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Karakterizacija i efekti interakcija atipi¢nog antipsihotika klozapina sa katalazom, alfa-2-
makroglobulinom i fibrinogenom, u simuliranim fizioloSkim uslovima

SAZETAK

Klozapin je atipi¢ni antipsihotik, antagonist, pre svega, dopaminskih i serotonskih receptora,
sa jedinstvenom efikasno$c¢u u terapijski rezistentnoj shizofreniji, ali njegovi plejotropni efekti nisu
u potpunosti razjaSnjeni na molekulskom nivou. Cilj ove disertacije bio je da se, u simuliranim
fizioloskim uslovima, ispita vezivanje klozapina sa katalazom, alfa-2-makroglobulinom i
fibrinogenom — redom, kljuénim proteinima ukljuéenim u antioksidativnu zastitu, regulaciju
proteolize i hemostazu. Vezivanje je prouceno primenom fluorescentne, UV-Vis, CD i FTIR
spektroskopije, analizom termalne stabilnosti proteina, funkcionalnim i oksidativnim testovima, kao
i molekulskim dokingom i simulacijama molekulske dinamike u protein-ligand kompleksima.

Klozapin je sa sva tri proteina krvi formirao nekovalentne komplekse, osrednjih konstanti
vezivanja (1,4 x 107° M™! za katalazu; 0,9 x 107> M™! za alfa-2-makroglobulin; 1,7 x 107 M! za
fibrinogen), ali su posledice vezivanja zavisile od proteinskog partnera. Vezivanje leka za katalazu
bilo je pra¢eno povecanjem termalne stabilnosti proteina, dozno-zavisnim promenama enzimske
aktivnosti i zastitom enzima od oksidativnih oste¢enja izazvanih slobodnim radikalima. Kod alfa-2-
makroglobula, bile su o¢uvane sekundarna i tercijarna struktura proteina, kao i njegova inhibitorna
aktivnost prema tripsinu, dok je prisustvo leka znacajno smanjilo njegovu osetljivost na oksidativna
ostec¢enja. Doking studija je ukazala na periferno vezivanje klozapina, izvan klju¢nih funkcionalnih
domena na alfa-2-makroglobulinu. Pokazano je i da vezivanje klozapina za fibrinogen ne menja
strukturu, niti termalnu stabilnost proteina, ali da usporava trombinom indukovanu polimerizaciju i
dovodi do stvaranja tanjih fibrinskih vlakana u fibrinskom ugrusku, bez promene poroznosti mreze.
Istovremeno je uocen i dozno-zavisan zastitni efekat leka na ovaj protein pri pro-oksidativnim
uslovima sredine.

Rezultati ove disertacije pokazuju da direktne interakcije klozapina sa funkcionalno vaznim
proteinima krvi mogu doprineti efektima njegovog vanreceptorskog delovanja, pri ¢emu njihov ishod
zavisi kako od strukture partnerskog proteina i polozaja vezivnog mesta u kompleksu, tako i od
koncentracije leka i oksidativnog statusa sredine.

Kljuéne reci: klozapin, katalaza, alfa-2-makroglobulin, fibrinogen, protein-ligand interakcije,
spektroskopske metode, molekulski doking, molekulska dinamika, oksidativni stres

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



Characterization and effects of interactions between the atypical antipsychotic clozapine and
catalase, alpha-2-macroglobulin, and fibrinogen under simulated physiological conditions

ABSTRACT

Clozapine is an atypical antipsychotic, an antagonist, first of all, of dopamine and serotonin
receptors, with unique efficacy in therapy-resistant schizophrenia. Still, its pleiotropic effects have
not been fully elucidated at the molecular level. This dissertation aimed to examine, in simulated
physiological conditions, the binding of clozapine to catalase, alpha-2-macroglobulin and fibrinogen
- respectively, key proteins involved in antioxidant protection, regulation of proteolysis and
hemostasis. Binding was studied using fluorescence, UV-Vis, CD, and FTIR spectroscopy; analysis
of protein thermal stability; functional and oxidative tests; and molecular docking and molecular
dynamics simulations in protein-ligand complexes.

Clozapine formed non-covalent complexes with all three blood proteins, with moderate
binding constants (1.4 x 107> M™! for catalase; 0.9 x 10> M™! for alpha-2-macroglobulin; 1.7 x 10°°
M~ for fibrinogen), but the binding consequences depended on the protein partner. The binding of
the drug to catalase was accompanied by an increase in the thermal stability of the protein, dose-
dependent changes in enzyme activity and protection of the enzyme from oxidative damage caused
by free radicals. In the case of alpha-2-macroglobulins, the secondary and tertiary structure of the
protein was preserved, as well as its inhibitory activity towards trypsin. At the same time, the presence
of the drug significantly reduced its sensitivity to oxidative damage. A docking study indicated
peripheral binding of clozapine, outside the key functional domains on alpha-2-macroglobulin. It was
also shown that clozapine binding to fibrinogen does not change the structure or thermal stability of
the protein, but slows thrombin-induced polymerisation and leads to the formation of thinner fibrin
fibres in the fibrin clot, without changing the porosity of the network. At the same time, a dose-
dependent protective effect of the drug on this protein was observed under pro-oxidative
environmental conditions.

The results of this dissertation show that direct interactions of clozapine with functionally
important blood proteins can contribute to the effects of its extrareceptor action, whereby their
outcome depends both on the structure of the partner protein and the position of the binding site in
the complex, as well as on the concentration of the drug and the oxidative status of the environment.

Keywords: clozapine, catalase, alpha-2-macroglobulin, fibrinogen, protein-ligand interactions,
spectroscopy, molecular docking, molecular dynamics, oxidative stress

Scientific field: Chemistry
Subfield: Biochemistry



SKRACENICE I AKRONIMI

5-HT — serotonin, 5-hidroksitriptamin

5-HT2A — serotoninski receptor tipa 2A

a2M — alfa-2-makroglobulin

A.U. — arbitrarne jedinice (engl. Arbitrary Units)

AAPH - 2,2'-azobis(2-amidinopropan)-dihidrohlorid

ANOVA - analiza varijanse

APS — amonijum-persulfat

BAPNA — Na-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilid

BCA — bicinhoninska kiselina

BLC — katalaza iz govede jetre (engl. bovine liver catalase)

CD - cirkularni dihroizam (engl. circular dichroism)

CLZ — klozapin (engl. clozapine)

D2 — dopaminski receptor tipa D2

D3 — dopaminski receptor tipa D3

DMSO — dimetil-sulfoksid

EC — enzimski klasifikacioni broj

ESI-MS - masena spektrometrija sa elektrosprej jonizacijom

FIB — fibrinogen

FRET — Forsterov rezonantni prenos energije

FTIR — infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
GABA — gama-aminobuterna kiselina

HESI — zagrejana elektrosprej jonizacija

HORAC - kapacitet sprecavanja oksidacije hidroksil-radikalima
HPA osa — hipotalamusno-hipofizno-adrenalna osa

HPLC — visokoperformansna tecna hromatografija

IU — internacionalna jedinica

KSV - Stern—Volmerova konstanta gasenja fluorescencije

LRP1 — receptor srodan receptoru za lipoproteine niske gustine 1
MD — molekulska dinamika

MG domeni — makroglobulinu sli¢éni domeni



MM-GBSA - metoda molekulske mehanike sa generalizovanom Bornovom aproksimacijom
povrsine

MM-PBSA — metoda molekulske mehanike sa Poisson-Boltzmannovom aproksimacijom povrsine
MWCO - granica propustljivosti membrane prema molekulskoj masi

NADPH — redukovani nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NaOCI — natrijum-hipohlorit

NMDA — N-metil-D-aspartat

NPT — izotermno-izobarni ansambl u molekulskoj dinamici

NVT - kanonski ansambl u molekulskoj dinamici

ORAC - kapacitet apsorpcije kiseoni¢nih radikala (engl. oxigen radical apsorbtion capacity)
PAGE — elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

PDB — proteinska baza podataka

PDB ID — identifikacioni kod strukture u proteinskoj bazi podataka

QM/MM - kombinacija kvantne i molekulske mehanike

RBD — receptor-vezujuc¢i domen

Rg — radijus ziracije (engl. Radius of giration)

RMSD - srednje kvadratno odstupanje koordinata atoma u odnosu na referentnu strukturu
RMSF — srednje kvadratne fluktuacije aminokiselinskih ostataka

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

SDS — natrijum-dodecil-sulfat

SDS-PAGE - elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum-dodecil-sulfata
SV — Stern—Volmerova analiza

TAARL1- receptor vezan za amine u tragovima 1

TBS — Tris-puferisani fizioloski rastvor

TEMED - N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin

Tm — temperatura topljenja proteina

TRS — terapijski rezistentna shizofrenija

UV — ultraljubicasto zracenje

UV-Vis — ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija

VMD - program za vizualizaciju molekulske dinamike
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1. UvOD

Klozapin je jedan od najznacajnijih antipsihotika u savremenoj terapiji shizofrenije, posebno
zbog svoje efikasnosti kod pacijenata kod kojih drugi antipsihotici ne dovode do zadovoljavajuéeg
terapijskog odgovora. lako se primenjuje decenijama, klozapin i dalje predstavlja lek od posebnog
interesa, poSto se njegova klinicka efikasnost ne moze jednostavno objasniti samo jednim
farmakoloskim mehanizmom. Za razliku od mnogih drugih antipsihotika, klozapin pokazuje Sirok
receptorski profil, delujuéi na dopaminske, serotoninske, muskarinske, adrenergicke i histaminske
receptore. Upravo ova farmakoloSka raznolikost doprinosi njegovoj terapijskoj specificnosti, ali i
pojavi brojnih nezeljenih efekata.

