim ligand
ni topen v fizioloskih pogojih. Ta rezultat Se dodatno podkrepi teorijo o pomembnem vplivu
liganda na zaviralno aktivnost kompleksa (Barry in Sadler, 2014; Yousufin sod., 2021). Zaradi
prisotnosti holinergi¢nih komponent v perifernem Zivéno-miSi¢nem sistemu in njihovega
pomena za normalno funkcijo tega smo Zeleli ugotoviti, ali kompleks C1-Cl v koncentracijah,
ki zavirajo hrAChE v pogojih in vitro vpliva na funkcijo perifernega Zivéno-misi¢nega sistema.
Da bi ugotovili vplive kompleksa C1-Cl na funkcijo perifernega zivéno-misi¢nega sistema, smo
naprej opravili poskuse, s katerimi smo proucili vpliv razli¢nih koncentracij (5, 10, 20, 25 in

40 uM) na fiziologijo krcenja skeletne miSice na preparatih izoliranih hemidiafragem misi.
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Proucevali smo vpliv kompleksa na posredno in neposredno izzvano enostavno in tetanicno
kontrakcijo. Znano je, da nekatere snovi, ki zavirajo holinesteraze, lahko poleg tega delujejo
tudi kot antagonisti nAChR v perifernem zivéno-misSi¢nem sistemu in tako povzrocijo ohlapno
paralizo skeletnih miSi¢nih vlaken. Ugotovili smo, da kompleks C1-Cl v odvisnosti od
koncentracije znac¢ilno zmanjSa amplitudo posredno izzvane enostavne in tetanicne kontrakcije
(sliki 7d in e), vrednost ICso za posredno izzvano enostavno misi¢no kontrakcijo je znasala
19,44 + 1,05 uM, za posredno izzvano tetani¢no kontrakcijo pa 9,68 + 1,14 uM. Ob tem nismo
ugotovili znac¢ilnega vpliva na amplitudo neposredno izzvane enostavne in tetanicne misicne
kontrakcije. Ne glede na koncentracijo C1-Cl prav tako nismo ugotovili povecanja misicne
tenzije v mirovanju, kar bi nakazovalo miotoksi¢ni uc¢inek kompleksa. Oba rezultata potrjujeta,
da CI-Cl verjetno ne vpliva neposredno na elektricne in mehanske dogodke, ki pripeljejo do
kréenja misi¢nega vlakna. Ce bi bila AChE v motoriéni plo$¢ici mo&no zavrta, bi pri posredno
izzvani enostavni kontrakciji zaznali povecanje njene amplitude. Visokofrekvenéna stimulacija
motori¢nega zivca pa bi pri posredno izzvani tetani¢ni kontrakciji in kopic¢enju ACh v sinapti¢ni
Spranji vodila v depolarizacijski blok, kot je bilo ugotovljeno pri neostigminu, kompetitivnem
zaviralcu AChE (Katz in Miledi, 1973; Chang in sod., 1986). 3-uM koncentracija neostigmina
(znanega zaviralca AChE) zavre 96 % aktivnosti AChE v motori¢ni ploS¢ici miSje
hemidiafragme (Minic in sod., 2003). Iz navedenega je mogoce sklepati, da C1-Cl v
koncentracijah, vis§jih od 5 uM, ne zavira AChE v motori¢ni plos¢ici, temveC najverjetneje
zavre nAChR, prisotne v motori¢ni plos¢ici. U¢inek je najbolj opazen pri najvi§ji proucevani
koncentraciji. Pri vseh proucevanih koncentracijah je ucinek povraten, saj amplituda
kontrakcije po zamenjavi medija v kopeli s K-R raztopino povrne na zacetno raven, poleg tega
smo povratni u¢inek dokazali tudi z aplikacijo 3 uM neostigmina po nastanku delnega bloka
amplitude kontrakcije z 20-uM koncentracijo kompleksa C1-Cl (slika 8C), kar kaZe, da je

mehanizem kompetitiven.