Primena klozapina ogranicena je moguénos¢u nastanka ozbiljnih nezeljenih reakcija, medu
kojima su posebno znacajni hematoloski poremecaji, miokarditis, metabolicke promene, sedacija i
poremecaji gastrointestinalne funkcije. Zbog toga se terapija klozapinom sprovodi uz redovno
pracenje pacijenata, narocito njihovih hematoloSkih parametara. Medutim, i pored poznatih klini¢kih
rizika, molekulski mehanizmi koji stoje u osnovi pojedinih nezeljenih efekata nisu u potpunosti
razjasnjeni.

Jedan od pristupa u razumevanju sveobuhvatnog delovanja lekova na organizam ¢oveka jeste
ispitivanje njihovih interakcija sa proteinima. Proteini nisu samo pasivni nosioci lekova u organizmu,
ve¢ funkcionalni molekuli ¢ija aktivnost, stabilnost i1 struktura mogu biti promenjeni vezivanjem
malih liganada. Takve interakcije najcesce su nekovalentne i ukljucuju hidrofobni efekat, vodoni¢ne
veze, elektrostaticke interakcije 1 van der Waalsove sile. lako pojedinacna interakcija moze biti slaba,
ukupni efekat vezivanja liganda za protein moze biti znacajan, narocito ako se vezivanje odvija u
blizini funkcionalno vaznih domena, aktivnog centra ili mesta odgovornih za konformacione promene
proteina.

U ovoj doktorskoj disertaciji detaljno je ispitano vezivanje klozapina sa tri odabrana proteina
krvi: katalazom, alfa-2-makroglobulinom i fibrinogenom. Ovi proteini se zna¢ajno razlikuju po svV0joj
strukturi, lokalizaciji 1 bioloSkoj ulozi, Sto omogucava Sire sagledavanje potencijalnih biohemijskih
efekata klozapina. Katalaza je esencijalni antioksidativni hem-enzim koji razlaze vodonik-peroksid i
predstavlja vazan model za ispitivanje moguceg uticaja klozapina na redoks-homeostazu. Alfa-2-
makroglobulin je veliki protein plazme uklju€en u regulaciju proteolize, vezivanje razli¢itih
bioaktivnih molekula 1 zaStitu organizma od prekomerne aktivnosti proteaza. Fibrinogen je klju¢ni
protein plazme u procesu hemostaze, jer se pod dejstvom trombina prevodi u fibrin, osnovnu
strukturnu komponentu krvnog ugruska. Odabir ovih proteina omogucava da se interakcije klozapina
sa proteinima sagledaju kroz tri biohemijski razli¢ita, ali medusobno vazna konteksta: antioksidativnu
zastitu, antiproteaznu regulaciju i hemostazu. Time se dobija mogucnost da se ispita ne samo da li se
klozapin vezuje za proteine, ve¢ i da li takvo vezivanje moze biti praéeno promenama u strukturi,
stabilnosti i aktivnosti/funkciji ispitivanih proteina. U tome poseban znacaj imaju funkcionalni
testovi, posto oni omoguéavaju procenu da li vezivanje ima posledice na enzimsku aktivnost katalaze,
antiproteinaznu aktivnost alfa-2-makroglobulina ili formiranje fibrina iz fibrinogena.

Za ispitivanje vezivanja klozapina za ova tri proteina iz krvi iskori$¢ena je kombinacija
eksperimentalnog 1 teorijskog pristupa. Spektroskopske metode omogucavaju pracenje promena u
mikrookruzenju aromati¢nih aminokiselina, sekundarnoj i tercijarnoj strukturi proteina, kao i procenu
afiniteta vezivanja leka za protein od interesa. Funkcionalni testovi daju uvid u posledice vezivanja
na biolosku aktivnost proteinskog partnera, dok molekulski doking i simulacije molekulske dinamike
omogucavaju predvidanje vezivnih mesta, stabilnosti protein-ligand kompleksa i prirode
nekovalentnih interakcija.

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita sposobnost klozapina da direktno interaguje
sa katalazom, alfa-2-makroglobulinom i fibrinogenom, kao i da se proceni da li njegovo vezivanje
dovodi do promena u strukturi, stabilnosti i funkciji navedenih proteina. Dobijeni rezultati mogu
doprineti boljem razumevanju izvanreceptorskih efekata klozapina, kao i pruziti dodatni uvid u
biohemijske procese koji mogu pratiti njegovu terapijsku primenu.
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2. OPSTI DEO
2.1. Shizofrenija i terapija antipsihoticima

Shizofrenija je hronicni psihijatrijski poremecaj koji obuhvata poremecaje percepcije,
misljenja, emocionalnog odgovora i kognitivnog funkcionisanja. Klinic¢ka slika bolesti je heterogena
i najcesce se opisuje kroz tri grupe simptoma: pozitivne, kao $to su halucinacije, sumanute ideje i
dezorganizovano misljenje; negativne, kao Sto su emocionalna zaravnjenost, socijalno povlacenje i
smanjena motivacija; kao i kognitivne simptome, koji ukljuuju poremecaje paznje, pamcenja i
izvr$nih funkcija (Nucifora et al., 2017; Rawani et al., 2024). Zbog hroni¢nog toka bolesti, Cestih
relapsa 1 znaCajnog uticaja na svakodnevno funkcionisanje, farmakolosko leCenje ima centralno
mesto u dugoro¢noj terapijskoj strategiji.

Biohemijska osnova shizofrenije nije u potpunosti razjasnjena. Najduze razmatrana
dopaminska hipoteza (Slika 1) polazi od poremec¢aja dopaminergicke neurotransmisije u razli¢itim
mozdanim putevima, pri ¢emu se pojacana aktivnost dopamina u mezolimbi¢kom sistemu povezuje
sa pozitivnhim simptomima, dok se smanjena dopaminergicka aktivnost u prefrontalnim kortikalnim
regionima dovodi u vezu sa negativnim i kognitivnim simptomima. Ipak, danas je jasno da
dopaminska disfunkcija ne moze samostalno objasniti celokupnu klini¢ku i1 biolosku sloZenost bolesti
(Rawani et al., 2024; Yang & Tsai, 2017).

Hiperaktivnost Disfunkcija
mezolimbickog puta mezokortikalnog puta

1 D1

112 [

Mezolimbicki put Mezolimbicki put

Mezokortikalni put Mezokortikalni put

Pozitivni simptomi Negativni simptomi

Slika 1. Dopaminska hipoteza shizofrenije. Preuzeto i adaptirano iz Anwar et al. (2025).

Pored dopamina, u patofiziologiji shizofrenije znacajnu ulogu imaju glutamatergicki,
GABAergicki, serotonergicki i holinergicki sistemi. Posebno je znafajna glutamatergicka hipoteza,
zasnovana na poremecaju funkcije receptora za glutamat (NMDA\) i neravnotezi izmedu ekscitatorne
1 inhibitorne neurotransmisije. Ovakav poremecaj moZe uticati na kortikalne mreZe, sinapticku
plasti¢nost 1 kognitivne funkcije, §to je vazno za razumevanje simptoma koji slabo odgovaraju na
klasi¢nu dopaminsku blokadu (Hashimoto, 2014; Lin & Lane, 2019).

Savremeni pogledi na shizofreniju dodatno ukljucuju oksidativni stres, neuroinflamaciju,
poremecaj mitohondrijalne funkcije i promene u ¢elijskoj homeostazi (Slika 2). Mozak je posebno
osetljiv na oksidativno oStecenje, zbog visoke potrosnje kiseonika, bogatstva polinezasi¢enih masnih
kiselina i relativno ograni¢enih antioksidativnih kapaciteta. Kod pacijenata sa shizofrenijom opisane
su promene u markerima oksidativnog stresa 1 antioksidativne zastite, ukljucujuci enzime kao §to su
superoksid-dismutaza, katalaza i glutation-peroksidaza (Cuenod et al., 2022; Ong & Logue, 2023).
Oksidativni stres se zato ne posmatra samo kao posledica bolesti, ve¢ i kao jedan od procesa koji
moze doprineti poremecaju neuronske funkcije, neuroinflamaciji i promenama u sinaptickoj
regulaciji (de Bartolomeis et al., 2022).
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Slika 2. Potencijalni faktori koji uti¢u na nastanak i razvoj psihoze. Prezueto i adaptirano iz
Rawani et al. (2024).

Ovakav $iri biohemijski okvir vazan je za razumevanje dejstva antipsihotika. lako su ovi
lekovi prvobitno razvijani i klasifikovani prema uticaju na dopaminske receptore, njihovo delovanje
ne moze se svesti samo na receptorni antagonizam (Nucifora et al., 2017; Remington et al., 2016)

2.1.1. Antipsihotici prve i druge generacije

Farmakolosko le¢enje shizofrenije zasniva se na primeni antipsihotika, lekova koji ublaZzavaju
psihoti¢ne simptome 1 smanjuju rizik od pogorsanja bolesti. Antipsihotici prve generacije, poznati i
kao tipi¢ni antipsihotici, svoje dejstvo ostvaruju pretezno antagonizmom dopaminskih D: receptora.
Ovakav mehanizam je efikasan u smanjenju pozitivnih simptoma, ali je cCesto pracen
ekstrapiramidnim neZeljenim efektima, kao $to su parkinsonizam, akatizija, akutna distonija i
tardivna diskinezija (Nucifora et al., 2017).

Potreba za lekovima koji bi zadrzali antipsihoticku efikasnost, ali uz manji rizik od
neuroloskih nezeljenih efekata, dovela je do razvoja antipsihotika druge generacije, odnosno atipi¢nih
antipsihotika. Ovi lekovi, pored delovanja na dopaminske receptore, pokazuju zna¢ajan afinitet prema
serotoninskim receptorima, naroCito 5-HT:A receptorima. Antagonizam 5-HT:A receptora moze
modulirati dopaminergicku transmisiju u razli¢itim mozdanim putevima i doprineti manjem riziku od
ekstrapiramidnih simptoma u poredenju sa tipi¢nim antipsihoticima (Ceskova, 2022; Meltzer, 1999).

Ipak, atipi¢ni antipsihotici nisu homogena grupa lekova. Oni se medusobno razlikuju po
afinitetu  prema dopaminskim, serotoninskim, muskarinskim, adrenergiC¢kim 1 histaminskim
receptorima, kao i1 po klinickoj efikasnosti, sedativnom potencijalu, metabolickom riziku i
kardiovaskularnim nezeljenim efektima. Zbog toga podela na tipi€ne i atipi¢ne antipsihotike ima
prakti¢an znacaj, ali ne opisuje u potpunosti farmakolosku raznovrsnost ovih lekova (De Berardis et
al., 2018a; Khokhar et al., 2018).

Medu atipi¢nim antipsihoticima klozapin zauzima posebno mesto. On je prvi lek iz ove grupe
1 prototip atipi¢nog antipsihotika, ali se od ostalih lekova razlikuje po dokazanoj efikasnosti kod
terapijski rezistentne shizofrenije (TRS, od engl. Treatment Resistant Shizophrenia). Istovremeno,
njegova primena zahteva paZljivo pracenje zbog moguénosti pojave ozbiljnih neZeljenih efekata,
ukljucujuéi agranulocitozu, miokarditis, konvulzije, metabolicke poremecaje 1 gastrointestinalnu
hipomotilnost (Fakra & Azorin, 2012; Flanagan et al., 2020).
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2.1.2. Terapijski rezistentna shizofrenija i mesto klozapina

Terapijski rezistentna shizofrenija predstavlja oblik bolesti kod koga ne dolazi do
zadovoljavajuceg klinickog poboljsanja nakon primene najmanje dva antipsihotika. Ovaj oblik
bolesti ima poseban klinicki znacaj, jer je povezan sa tezim tokom, ve¢im funkcionalnim oste¢enjem,
¢es¢im hospitalizacijama i smanjenim kvalitetom zivota (Remington et al., 2016; Ying et al., 2023).

Klozapin je jedini antipsihotik sa jasno potvrdenom superiorno$éu u terapiji terapijski
rezistentne shizofrenije. Njegova efikasnost ne mozZe se jednostavno objasniti samo blokadom D:
receptora, jer pokazuje umereniju zauzetost ovih receptora u odnosu na tipi¢ne antipsihotike. Umesto
toga, njegovo delovanje obuhvata viSe receptorskih sistema, ukljucuju¢i dopaminske, serotoninske,
muskarinske, histaminske i adrenergi¢ke receptore, ali i mehanizme koji prevazilaze klasi¢ni
receptorni model (Khokhar et al., 2018; Nucifora et al., 2017).

Uprkos dokazanom terapijskom znacaju, klozapin se u klini¢koj praksi i dalje koristi manje
nego Sto bi se ocekivalo na osnovu njegove efikasnosti. Glavni razlozi su potreba za redovnim
hematoloskim monitoringom, strah od agranulocitoze i drugih ozbiljnih nezeljenih efekata, kao i
organizacione prepreke u zdravstvenom sistemu (Remington et al., 2016; Rubio & Kane, 2020).
Zbog toga savremeni pristup klozapinu podrazumeva ravnotezu izmedu njegove jedinstvene
terapijske vrednosti 1 potrebe za pazljivom procenom bezbednosti.

Ovaj Siri farmakoloski i biohemijski profil ¢ini klozapin posebno znacajnim predmetom
istrazivanja. Sa jedne strane, on predstavlja najefikasniju terapijsku opciju kod TRS. Sa druge strane,
njegova primena je povezana sa nezeljenim efektima, koji ukljucuju hematoloske, metabolicke,
kardiovaskularne, imunoloSke i redoks-procese. Zbog toga se klozapin ne posmatra samo kao
antipsihotik sa specifi¢nim receptorskim profilom, ve¢ i kao bioaktivni molekul ¢ije interakcije sa
proteinima mogu biti vazne za razumevanje njegovog Sireg biohemijskog ponasanja.

2.2. Klozapin
2.2.1. Istorijat i klini¢ki znacaj

Klozapin predstavlja prvi atipi¢ni antipsihotik uveden u klinicku praksu i1 jedan od
najznacajnijih lekova u savremenoj psihofarmakologiji, pre svega zbog dokazane efikasnosti kod
pacijenata sa TRS. Smatra se da se ovakav oblik bolesti javlja kod priblizno jedne tre¢ine pacijenata
sa shizofrenijom, zbog cega predstavlja jedan od najvecih izazova u psihijatrijskoj terapiji
(Remington et al., 2016).

Klozapin je sintetisan 1958. godine, kao tricikli¢no dibenzodiazepinsko jedinjenje, u periodu
intenzivnog razvoja lekova sli¢nih hlorpromazinu i imipraminu (Crilly, 2007). Za razliku od tipi¢nih
antipsihotika, koji svoje dejstvo uglavnom ostvaruju snaznom blokadom dopaminskih D: receptora,
klozapin je od pocetka pokazivao neuobicajen klinicki profil: izrazeno antipsihoti¢no dejstvo uz
znatno manji rizik od ekstrapiramidalnih nezeljenih efekata. Upravo je ovaj profil doprineo
formiranju koncepta ,,atipi¢nih” antipsihotika, odnosno, lekova koji se od klasi¢nih neuroleptika

razlikuju po Sirem receptorskom dejstvu i povoljnijem neuroloskom bezbednosnom profilu (Meltzer
& McGurk, 1999; Seeman, 2014).

Rani razvoj klozapina bio je, medutim, obeleZen ozbiljnim bezbednosnim problemima. Nakon
Sto su sedamdesetih godina proslog veka u Finskoj opisani slucajevi agranulocitoze, ukljucujuci i
smrtne ishode, njegova primena je u mnogim zemljama obustavljena ili znatno ograni¢ena. Ovaj
dogadaj je dugo oblikovao percepciju klozapina kao efikasnog, ali potencijalno rizi¢nog leka. Kasnija
istrazivanja pokazala su da se rizik od teske neutropenije i agranulocitoze moze znafajno smanjiti
redovnim hematoloskim pracenjem, $to je omogucilo ponovnu kontrolisanu primenu leka
(Remington et al., 2016). Prekretnicu u savremenoj upotrebi klozapina predstavljala je studija Kanea
i saradnika iz 1988. godine, u kojoj je pokazano da je klozapin efikasniji od hlorpromazina kod
pacijenata sa shizofrenijom rezistentnom na prethodnu terapiju neurolepticima (Kane et al., 1988).
Ovaj nalaz je kasnije potvrden brojnim klinickim studijama, pregledima i meta-analizama, te se
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klozapin danas smatra terapijom izbora kod TRS (Asenjo Lobos et al., 2010; Erlianti et al., 2025;
Kane et al., 2024).