Dodaten dokaz, da kompleks C1-Cl deluje na posinapticne nAChR miSi¢nega tipa, je tudi
povratni u¢inek 300 uM 3,4-DAP po ugotovljenem Zivéno-misSi¢énem bloku, ki je bil povzrocen
z 20-uM koncentracijo kompleksa C1-Cl (slika 8D). 3,4-DAP je dobro znan zaviralec
presinapticnih napetostno odvisnih kalijevih kanalov (Kv3 in Kv4), ki podaljSa trajanje
akcijskega potenciala, s ¢imer poveda tok Ca®" v Zivéne konéi¢e in spros¢anje ACh iz

motori¢nih konc¢i¢ev. ACh tako skupaj z antagonistom nAChR tekmuje za vezavna mesta na
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nAChR. Povecana koncentracija ACh v sinapti¢ni Spranji tako prepreci zaviralni ucinek
povratnega antagonista na AChR miSicnega tipa. (Molgo in sod., 1980; Molgo in sod., 1985;
Hong in Chang, 1990). Nenazadnje pri proucevanih koncentracijah kompleksa nismo ugotovili
miotoksi¢nega vpliva, ki bi se izrazal s poveCanjem bazalne miSi¢ne tenzije (kontrakturo)
(Harvey in sod., 1994). Na podlagi integracije rezultatov izometricne misi¢ne kontrakcije je
mogoce sklepati, da C1-Cl v odvisnosti od koncentracije najverjetneje zavira delovanje
posinapticnih nAChR miSi¢nega tipa, saj povratno zmanj$a amplitudo izometricne miSi¢ne
kontrakcije. Za natan¢nejSo mehanisti¢no opredelitev u¢inkov kompleksa C1-Cl na periferni
tudi njegov vpliv na elektrofizioloske parametre membranskih potencialov: rVm, PMP in
MPMP. Analizirali smo amplitudo vseh potencialov, razpolovni ¢as padajo¢e faze PMP in
MPMP ter frekvenco MPMP, da bi lazje pojasnili vpliv in mehanizem antagonisti¢nega
delovanja C1-Cl. Analiza rezultatov meritev rVm skeletnih misi¢nih vlaken je pokazala, da
kompleks C1-Cl ne vpliva na rVm skeletnih misi¢nih vlaken v odvisnosti od uporabljene
koncentracije in ¢asa izpostavljenosti (slika 11). Domnevo o zaviralnem ucinku koncentracij
C1-Cl na nAChR v motori¢ni plos¢ici smo podprli z meritvami amplitud in razpolovnega Casa
padajoce faze PMP in MPMP. Ugotovili smo, da kompleks pri vseh koncentracijah (5, 10, 20,
25 in 40 uM) v odvisnosti od Casa izpostavljenosti znacilno zniza amplitudo (sliki 12a in b) in
skrajSa razpolovni ¢as padajoce faze PMP (ni prikazano). Vrednost ICso za amplitudo PMP je
znaSala 7,61 £ 1,04 uM (slika 12b) in se razlikuje od vrednosti za posredno izzvano enostavno
misicno kontrakcijo (19,44 uM) (slika 7d), saj je lahko povezana z varnostnim pragom za
zivéno-misicni prenos (Wood in Slater, 2001). Po zamenjavi medija v kopeli s K-R raztopino
se amplituda PMP popolnoma povrne na raven negativne kontrole pri 5-uM koncentraciji
kompleksa C1-Cl, pri drugih koncentracijah pa se po zamenjavi medija v kopeli s K-R raztopino
poveca, vendar se ne povirne popolnoma na raven negativne kontrole, kar potrjuje poCasen
povratni u¢inek. Amplituda PMP progresivno pada, kar posledi¢no privede do zmanjsanja
amplitude izometri¢ne kontrakcije, to je razvidno s slike 7. Poleg Ze opisanih elektrofizioloskih
parametrov skeletnih miSi¢nih vlaken smo z rezultati meritev MPMP, podobno kot pri PMP,
pri vseh uporabljenih koncentracijah ugotovili znacilno zmanjSanje amplitude MPMP v
odvisnosti od ¢asa (sliki 13a in b). Pri 40-uM koncentraciji kompleksa C1-Cl 30 in 60 minut po
aplikaciji pa smo ugotovili odsotnost MPMP. Pri vseh uporabljenih koncentracijah kompleksa

smo opazili tudi znacilno skrajSanje razpolovnega ¢asa padajoce faze MPMP v odvisnosti od
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¢asa (ni prikazano). Po zamenjavi medija v kopeli s K-R raztopino se amplituda MPMP poveca,
vendar se tako kot pri PMP ne povrne popolnoma na raven negativne kontrole, kar prav tako
potrjuje pocasen povratni ucinek. Ugotovili smo tudi znacilno znizanje frekvence MPMP pri
vseh koncentracijah kompleksa C1-Cl razen pri 5-uM koncentracije kompleksa (slika 13c¢). Pri
tej koncentraciji kompleksa smo ugotovili, da se amplituda MPMP zmanjsa za priblizno 45 %,
vendar pri tem frekvenca MPMP ni bistveno spremenjena (sliki 13a in b). Po zamenjavi medija
v kopeli s K-R raztopino se frekvenca MPMP popolnoma povrne oziroma celo preseze raven
negativne kontrole. ZmanjSanje amplitude in skrajSanje razpolovnega Casa padajoce faze PMP
in MPMP potrjuje zaviralni ucinek kompleksa na nAChR, saj zaviralci nAChR zmanjSajo
amplitudo in skraj$ajo razpolovni ¢as padajoCe faze PMP (Magleby in sod., 1981). Zaviralci
AChHE v nasprotju z naSim primerom uc¢inkujejo ravno obratno ter povzroc¢ijo dvig amplitude
in podaljSanje razpolovnega ¢asa padajoce faze PMP in MPMP (Kuba in Tomita, 1971; Ros in
sod., 2001). Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da C1-Cl zmanjsa Stevilo razpolozljivih nAChR
miSi¢nega tipa na posinapti¢ni membrani. Za neposredno potrditev zaviralnega delovanja C1-Cl
na mi$icni tip nAChR smo izvedli poskuse na oocitih zabe Xenopus laevis, ki so v svoji
Ugotovili smo, da C1-Cl ucinkovito zavre ionski tok skozi miSi¢ni tip nAChR, kar potrjuje
zaviralni ucinek kompleksa na nAChR (sliki 17A in B). Med opisanimi mehanizmi
antagonisticnega delovanja na nAChR je v naSem primeru najverjetnejSi mehanizem
kompetitiven, saj v odvisnosti od koncentracije kompetitivno preprec¢i vezavo ACh na nAChR,
kot je bilo ugotovljeno za nizke koncentracije d-tubokurarina (Adams, 1976; Bowman, 2006;
Rozman in sod., 2010). Vrednost ICso za nAChR iz navadnega elektricnega skata znasa 0,332
UM (slika 17B) ter je niZja kot vrednosti ICso pri meritvah miSi¢ne kontrakcije in PMP, kar
potrjuje moznost, da ima kompleks vecjo afiniteto za vezavo na nAChR iz navadnega
elektricnega skata kot za vezavo na misje nAChR miSi¢nega tipa. Iz koncentracijsko odvisne
krivulje za kompleks smo izra¢unali Hillov koeficient za nAChR navadnega elektri¢nega skata,
ki znasa 1,02. To pomeni, da se C1-Cl na nAChR veze v molekulskem razmerju~ 1 : 1 in ne

vpliva na nAChR alosteri¢no.