Pored efikasnosti u TRS, klozapin ima znacaj i zbog smanjenja suicidalnog ponasanja kod
pacijenata sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem. Ovaj efekat dodatno ga razlikuje od
drugih antipsihotika i doprinosi njegovom posebnom mestu u klini¢koj praksi. Uprkos tome, klozapin
se 1 dalje nedovoljno koristi, ¢esto uz znac¢ajno odlaganje nakon §to se ispune kriterijumi za terapijsku
rezistenciju. Kao najceS¢i razlozi navode se strah od ozbiljnih nezeljenih efekata, potreba za
hematoloskim pracenjem, nedovoljno iskustvo lekara i organizacione prepreke u zdravstvenom
sistemu (Correll et al., 2022; Meltzer et al., 2003; Qubad & Bittner, 2023).

Savremeni pogled na klozapin kao lek zasniva se na ravnotezi izmedu njegove izuzetne
terapijske vrednosti 1 potrebe za pazljivim pracenjem bezbednosti. HematoloSka toksi¢nost ostaje
najpoznatiji rizik, ali se sve veca paznja posvecuje i drugim ozbiljnim nezeljenim efektima,
ukljucujuéi miokarditis, kardiomiopatiju, metaboli¢ke poremecaje, gastrointestinalnu hipomotilnost
i konvulzije (Remington et al., 2016). Zbog toga se klozapin ne moze posmatrati samo kao
antipsihotik sa specificnim receptorskim profilom, ve¢ kao molekul sa slozenim farmakoloskim,
metaboli¢kim, imunoloS$kim i redoks efektima.

2.2.2. Hemijska struktura i osnovna fizicko-hemijska svojstva klozapina

Klozapin je tricikli¢no heterocikli¢no jedinjenje iz grupe dibenzodiazepina. Njegov hemijski
naziv je 8-hloro-11-(4-metilpiperazin-1-il)-5H-dibenzo[b,e][1,4]diazepin, a molekulska formula je
CisHioCINa. Relativna molekulska masa iznosi ~326,8 g/mol (Clozapine, Guide to pharmacology,
2026). Strukturno, klozapin se sastoji od dva benzenova prstena kondenzovana sa sedmoclanim
diazepinskim prstenom (Slika 3), pri ¢emu je na polozaju 8 prisutan atom hlora, dok je na polozaju
11 vezana 4-metilpiperazinska grupa. Ovakva struktura daje molekulu izrazeno aromatic¢an i lipofilan
karakter, ali istovremeno uvodi i bazne centre preko atoma azota u piperazinskom i diazepinskom
delu strukture. Prisustvo aromati¢nih prstenova i hlorovanog supstituenta doprinosi hidrofobnosti
molekula, dok piperazinski deo omogucava protonaciju i interakcije sa polarnim grupama u
bioloskom okruzenju (Clozapine, Guide to pharmacology, 2026; Clozapine, PubChem, 2026).

H3C\I\O
o
N
H
Slika 3. Hemijska struktura klozapina

Klozapin se najc¢esce opisuje kao slaba baza — baznost potice, pre svega, od piperazinskog
azota, koji moze biti protonovan u fizioloskim uslovima. Predvidene vrednosti pKa zavise od
koris¢enog modela, ali su najceSc¢e u oblasti oko 7,4-7,8 za najizraZzeniji bazni centar (Clozapine
DrugBank, 2006; Li et al., 2005). Ova karakteristika je vazna, poSto odreduje odnos izmedu
neutralnog i protonovanog oblika klozapina pri fizioloSkom pH. Neutralni oblik lakSe prolazi kroz
hidrofobne barijere (bioloske membrane), dok protonovani oblik moze ucestvovati u elektrostatickim
interakcijama i vodoni¢nom vezivanju sa amino-Kiselinskim ostacima proteina.

Lipofilnost je jedno od kljuénih fizicko-hemijskih svojstava klozapina. Vrednosti
logP/XLogP, u zavisnosti od izvora i metode izra¢unavanja, nalaze se u opsegu 3,2-3,9, $to ukazuje
na izrazenu sklonost molekula ka hidrofobnom okruzenju (Clozapine DrugBank, 2006). To je vazno
za distribuciju klozapina u organizmu, prolazak kroz bioloSke membrane i interakcije sa hidrofobnim
delovima proteina. Lipofilni karakter molekula takode objasnjava njegovu slabu rastvorljivost u vodi
i potrebu za posebnim pristupima u farmaceutskoj formulaciji.
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Klozapin pripada jedinjenjima sa niskom vodenom rastvorljivos¢u. U farmaceutskoj literaturi
se Cesto svrstava u jedinjenja klase II prema biofarmaceutskoj klasifikaciji, $to zna¢i da pokazuje
visoku permeabilnost, ali nisku rastvorljivost (Moghaddam & Javitt, 2012). Bolje se rastvara u
organskim rastvarac¢ima i lipidnom okruzenju. Ova kombinacija visoke lipofilnosti i niske vodene
rastvorljivosti znacajna je za njegovo ponaSanje u bioloskim sistemima, S obzirom da uti¢e na
apsorpciju, distribuciju i vezivanje za proteine.

Broj donora i akceptora vodoni¢nih veza dodatno opisuje potencijal klozapina za
nekovalentne interakcije. Prema izracunatim molekulskim parametrima, klozapin ima jedan donor i
Cetiri akceptora vodoni¢nih veza, uz mali broj rotacionih veza 1 relativno malu topolosku polarnu
povrsinu (Clozapine, Guide to pharmacology, 2026). Ova svojstva ukazuju da je molekul leka
dovoljno kompaktan i1 pretezno hidrofoban, ali da ipak poseduje funkcionalne grupe koje mogu
ostvariti vodoni¢ne veze ili dipolne interakcije sa proteinima. U kontekstu protein-ligand interakcija,
to znaci da vezivanje klozapina najverovatnije ukljucuje kombinaciju hidrofobnih kontakata, n—mn
interakcija aromati¢nih sistema, elektrostatickih interakcija protonovanog piperazinskog dela i
pojedina¢nih vodoni¢nih veza.

Hemijska struktura klozapina takode objasnjava njegovu sposobnost formiranja soli i
viSekomponentnih kristalnih oblika. Piperazinski azot moze prihvatiti proton od kiselih koformera,
Sto je pokazano u istrazivanjima multikomponentnih kristala klozapina sa organskim kiselinama.
Takvi oblici mogu poboljsati rastvorljivost i stabilnost leka, $to potvrduje da su protonovanje i
medumolekulske interakcije piperazinskog dela kljucne za fizicko-hemijsko ponasanje klozapina u
¢vrstom stanju i rastvoru (Li et al., 2005; Lindenberg et al., 2004).

2.2.3. Farmakokinetika i klini¢ki znac¢aj metabolita klozapina

Nakon oralne primene, klozapin se apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta i podleze izrazenoj
meduindividualnoj farmakokinetickoj varijabilnosti. Pregled farmakoloskih i klini¢kih podataka, iz
rada Wagstaffa i Brysona, navodi oralnu bioraspolozivost u opsegu od priblizno 27-47%, dostizanje
maksimalnih koncentracija u plazmi nakon priblizno 1,5-3,6 h i terminalno poluvreme eliminacije
priblizno 8,1-15,8 h, uz napomenu da su vrednosti zavisne od doze, populacije i metodologije
merenja (Wagstaff & Bryson, 1995).

Klozapin je u cirkulaciji visoko vezan za proteine, ali za potrebe ove disertacije je korisnije
naglasiti prirodu tog vezivanja. Eksperimentalni radovi pokazuju da su za protein-vezanu frakciju
vazni serum albumin 1 alfa-1-kiseli glikoprotein, pri ¢emu inflamatorna stanja, preko porasta
akutnofaznih proteina, mogu promeniti odnos ukupne i slobodne frakcije klozapina (Banis et al.,
2017). Interakcije klozapina sa albuminom mogu menjati i redoks svojstva proteinske tiolne grupe,
Sto ukazuje da vezivanje za proteine nije samo farmakokineticki rezervoar, ve¢ moguce i biohemijski
relevantan proces (Uzelac et al., 2019).