Iz vseh dobljenih rezultatov lahko povzamemo, da CI1-Cl v nizkih mikromolarnih
koncentracijah: 1) zmanjSa amplitudo prek zivca izzvane kontrakcije; ii) nima ucinka na

neposredno izzvano izometri¢no enostavno in tetani¢no kontrakcijo; iii) ni miotoksicen), iv)
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zniza amplitudo MPMP in PMP, nima pa ucinka na rVm; v) deluje kot pocasi disociirajoci
kompetitivni antagonist nAChR miSi¢nega tipa. Zaradi tega je kompleks C1-Cl zanimiv za
nadaljnja predklini¢na testiranja kot nov nedepolarizirajo¢ periferni miorelaksant za

potencialno uporabo v veterinarski in humani medicini.

V zadnjem delu raziskave smo izvedli biokemi¢no in elektrofizioloSko karakterizacijo
kompleksa C1. Izbrani kompleks ni zaviral AChE (eeAChE ali hrAChE), temvec je selektivno
zaviral BChE (hsBChE) z vrednostjo ICs0 2,88 uM (tabela 3). Ugotovili smo tudi, da kompleks
C1 kompetitivno povratno zavre encim hsBChE (slika 6), kar potrjuje vezavo kompleksa v
aktivno mesto encima znotraj zepa. Pri vkljucitvi hsBChE v raziskavo kot modelnega encima
za encime BChE smo upostevali dosedanja dognanja, da encim hsBChE, ki si s hBChE deli
90-odstotno identicnost aminokislinskega zaporedja, zagotavlja dober model c¢loveskega
encima v toksikoloskih in farmakoloskih testiranjih, zlasti zaradi svoje komercialne
dostopnosti, podobnih biokemic¢nih in biofizikalnih lastnosti ter strukturne podobnosti s
¢loveskim encimom. Ob ugotovitvi selektivnega delovanja na hsBChE smo Zeleli preveriti tudi
zaviralno aktivnost kompleksa C1 za ¢loveski in pasji encim, vendar taki encimi na trziS¢u niso
komercialno dostopni. hABChE smo pozneje prejeli kot darilo, zaviralno aktivnost kompleksa za
pasji encim pa smo preverili ob dodatku pasjega seruma. Z izvedbo poskusov inhibicije
encimov smo ugotovili, da kompleks v farmacevtsko zanimivem koncentracijskem obmocju
slabo zavira aktivnosti hBChE (ICso = 144,2 uM) in ne zavira aktivnosti dsBChE v
preizkuSenem koncentracijskem obmocju. Ligand L2 ni zaviral aktivnosti uporabljenih
encimov, medtem ko meritev zaviralne aktivnosti zaradi obarvanja ob stiku s substratom pri
ligandu L1 ni bilo mogoce izvesti (tabela 3). 1z rezultatov biokemicne karakterizacije smo
ugotovili, da je vrednost ICso kompleksa C1 ~ 50-krat niZja za hsBChE v primerjavi s hBChE,
in s tem tudi ovrgli sploSno prepri¢anje, vsaj za testirani kompleks C1, da je hsBChE dober
model cCloveskega encima. NajverjetnejSi vzrok za nastalo razliko je primarna struktura
hsBChE, ki se od ¢loveske razlikuje v petnajstih aminokislinskih ostankih (Kovarik in Simeon-
Rudolf, 2004; Bosak in sod., 2008). Za natan¢no pojasnitev vzroka bi bilo v prihodnosti treba
uporabiti tehniko molekulskega modeliranja. Zato lahko sklepamo, da testiranje na hsBChE ne

zagotavlja nujno zanesljive osnove za toksikoloske in farmakoloske raziskave pri ljudeh.

Biokemi¢ni karakterizaciji je sledila elektrofizioloSka karakterizacija izbranega kompleksa.