Metabolizam klozapina odvija se dominantno u jetri, a najvazniji metaboliti su N-
desmetilklozapin, odnosno norklozapin, i klozapin-N-oksid (Slika 4). U originalnom radu Linneta i
Olesena, zasnovanom na cDNA-eksprimiranim humanim CYP enzimima, pokazano je da CYP1A2,
CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 i CYP2D6 katalizuju N-demetilaciju klozapina, dok je formiranje N-
oksida bilo vezano za CYP3A4. Autori su pokazali da relativni doprinos pojedina¢nih enzima zavisi
od koncentracije supstrata i uslova modela, §to objasnjava zasSto u klini¢kim uslovima metabolizam
klozapina ne moze biti sveden na jedan CYP enzim (Olesen & Linnet, 1997).

U klini¢kim i preglednim radovima najéesce se isti¢e uloga CYP1A2 i CYP3A4, uz doprinos
CYP2C19, CYP2D6 i drugih enzima. PuSenje, inflamacija, interakcije sa lekovima i geneticka
varijabilnost mogu znacajno promeniti koncentracije klozapina 1 njegovih metabolita, zbog cega je
terapijsko pracenje koncentracija naroCito znacajno kod pacijenata sa promenljivim klini¢kim
stanjem (Albitar et al., 2020; Chetty & Murray, 2007; Thorn et al., 2018).
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Slika 4. Klozapin i njegovi glavni metaboliti (Olesen & Linnet, 1997).

Terapijsko pracenje klozapina ne treba svoditi na jednu apsolutnu granicu. Individualna meta-
analiza Northwooda i saradnika ukazuje da je opseg 250—550 ng/mL koristan kao prakti¢an okvir, pri
¢emu se koncentracije iznad priblizno 350 ng/mL ¢esto povezuju sa ve¢om verovatnoc¢om odgovora,
ali uz potrebu da se koristi procena odnosa koristi i rizika, naro¢ito pri vi§im koncentracijama leka
(Nordstrom et al., 1995). Konsenzusne smernice za terapijsko pracenje psihofarmaka takode
podrzavaju upotrebu koncentracija klozapina i norklozapina u optimizaciji doziranja, proceni
adherencije i tumacenju nezeljenih efekata (Hiemke et al., 2018).

Norklozapin nije samo pasivan metabolit. Vise eksperimentalnih radova pokazalo je da on
pokazuje aktivnost na muskarinskim, serotoninskim, dopaminskim i drugim receptorima, ali se
rezultati razlikuju u zavisnosti od modela, vrste tkiva i funkcionalnog testa. Dakle, norklozapin moze
doprineti ukupnom farmakoloSkom profilu klozapina, ali se njegov doprinos ne moze jednozna¢no
preneti iz jednog eksperimentalnog sistema na klinicki efekat (Heusler et al., 2011; Sur et al., 2003;
Thomas & Friedman, 2010; Weiner et al., 2004).

2.2.4. Farmakodinamika i receptorski profil klozapina

Farmakodinamicki profil klozapina zasniva se na istovremenoj modulaciji viSe neuro-
transmiterskih sistema, Sto ga jasno razlikuje od tipi¢nih antipsihotika. Dok je kod klasi¢nih
neuroleptika terapijski efekat dominantno povezan sa snaznim antagonizmom dopaminskih D-
receptora, klozapin pokazuje znatno §iri receptorski spektar. Njegovo dejstvo obuhvata dopaminske,
serotoninske, muskarinske, adrenergi¢ke i1 histaminske receptore, zbog cega se smatra lekom sa
izrazenim multireceptorskim (Slika 5), odnosno polifarmakoloskim profilom (Baldessarini &
Frankenburg, 1991; Nucifora et al., 2017).

Jedna od najvaznijih karakteristika klozapina jeste relativno umerena zauzetost dopaminskih
D: receptora u terapijskom opsegu. Ovaj nalaz je posebno znacajan, posto se kod vecine tipi¢nih
antipsihotika klini¢ka efikasnost 1 pojava ekstrapiramidnih nezeljenih efekata tesno povezuju sa
visokim stepenom D: blokade. Kod klozapina je D2 antagonizam prisutan, ali nije dominantan u meri
koja se vida kod klasi¢nih neuroleptika, $§to se dovodi u vezu sa znatno manjim rizikom od
parkinsonizma, distonije i drugih ekstrapiramidnih simptoma. Pored toga, u literaturi je predlozena
hipoteza prema kojoj se klozapin relativno brzo odvaja od D: receptora, ¢ime se omogucava veca
konkurencija endogenog dopamina na sinaptickom nivou. Takav profil mogao bi da doprinese
njegovoj atipi¢nosti, mada se ne moze posmatrati kao jedino objaSnjenje specificnog klinickog
dejstva leka (Farde et al., 1992; Seeman & Tallerico, 1999).
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Slika 5. Pojednostavljeni Sematski prikaz profila afiniteta klozapina kao agoniste (zeleno),
parcijalnog agoniste (narandzasto) i antagoniste (crveno) prema ekscitatornim (Zuto) i
inhibitornim (plavo) receptorima. Preuzeto i adaptirano iz O’Connor & O’Shea (2015).

Pored D: receptora, klozapin pokazuje afinitet i prema drugim dopaminskim podtipovima,
ukljucuju¢i D: i Da receptore. Posebno je znacajno vezivanje za Da receptore, poSto je U ranijim
istrazivanjima pokazano da klozapin ima ve¢i afinitet prema ovom podtipu nego prema D:
receptorima. Ipak, kasnija istrazivanja nisu potvrdila da se jedinstvena terapijska efikasnost klozapina
moze objasniti isklju¢ivo delovanjem na D4 receptore. Zbog toga se danas smatra da dopaminergicki
efekti klozapina imaju znacajnu, ali ne i izolovanu ulogu u njegovom ukupnom farmakodinamickom
profilu (Meltzer et al., 2003; Nucifora et al., 2017).

Serotoninski receptori su drugi kljuéni deo mehanizma dejstva klozapina. Izrazen
antagonizam 5-HT:A receptora smatra se jednim od osnovnih obelezja atipi¢nih antipsihotika, jer
moZze doprineti smanjenju ekstrapiramidnih neZeljenih efekata i povoljnijem uticaju na dopaminsku
transmisiju u odredenim mozdanim regijama. Klozapin, takode, deluje na druge serotoninske
receptorske podtipove, ukljucujuéi 5-HT=C, 5-HT:1A 1 5-HT- receptore, pri ¢emu se njihova uloga
povezuje sa dodatnom modulacijom afektivnih, kognitivnih 1 kortikalnih funkcija. Medutim, odnos
izmedu D2 i 5-HT-A antagonizma nije dovoljan da objasni posebnost klozapina, posto i drugi atipi¢ni
antipsihotici dele ovu osobinu, ali nemaju isti nivo efikasnosti kod terapijski rezistentne shizofrenije
(Meltzer, 1999; Nordstrom et al., 1995).

Muskarinski receptori imaju posebno mesto u farmakodinamici klozapina, jer su povezani i
sa terapijskim osobinama i sa neZeljenim efektima leka. Klozapin pokazuje izrazeno antagonisticno
dejstvo prema viSe muskarinskih receptorskih podtipova, $to doprinosi antiholinergickim efektima
kao Sto su suvoca usta, konstipacija, tahikardija, poremecaj akomodacije i kognitivno usporenje. Ovi
efekti su klinicki vazni jer mogu ograniciti podnosljivost terapije, posebno kod dugotrajne primene.
S druge strane, glavni aktivni metabolit klozapina, N-desmetilklozapin, ima drugaciji funkcionalni
profil 1 moze delovati kao parcijalni agonista M: muskarinskih receptora. Zbog toga se ukupni
farmakodinamicki efekat terapije ne moZe pripisati samo mati¢nom jedinjenju, ve¢ zavisi 1 od
aktivnosti njegovih metabolita i njihovog odnosa u cirkulaciji (Heusler et al., 2011; Li et al., 2005).

Znacajan doprinos profilu nezeljenih efekata daju i histaminski H: i adrenergicki o receptori
(Tabela 1). Antagonizam H: receptora povezuje se sa sedacijom, poveCanjem apetita i porastom
telesne mase, Sto su Cesti 1 klinicki relevantni problemi tokom terapije klozapinom. Blokada ou
adrenergickih receptora moze dovesti do ortostatske hipotenzije, vrtoglavice i refleksne tahikardije,
narocito tokom uvodenja leka i postepenog povecavanja doze. Zbog toga receptorski profil klozapina
nije vazan samo za razumevanje njegove efikasnosti, ve¢ 1 za objasnjenje potrebe za pazljivom
titracijom, pracenjem pacijenta i individualizacijom terapijskog rezima (Khokhar et al., 2018;
Wagstaff & Bryson, 1995).
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Tabela 1. Pregled najvaznijih receptorskih sistema uklju¢enih u mehanizam delovanja klozapina

(adaptirano iz Khokhar et al., 2018 i Wagstaff & Bryson, 1995).

Receptorski sistem

Dejstvo klozapina

Farmakolo$ki znacaj

podtipova

Dopaminski D2 Umereno antagonisti¢no dejstvo i Antipsihoticki efekat uz manji rizik od
relativno niza zauzetost u ekstrapiramidnih simptoma
terapijskom opsegu
Dopaminski Di/Da Afinitet prema vise dopaminskih Doprinos slozenom dopaminergickom

profilu, bez samostalnog objasnjenja
efikasnosti leka

Serotoninski 5-
HT2A/5-HT-C

Izrazen antagonizam

Deo atipi¢nog profila i modulacija
dopaminske transmisije

Serotoninski 5-
HT:A/5-HT~

Dodatna serotonergicka modulacija

Mogu¢i doprinos afektivnim, kognitivnim i
kortikalnim efektima

Muskarinski Mi—Ms

Antagonizam klozapina; parcijalni
M. agonizam N-desmetilklozapina

Antiholinergicki nezeljeni efekti, ali i
moguci doprinos specificnom profilu leka

Histaminski Hi

Antagonizam

Sedacija, povecanje apetita i telesne mase

Adrenergicki au

Antagonizam

Ortostatska hipotenzija, vrtoglavica i

tahikardija

2.2.5. NezZeljeni efekti i mehanizmi toksi¢nosti klozapina

Klozapinu je, iako jeste najefikasniji antipsihotik u le¢enju TRS, njegova primena ograni¢ena
mogucénoséu razvoja ozbiljnih nezeljenih efekata. Za razliku od vecéine drugih antipsihotika,
bezbednosni profil klozapina obuhvata hematoloske, kardiovaskularne, metabolicke, neuroloske i
gastrointestinalne komplikacije, zbog ¢ega je tokom terapije neophodno pazljivo klini¢ko i
laboratorijsko prac¢enje pacijenata (de Leon et al., 2022; Siskind et al., 2021).

Najozbiljniji neZeljeni efekat predstavlja agranulocitoza, odnosno izrazeno smanjenje broja
neutrofila koje povecava rizik od teskih infekcija. lako je ucestalost agranulocitoze znacajno
smanjena uvodenjem obaveznog hematoloskog monitoringa, molekulski mehanizam njenog nastanka
jos$ uvek nije u potpunosti razjaSnjen. Smatra se da u njenom razvoju ucestvuju reaktivni metaboliti
klozapina, aktivacija urodenog i steCenog imunskog odgovora, genetska predispozicija i individualne
razlike u detoksikacionim mehanizmima (de Leon et al., 2022). Biotransformacijom klozapina mogu
nastati reaktivni intermedijeri, ukljucujuéi nitrenijum jon, koji ostvaruje kovalentne interakcije sa
proteinima i moze dovesti do nastanka neoantigena i aktivacije imunskog sistema. Istovremeno,
povecano nastajanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta doprinosi oksidativnom os$tecenju lipida, proteina i
nukleinskih kiselina. Zbog toga se oksidativni stres smatra jednim od kljuénih mehanizama
ukljucenih u razvoj toksi¢nih efekata klozapina, iako njegov doprinos zavisi od medusobnog
delovanja vise molekulskih procesa (Fehsel et al., 2005; Williams et al., 2020). Pored hematoloske
toksic¢nosti, znacajnu klini¢ku paznju privlace miokarditis i kardiomiopatija povezani sa primenom
leka. Predlozeni mehanizmi ukljucuju imunoloski posredovanu inflamaciju, povecanu produkciju
citokina, oksidativni stres 1 direktno oSte¢enje mitohondrijalne funkcije. Iako su ove komplikacije
tretmana klozapinom relativno retke, mogu imati ozbiljan klini¢ki tok, zbog ¢ega je njihovo rano
prepoznavanje od velikog znacaja (De Berardis et al., 2018b; Ronaldson et al., 2015).

Metabolicki nezeljeni efekti, ukljuujuéi povecanje telesne mase, insulinsku rezistenciju i
dislipidemiju, predstavljaju jedan od najcesc¢ih razloga smanjene adherencije terapiji klozapinom.
Njihov nastanak povezuje se sa slozenim medusobnim delovanjem receptorskih mehanizama,
promenama u regulaciji energetskog metabolizma, inflamacijom i oksidaciono-redukcionim
procesima. Sve je viSe dokaza da metabolicke promene izazvane klozapinom prevazilaze klasiéni
receptorni model i ukljucuju poremecaje celijske signalizacije i funkcije mitohondrija. Umesto jednog
dominantnog mehanizma, danas preovladava misljenje da toksi¢nost klozapina nastaje kao rezultat
kompleksne interakcije reaktivnih metabolita, imunskog odgovora i poremecaja ¢elijske homeostaze
(Fehsel, 2024; Menus et al., 2020; Yuen et al., 2021).
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2.3. Proteini plazme
2.3.1. Opste o plazmi i raznolikosti proteina u plazmi

Krvna plazma predstavlja slozenu bioloSku te¢nost u kojoj se, pored vode, elektrolita,
metabolita, hormona i drugih komponenti male molekulske mase, nalazi i veliki broj proteina razli¢ite
strukture, koncentracije i fizioloske uloge (Anderson & Anderson, 2002). Proteini plazme uéestvuju
u odrzavanju osmotskog pritiska, transportu endogenih i egzogenih molekula, regulaciji hemostaze,
imunoloskoj odbrani, kontroli proteoliticke aktivnosti i odgovoru organizma na oksidativni i
inflamatorni stres (Schaller et al., 2008). Zbog toga plazma ne predstavlja samo transportni medijum,
ve¢ i dinami¢no okruZenje u kome lekovi, nakon ulaska u cirkulaciju, mogu stupati u interakcije sa
razli¢itim proteinskim sistemima.

Ukupna koncentracija proteina u humanoj plazmi iznosi priblizno 60-80 g/L. Najzastupljeniji
protein je albumin, oko 55-60% ukupnih proteina plazme, koji ima klju¢nu ulogu u odrzavanju
onkotskog pritiska i transportu brojnih endogenih liganada i lekova (Peters, 1995). Pored albumina,
znacajne frakcije ¢ine globulini i fibrinogen. Globulinska frakcija obuhvata veliki broj funkcionalno
razliCitih proteina, ukljucujuéi transportne proteine, inhibitore proteaza, komponente komplementa,
imunoglobuline i proteine akutne faze. Fibrinogen je jedan od najvaznijih koagulacionih proteina
plazme i direktni prekursor fibrina, klju¢ne komponente krvnog ugruska (Mosesson, 2005).

Interakcije lekova sa proteinima plazme imaju veliki znacaj za farmakokinetiku,
farmakodinamiku i ukupno biolosko ponasanje leka. Nakon apsorpcije i ulaska u cirkulaciju, mnogi
lekovi se u manjoj ili ve¢oj meri reverzibilno vezuju za proteine plazme. Na taj nacin nastaje
ravnoteza izmedu slobodne i vezane frakcije leka. Slobodna frakcija je farmakoloSki aktivna,
dostupna za prolazak kroz bioloSke membrane, vezivanje za ciljne receptore, metabolizam i
eliminaciju, dok vezana frakcija predstavlja privremeni rezervoar leka u cirkulaciji (Trainor, 2007).
Zbog toga stepen vezivanja za proteine moze uticati na jafinu 1 trajanje farmakoloSkog efekta,
distribuciju, poluvreme eliminacije i moguc¢nost interakcija sa drugim lekovima.