Znano je, da BChE ne vpliva na trajanje delovanja ACh na posinaptiéno membrano. Iz ¢esar je
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razvidno, da BChE ne deluje samo kot rezerva za AChE. Ugotovljeno je bilo, da zaviralci BChE
zmanjSajo sproS¢anje ACh v sinapti¢no Spranjo, kar potrjuje, da je BChE vkljuena v
modulacijo presinapticnega procesa sprosc¢anja ACh in ima lahko konstitutivno fiziolosko
vlogo (Minic in sod., 2003). Za proucitev nezelenih vplivov (zmanjSano presinapticno
spros€anje ACh, zavrtje AChE in/ali nAChR in citotoksi¢no delovanje) kompleksa v
suprafarmakoloskih koncentracijah (30, 60, 90 in 120 pM) na fiziologijo kréenja skeletne
miSice smo izvedli meritve posredno in neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne misicne
kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi s pripadajo¢im frenicnim zivcem. Ugotovili smo, da
kompleks CI1, odvisno od Casa izpostavljenosti in koncentracije, znacilno ne vpliva na
amplitudo posredno in neposredno izzvane enostavne in tetanicne kontrakcije (sliki 9 in 10).
uporabljeni koncentraciji najverjetneje ne vpliva na AChE, nAChR in presinapti¢no spro$¢anje
ACh v zivéno-mi§iénem stiku. Ce bi bila AChE v motoriéni plo§&ici zavrta, bi pri posredno
izzvani enostavni misi¢ni kontrakciji zaznali rahlo povecanje amplitude, pri posredno izzvani
UM neostigminu, kompetitivnem zaviralcu AChE (Chang in sod., 1986), ter padec amplitude
posredno izzvane enostavne in tetani¢ne kontrakcije pri zaviralcih nAChR. Prav tako nismo
zaznali povecanja bazalne miSi¢ne tenzije, ki bi potrjevalo potencialno mitotoksi¢no delovanje

proucevanega kompleksa (Harvey in sod., 1994).

Pri prou€evanju vpliva suprafarmakoloskih koncentracij na fiziologijo kréenja hemidifragem
mi§i nismo zaznali znacilnih sprememb, posledicno smo pri proucevanju vpliva na
elektrofizioloSke parametre membranskih potencialov (rVm, PMP in MPMP) uporabili le
vlaken je pokazala, da kompleks C1 v 120-uM koncentraciji ne vpliva na rVm v odvisnosti od
Casa izpostavljenosti (slika 14). Da bi mehanisti¢no izkljucili zaviralni u¢inek 120-pM
koncentracije kompleksa na presinapticno sprosc¢anje ACh, AChE ali nAChR v motori¢ni
ploscici, smo opravili meritve amplitud in razpolovnega ¢asa padajoce faze PMP in MPMP ter
frekvence MPMP. Ugotovili smo, kompleks C1 po 30 in 60 minutah po aplikaciji znacilno
zmanjS$a amplitudo MPMP (slika 16b), vendar ne vpliva na amplitudo PMP (slika 15). Poleg
tega smo pri uporabljeni koncentraciji kompleksa ugotovili tudi znacilno skrajSanje

razpolovnega ¢asa PMP in MPMP. Po zamenjavi medija v kopeli s K-R raztopino se amplituda



98
T. Trobec: Interakcije novih rutenijevih organokovinskih kompleksov s sesalskim holinergi¢nim sistemom.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2022. Doktorska disertacija

MPMP popolnoma povrne na raven negativne kontrole (slika 16b). Poleg tega pri 120-uM
koncentraciji nismo ugotovili znizanja frekvence MPMP, ki je znacilno za zavrtje BChE v
zivéno-misi¢nem stiku (Minic in sod., 2003). ZmanjSanje amplitude in skrajSanje razpolovnega
Casa padajoCe faze MPMP potrjuje potencialni zaviralni ucinek kompleksa na nAChR
miSi¢nega tipa, saj je za zaviralce nAChR znacilno zmanjSanje amplitude in skrajSanje
razpolovnega Casa padajoce faze MPMP (Magleby in sod., 1981). Integrirani rezultati meritev
parametrov misicne kontrakcije in parametrov membranskih potencialov prikazujejo, da
suprafarmakoloSka koncentracija kompleksa (120 uM) ne vpliva pomembno na fiziologijo
kréenja skeletnih misi¢nih vlaken, hkrati pa zelo verjetno ne vpliva niti na spros¢anja ACh iz

konéi¢ev motori¢nih nevronov.
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6 SKLEPI

1. Identificirali smo nove organorutenijeve(Il) arenske komplekse s potentnim zaviralnim

delovanjem na holinesteraze in/ali GST sesalcev in vitro.