U klasi¢nom farmakokinetickom smislu, najve¢i znacaj za vezivanje lekova imaju albumin 1
alfa-1-kiseli glikoprotein. Albumin, zbog visoke koncentracije i viSe vezivnih mesta, vezuje veliki
broj kiselih i neutralnih lekova, dok alfa-1-kiseli glikoprotein narocito doprinosi vezivanju baznih i
lipofilnih lekova (Bteich, 2019; Kremer et al., 1988). Medutim, fokus isklju¢ivo na ova dva proteina
ne pruza potpun uvid u moguce posledice kontakta leka sa drugim proteinskim komponentama
plazme. Lekovi, posebno lipofilni 1 bioloski aktivni molekuli, mogu ostvarivati interakcije 1 sa drugim
(ne ciljnim) proteinima, pri ¢emu takve interakcije, iako ne moraju nuzno imati vec¢i doprinos
ukupnom vezivanju leka u plazmi, mogu biti znacajne sa aspekta strukture, stabilnosti ili funkcije
pojedina¢nih partnerskih proteina. Ovo je posebno vazno kod lekova koji se primenjuju dugotrajno i
koji pokazuju izraZzene plejotropne efekte. Klozapin je visokopotentan, lipofilan atipi¢ni antipsihotik
koji se u znacajnoj meri vezuje za proteine plazme (detaljnije opisano u poglavlju 2.2.3). lako su
albumin i alfa-1-kiseli glikoprotein najéeS¢e razmatrani u kontekstu njegove farmakokinetike,
interakcija klozapina sa drugim proteinskim sistemima moze biti zna¢ajna za razumevanje njegovog
Sireg biohemijskog delovanja. Takve interakcije mogu uticati na stabilnost proteinske strukture,
dostupnost funkcionalnih domena i, zato, samu aktivnost proteina.

U ovoj disertaciji su kao model-proteini izabrani katalaza (iz govede jetre), alfa-2-
makroglobulin i fibrinogen. Ovi proteini se medusobno izrazito razlikuju po gradi, molekulskoj masi,
funkciji i bioloskoj ulozi. Katalaza je hem-enzim uklju¢en u razgradnju vodonik-peroksida i kljucan,
uz superoksid-dismutazu, za zastitu celija od oksidativnog stresa. Alfa-2-makroglobulin je veliki
glikoprotein plazme i inhibitor Sirokog spektra proteaza, sposoban za izrazene konformacione
promene 1 vezivanje razlicitih bioaktivnih molekula. Fibrinogen je klju¢ni protein hemostaze, ¢ija se
funkcija zasniva na kontrolisanoj konverziji u fibrin i formiranju fibrinske mreze. Upravo zbog ovih
razlika, navedeni proteini omogucavaju uporedno sagledavanje interakcija klozapina sa proteinskim
sistemima razliCite strukturne slozenosti i funkcionalnog znacaja.
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Ispitivanje ovih interakcija ne treba posmatrati samo kao pitanje farmakokinetickog vezivanja
leka, ve¢ 1 kao moguénost da se proceni da li klozapin, nakon formiranja nekovalentnog kompleksa
sa proteinom, moze izazvati promene u njegovoj strukturi, stabilnosti ili aktivnosti i funkciji. Ovakav
pristup omoguéava bolje razumevanje potencijalnih plejotropnih efekata leka koji nisu razjasnjeni na
molekulskom nivou. Zbog toga analiza interakcija klozapina sa katalazom, alfa-2-makroglobulinom
i fibrinogenom moze doprineti Sirem razumevanju njegovog biohemijskog ponasanja izvan primarnih
receptorskih sistema centralnog nervnog sistema.

2.3.2. Katalaza — klju¢ni antioksidativni enzim

Katalaza (EC 1.11.1.6) jeste jedan od najpoznatijih i najefikasnijih enzima antioksidativne
zastite. Njena osnovna funkcija je razgradnja vodonik-peroksida (H202) do vode i molekulskog
kiseonika, ¢ime se spre¢ava nakupljanje ovog reaktivnog molekula u ¢elijama. Iako H20: ucestvuje
u fizioloSkoj redoks-signalizaciji, njegovo povecano stvaranje, ili smanjeno uklanjanje, moze dovesti
do oksidativnog oStecenja proteina, lipida i nukleinskih kiselina. Zbog toga katalaza ima vaznu ulogu
u odrzavanju ¢elijske redoks-ravnoteze i zastiti ¢elijskih struktura od oksidativnog stresa (Glorieux
& Calderon, 2017; Goyal & Basak, 2010). U bioloskim sistemima, katalaza pripada grupi
antioksidativnih enzima koji uklanjaju perokside, zajedno sa glutation-peroksidazama i peroksi-
redoksinima. Njena posebnost je §to omogucava veoma brzu razgradnju H.O. bez potrebe za
dodatnim redukujué¢im supstratom. Tipi¢ne katalaze su hem-proteini, a njihova kataliticka aktivnost
zavisi od oCuvanog hem-centra, pravilne organizacije aktivnog mesta i stabilne kvaternarne strukture
(Hansberg, 2022; Zamocky et al., 2008).

2.3.2.1. Strukturne karakteristike i kataliticki mehanizam

Katalaza pripada grupi hem-proteina i najéescée je organizovana kao homotetramer (Slika 6)
ukupne molekulske mase 220-250 kDa. Svaka subjedinica ima molekulsku masu oko 60 kDa i sadrzi
jednu prosteti¢énu hem grupu sa Fe(IIT) jonom u aktivnom mestu, kao i jedan molekul ¢vrsto vezanog
NADPH (Kirkman et al., 1999). lako NADPH direktno ne uéestvuje u katalitickom procesu, njegova
uloga je znacCajna za oCuvanje stabilnosti enzima i spreavanje oksidativne inaktivacije katalaze,
narocito formiranja neaktivnog ,,jedinjenja Il forme* (Hillar & Nicholls, 1992). Broj ciklusa ili
prometni broj (engl. turnover number) katalaze ubraja se medu najvece poznate za enzime i dostize
viSe od 2 x 10° reakcija u sekundi po monomeru, zbog ¢ega je reakcija ograni¢ena samo difuzionim
faktorima (Hadwan & Ali, 2018; Smejkal & Kakumanu, 2019). Katalaza iz govede jetre (engl.
bovine liver catalase, BLC) naj¢esce je koris¢eni model enzima katalaze u biohemijskim i biofizi¢kim
istrazivanjima. Razlog tome je velika strukturna i funkcionalna sli¢nost sa humanom katalazom,
visoka stabilnost enzima i dostupnost njenih detaljno okarakterisanih kristalnih struktura (Zamocky
et al., 2008).

Slika 6. Shematiski prikazi monomera (A), tetramera (B) i 3D struktura tetrmera katalaze (C).
PDB identifikator: 1TGU (https://www.wwpdb.org/pdb?id=pdb_00001tgu).
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Humana i goveda katalaza pripadaju grupi tipicnih monofunkcionalnih hem-katalaza i
pokazuju visok stepen konzerviranosti amino-kiselinske sekvence, organizacije aktivnog mesta i
katalitickog mehanizma, zbog ¢ega se BLC smatra pogodnim modelom za proucavanje interakcija
bioaktivnih molekula sa humanim enzimom. Polipeptidni lanac jedne subjedinice katalaze sastoji se
od vise od 500 amino-kiselinskih ostataka organizovanih u nekoliko strukturnih domena. Oko 60%
strukture enzima ¢ine uredeni sekundarni strukturni elementi, pre svega a-heliksi i B-nabrane plocice,
dok ostatak Cine fleksibilne petlje 1 neuredeni regioni koji imaju vaznu ulogu u stabilizaciji tetramera.
Monomer katalaze sastoji se od Cetiri osnovna domena. N-terminalni domen obuhvata kratke o-
helikoidne regione i petlje koje uéestvuju u medusobnim interakcijama subjedinica. Centralni domen
predstavlja najvec¢i deo proteinske strukture i sadrzi hem grupu smestenu duboko u unutrasnjosti
proteina. Ovaj domen izgraden je od B-bureta okruzenog a-heliksima i petljama koje formiraju
aktivno mesto enzima. Pakujué¢i domen ima znacajnu ulogu u stabilizaciji prostorne organizacije
aktivnog mesta i sadrzi tzv. esencijalni a-heliks sa ostatkom Tyr-357, koji predstavlja proksimalni
ligand Fe jona hem grupe. C-terminalni domen izgraden je dominantno od o-heliksa i doprinosi
stabilizaciji tetramerne organizacije enzima. Aktivno mesto katalaze nalazi se duboko u unutraSnjosti
molekula i sa povrinom je povezano uskim kanalom duZine priblizno 30 A (Zamocky et al., 2008).
Kanal omogucava selektivan prolaz malih molekula, poput H202, vode i kiseonika, dok istovremeno
ograni¢ava pristup ve¢im molekulima. Na ulazu u kanal dominiraju hidrofilni amino-kiselinski ostaci,
dok okruZenje postaje izrazenije hidrofobno u blizini hem grupe. Ovakva organizacija omogucava
pravilnu orijentaciju supstrata i visoku efikasnost katalitickog procesa. Hem grupa je ¢vrsto vezana u
aktivnom mestu, interakcijama sa konzervisanim amino-kiselinskim ostacima His-75, Asn-147, Tyr-
357 i Arg-353. Tyr-357 je proksimalni ligand Fe jona i ima klju¢nu ulogu u stabilizaciji kataliticki
aktivnog stanja enzima. Distalni histidin i asparagin ucestvuju u polarizaciji O—O veze supstrata i
transferu protona tokom reakcije. Pokazano je da prostorna organizacija ovih ostataka direktno utice
na stabilnost reaktivnih intermedijera i brzinu katalitickog ciklusa (Zamocky et al., 2008).