2. Kompleks C1-Cl in vitro v farmakolosko zanimivih koncentracijah zavre AChE in ex

vivo kot kompetitivni antagonist nAChR zavre Zivéno-mi$i¢ni prenos.

3. Kompleks C1-Cl je primeren za nadaljnja predklini¢na testiranja kot nov
nedepolarizirajo¢ miorelaksant za potencialno uporabo v veterinarski in humani
medicini.

4. Kompleks C1 in vitro v farmakolosko zanimivih koncentracijah zavira BChE, v zelo
visokih koncentracijah pa ex vivo pomembno ne zavira AChE in nAChR, prisotnih v
Zivéno-misi¢nem stiku.

5. Testiranje proucevanih snovi na konjski BChE zaradi njene cenovne in komercialne
dostopnosti, dobro proucenih biokemic¢nih in biofizikalnih lastnost in strukturne

podobnosti s ¢loveskim encimom ne zagotavlja nujno zanesljive osnove za toksikoloske

in farmakoloske raziskave pri ljudeh.
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7 POVZETEK

Zanimanje za bioloske aktivnosti rutenijevih(Il) arenskih kompleksov se je v zadnjem desetletju
mocno povecalo, saj ti kompleksi lahko vplivajo na delovanje razli¢nih encimov kot
terapevtskih tar¢ pri razlicnih patoloskih stanjih ljudi in/ali zivali. Med drugim je za rutenijeve
komplekse ugotovljeno, da selektivno zavirajo holinesterazne encime. Zaviralci holinesteraz so
ucinkovine, ki upoc¢asnijo oziroma popolnoma ustavijo aktivnost holinesteraznih encimov ter
posledi¢no razgradnjo ACh na acetat in holin, s ¢imer se podaljSa razpolozljivosti in trajanje
delovanja ACh v sinapti¢ni Spranji. Uporabljajo se kot pomembne terapevtske ucinkovine za
simptomatsko zdravljenje razli¢cnih bolezni, povezanih s funkcionalnimi motnjami
holinergi¢nega sistema (Alzheimerjeva bolezen, miastenija gravis, glavkom, Parkinsonovi
bolezni pridruZzena demenca in travmatska poskodba mozganov).

Namen naSe raziskave v okviru doktorske disertacije je bil identificirati organorutenijeve(II)
arenske komplekse z najudinkovitejSo antiholinesterazno aktivnostjo, prouciti njihovo
morebitno interakcijo s holinergi¢nim sistemom sesalcev in ugotoviti njihov potencial kot novih
antiholinesteraznih uc¢inkovin za nadaljnja predklini¢na testiranja.

V prvem delu raziskave smo za identifikacijo novih kompleksov z zaviralnim delovanjem na
holinesteraze in/ali GST sesalcev in vitro uporabili knjiznico, ki je vsebovala 12 novih
organorutenijevih(Il) arenskih kompleksov, dva prekurzorja in devet ligandov. Z uporabo
testov zaviranja holinesteraznih encimov in GST-encimov smo za komplekse, prekurzorja in
ligande dolocili njihove vrednosti ICso in K;. Iz pripravljene knjiZnice smo identificirali
organorutenijeve(ll) arenske komplekse, ki zavirajo: 1) holinesteraze, ii) selektivno zavirajo
BChE, ii1) zavirajo holinesteraze in GST in 1v) selektivno zavirajo GST. Poleg tega smo na
osnovi rezultatov testiranja ovrgli splosno prepricanje, da testiranje na konjski BChE zaradi
njene cenovne in komercialne dostopnosti, dobro proucenih biokemi¢nih in biofizikalnih
lastnost in strukturne podobnosti s cloveskim encimom ne zagotavlja nujno zanesljive osnove
za toksikoloske in farmakoloske raziskave pri ljudeh.

V drugem delu raziskave smo proucili interakcije dveh organorutenijevih(Il) arenskih
kompleksov (C1-Cl in C1) s holinergi¢nim Zivénim sistemom sesalcev. Za kompleks C1-Cl, ki
v zelo nizkih, mikromolarnih koncentracijah kompetitivnho povratno zavre encime eeAChE
(ICso = 26,2 uM), hrAChE (ICso = 24,2 uM) in hsBChE (ICso = 16,1 uM), smo na podlagi

rezultatov elektrofizioloskih poskusov na izoliranih zivéno-miSic¢nih preparatih hemidiafragem
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misi ugotovili, da kompleks C1-Cl v nizkih, mikromolarnih koncentracijah (ICso = 19,44 uM)
povratno zavre posredno izzvano enostavno in tetani¢no izometri¢no kontrakcijo brez vpliva

na neposredno izzvano enostavno in tetanicno izometricno kontrakcijo. Poleg tega smo z

vt w

vt w

so mocno sugestivni v korist selektivnega in kompetitivnega zaviralnega delovanja kompleksa
na posinapticne nAChR misSicnega tipa. Zadnje nam je uspelo potrditi z metodo vpete napetosti
na oocitih Xenopus laevis z vgrajenimi nAChR iz navadnega elektricnega skata, saj smo
ugotovili koncentracijsko odvisno povratno inhibicijo nAChR iz navadnega elektricnega skata
v nanomolarnem obmocju (ICso = 332 nM). Sklepali smo, da kompleks C1-Cl ex vivo s
povratno vezavo na posinapticne nAChR prek nedepolarizirajo¢ega mehanizma zavre Zivéno-
periferni miorelaksant za potencialno uporabo v veterinarski in humani medicini.

Na podlagi rezultatov elektrofizioloSkih poskusov na izoliranih Ziv€éno-miSi¢nih preparatih
hemidiafragem misi smo za kompleks C1, ki v zelo nizkih, mikromolarnih koncentracijah
selektivno kompetitivno povratno zavre delovanje hsBChE (ICso = 2,88 uM, K; = 1,33 uM) in
v mikromolarnem obmocju zavre aktivnost hBChE (ICso = 144,2 uM), ugotovili, da v
uporabljenih koncentracijah (30, 60, 90 in 120 uM) ne vpliva na amplitudo posredno in
neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne izometricne kontrakcije. Poleg tega z meritvami
membranskih potencialov nismo ugotovili vpliva najvisje uporabljene koncentracije kompleksa
C1 (120 uM) na rVm in amplitudo PMP povrSinskih skeletnih miSi¢nih vlaken. Ugotovili smo
le znac¢ilno zmanjSanje amplitude in skrajSanje razpolovnega casa MPMP ter skrajSanje
razpolovnega ¢asa PMP. Razvidno je, da 120-pM koncentracija kompleksa C1 pomembno ne
zavira AChE in nAChR, prisotnih v zivéno-miSi¢nem stiku, s ¢imer ne vpliva na fiziologijo

perifernega Zivéno-miSi¢nega sistema.
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8 SUMMARY

Interest in the biological activities of ruthenium(II) arene complexes has increased in the last
decade because these complexes can affect the activity of various enzymes as therapeutic
targets in various pathological conditions in humans and/or animals. For example, ruthenium
complexes have been described to selectively inhibit cholinesterase enzymes. Cholinesterase
inhibitors are substances that slow down or completely inhibit the activity of cholinesterase
enzymes and the subsequent degradation of acetylcholine into acetate and choline. This
prolongs the availability and duration of action of acetylcholine in the synaptic cleft.
Cholinesterase inhibitors are used as important therapeutic agents for treating the symptoms of
various diseases associated with dysfunction of the cholinergic system (i.e., Alzheimer's
disease, myasthenia gravis, glaucoma, dementia associated with Parkinson's disease, and
traumatic brain injury).

The aim of the dissertation was to identify organoruthenium(Il)arene complexes with the most
effective anticholinesterase activity, to investigate their possible interaction with the
mammalian cholinergic system and to determine their potential as new anticholinesterase
agents for further preclinical testing.

In the first part of the study, we used a library of 12 new organoruthenium(Il) arene complexes,
2 precursors and 9 ligands to identify new complexes with inhibitory activities on mammalian
cholinesterases and/or GSTs in vitro. Using cholinesterase and GST enzyme inhibition assays,
ICso values and K; were determined for the complexes, precursors, and ligands. From the
prepared library, we identified organoruthenium(Il) arene complexes that inhibit 1)
cholinesterases, i1) selectively inhibit BChE, 1iii) inhibit cholinesterases and GST, and 1v)
selectively inhibit GSTs. Moreover, based on the results, we refuted the common belief that
equine BChE does not necessarily provide a reliable basis for toxicological and
pharmacological studies in humans; this conclusion was based on the price and commercial
availability of BChE, its well-studied biochemical and biophysical properties, and its structural
similarity to the human enzyme.

In the second part of the study, we studied the interactions of two organoruthenium(II) arene
complexes (C1-Cl and C1) with the mammalian cholinergic system. For complex C1-Cl, which
competitively and reversibly inhibited the enzymes eeAChE (ICsp =26.2 uM), hrAChE (ICso =
24.2 uM), and hsBChE (ICso = 16.1 uM) at low micromolar concentrations in vitro, we
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performed electrophysiological experiments on isolated mouse neuromuscular preparations and
found that at low micromolar concentrations, complex C1-Cl (ICso = 19.44 uM) reversibly
inhibited nerve-evoked single twitch and tetanic isometric contraction without affecting directly
muscle-elicited single twitch and tetanic isometric muscle contraction. Furthermore, using the
membrane potential measurements of skeletal muscle fibres, we found that the complex reduced
EPP amplitudes (ICso = 7.6 uM) and, depending on the concentration, reduced or completely
blocked MEPPs without any significant change in the rVm of skeletal muscle fibres. The
experimental results suggest that the complex exhibits a selective competitive inhibitory effect
on postsynaptic muscle-type nAChRs. We confirmed this result by utilizing a two-electrode
voltage clamp on Xenopus laevis oocytes with microimplanted Torpedo nAChRs, in which we
found concentration-dependent inhibition of Torpedo nAChRs in the nanomolar range (ICso =
332 nM). We concluded that complex C1-Cl inhibits neuromuscular transmission ex vivo by a
nondepolarizing mechanism through reversible binding to postsynaptic nAChRs and may be
interesting for further preclinical testing as a new nondepolarizing peripheral myorelaxant to
potentially use in veterinary and human medicine.

On the basis of the results of electrophysiological experiments on isolated neuromuscular
preparations of mouse hemidiaphragms, we found that complex CI, which selectively,
competitively, and reversibly inhibits the activity of hsBChE at low, micromolar concentrations
(ICs0 =2.88 uM, K;= 1.33 pM) and in the micromolar range, inhibited the activity of hBChE
(ICso=144.2 uM), had no effect on the amplitudes of nerve-evoked and directly muscle-elicited
single twitch and tetanic isometric contraction at the concentrations used (30, 60, 90, and 120
uM). Furthermore, we observed no effects for the highest concentration of complex C1 (120
uM) on rVm and the amplitudes of EPPs of superficial skeletal muscle fibres by membrane
potential measurements. We found only a characteristic decrease in MEPP amplitude and a
shortened half-decay time of MEPPs and EPPs. It is evident that a 120 pM concentration of
complex C1 does not importantly inhibit the AChE and nAChR present in the neuromuscular

junction and thus has no effect on the physiology of the peripheral neuromuscular system.
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