Kataliti¢ki mehanizam katalaze odvija se u dve faze (Goyal & Basak, 2010):
1. H:0: + Fe(IH-E — H»0 + O=Fe(IV)-E(+*)

Slobodan Jedinjenje
I

enzim
HOOH  H,0

O
0O,+H,O0O HOOH

2. H20:+ O=Fe(1V)-E(*") — H:0 + Fe(II)-E + O:

U gornjem prikazu, Fe(IlI/IV)—E predstavlja gvozde iz hema vezano za ostatak enzima.
Fe(IV)—E("") je mezomerna forma Fe(V)-E, §to znaci da gvozde nije potpuno oksidovano do +V, ali
prima elektrone od liganda. Zbog toga se ovakav hem piSe kao katjon radikal (**). Vodonik-peroksid
(supstrat) nakon ulaska u aktivno mesto enzima interaguje sa ostacima Asn-147 i His-74, dovodeci
do transfera protona iz jednog atoma kiseonika peroksida na drugi. Proces se odvija preko His-74, sto
produZzava i polarizuje O—O vezu, koja se potom heteroliticki raskida, nakon Sto se atom kiseonik
peroksida koordinuje za gvozde iz hema. Ovo oslobada molekul vode i formira Fe(IV)=0O i1 hem
radikal. Radikal se brzo razgraduje u jedno-elektronskom transferu, ostavljaju¢i nepromenjenim
prsten hema. Tokom druge faze, u sli¢noj reakcija transfera dva elektrona, Fe(IV)=0O reaguje sa
drugim molekulom supstrata, pri cemu se oslobada drugi molekul vode i molekul kiseonika, a enzim
se vra¢a u originalno Fe(III)—E stanje (Goyal & Basak, 2010).
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2.3.2.2. Uloga u odrzavanju cCelijskog redoks-balansa

Celijski redoks-balans zavisi od ravnoteze izmedu stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
sposobnosti antioksidativnih sistema da ih uklone ili zadrze u fizioloSkim granicama. Vodonik-
peroksid zauzima posebno mesto u ovom sistemu, jer nije samo potencijalno Stetan oksidans, vec¢ i
molekul ukljuc¢en u redoks-signalizaciju. Za razliku od izrazito reaktivnih radikala, H.O: je relativno
stabilan i moze difundovati kroz ¢elijske odeljke, zbog ¢ega ucestvuje u regulaciji aktivnosti redoks-
osetljivih proteina, enzima i signalnih puteva. Medutim, kada njegovo stvaranje prevazide kapacitet
antioksidativne zastite, H.O> moze doprineti nastanku oksidativnog stresa i oStecenju biomolekula
(Glorieux & Calderon, 2017; Zamocky et al., 2008).

Katalaza je jedan od glavnih enzima koji ograni¢avaju nakupljanje H.O.. Ova njena uloga je
narocito vazna u uslovima povecanog stvaranja peroksida, kada je potrebna brza razgradnja vecih
koli¢ina H202 do H20 i O.. Time katalaza smanjuje mogucénost da H.O: ucestvuje u reakcijama sa
redoks-aktivnim metalima i dovede do formiranja hidroksil-radikala, jedne od najreaktivnijih
kiseoni¢nih vrsta. Ova zaStitna uloga je znacajna, posto hidroksilni-radikal moze neselektivno
oksidovati amino-kiselinske ostatke u proteinima, nezasiCene masne kiseline u membranama i
nukleinske kiseline (Glorieux & Calderon, 2017; Ighodaro & Akinloye, 2018).

U celijama sisara katalaza je posebno zastupljena u peroksizomima, organelama u kojima se
odvijaju oksidativni metabolicki procesi praceni stvaranjem H:0.. Peroksizomalna lokalizacija
omogucava da se H.O: ukloni blizu mesta nastanka, pre nego sto u vecoj meri utice na druge Celijske
strukture. Ipak, znaCaj katalaze nije ograni¢en samo na peroksizome. Visoka aktivnost katalaze
prisutna je i u eritrocitima, §to je posebno vazno zbog stalnog kontakta ovih ¢elija sa kiseonikom 1i
prisustva hemoglobina, odnosno hem-proteina sposobnog da ucestvuje u redoks-reakcijama.
Eksperimentalni podaci pokazuju da eritrocitna katalaza moze stititi druge celije od oStecenja
izazvanog H-0:, §to ukazuje da eritrociti ne funkcioniSu samo kao transporteri kiseonika, ve¢ i kao
vazan element sistemske antioksidativne zastite (Aebi, 1984).

Katalaza ne deluje izolovano, ve¢ je deo Sire mreZe antioksidativnih enzima. Superoksid-
dismutaza (SOD) prevodi superoksid-anjon u H20., dok katalaza, glutation-peroksidaza i
peroksiredoksini dalje uklanjaju H.O: ili druge perokside. Ovi enzimi nemaju potpuno istu
funkcionalnu niSu. Glutation-peroksidaza 1 peroksiredoksini imaju vaznu ulogu pri niZzim
koncentracijama H:0: i u finoj regulaciji redoks-signala, dok katalaza postaje posebno znacajna kada
je koncentracija H.O. povecéana, ili kada je potreban visok kapacitet detoksikacije. Zbog toga
promena aktivnosti jednog enzima moZe promeniti opterecenje drugih delova antioksidativnog
sistema, pa se redoks-status ¢elije mora posmatrati kao rezultat medusobno povezanih reakcija, a ne
kao posledica aktivnosti samo jednog proteina (Baud et al., 2004; Ighodaro & Akinloye, 2018).

Promene u aktivnosti katalaze mogu imati razlicite posledice u zavisnosti od ¢elijskog tipa,
intenziteta oksidativnog opterecenja i stanja drugih antioksidativnih sistema. Smanjena aktivnost
katalaze moze povecati dostupnost H-0: za reakcije koje vode oksidativnom oste¢enju, dok povecana
aktivnost predstavlja adaptivni odgovor na pojacano stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Ipak,
prekomerno uklanjanje H20- takode uti¢e na redoks-signalizaciju, jer se H20: koristi za reverzibilnu
oksidaciju redoks-osetljivih cisteinskih ostataka u regulatornim proteinima. Zbog toga katalaza ne
ucestvuje samo u ,,neutralizaciji” oksidansa, ve¢ i u odrzavanju opsega H.0: koji omogucava
fiziolosku signalizaciju bez prelaska u oksidativno ostecenje (Glorieux & Calderon, 2017).

Znacaj katalaze u redoks-homeostazi posebno dolazi do izrazaja u tkivima izlozenim visokom
metabolickom opterecenju, inflamaciji, ili lekovima koji mogu menjati oksidativni status. U
eksperimentalnim modelima pokazano je da atipi¢ni antipsihotici uticu na antioksidativne enzime u
razli¢itim tkivima. Kod pacova tretiranih klozapinom, ziprasidonom, ili sertindolom, opisane su
histopatoloske promene u srcu, uz promene u funkciji antioksidativnih enzima — najizrazenije
morfoloSke promene zabeleZene su nakon primene klozapina, a kod ove grupe je povecana aktivnost
SOD1 (Nikoli¢-Koki¢ et al., 2018). U jetri pacova, primena klozapina dovela je do povecéanja
aktivnosti SOD1, SOD2, glutation-reduktaze i glutation-S-transferaze, ali i do smanjenja aktivnosti
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katalaze, uz histopatoloske promene koje su bile izrazenije nego kod sertindola i ziprasidona
(Platani¢ Arizanovié et al., 2021). Ovi nalazi ukazuju da klozapin moze biti povezan sa promenama
u redoks-enzimskom odgovoru tkiva, pri ¢emu Se efekat ne mora jednako ispoljiti u svim organima.

Biohemijski, katalaza je vazna ne samo kao enzim koji razgraduje H.0:, ve¢ i kao pokazatelj
stanja celokupne antioksidativne zastite tela. Promena njene aktivnosti moze odrazavati oksidativno
opterecenje, adaptaciju ¢elije, ili direktan uticaj malih molekula na strukturu i funkciju enzima.

2.3.2.3. Interakcije sa bioaktivnim molekulima

Tako je osnovni fizioloski supstrat katalaze H.O-, ovaj enzim nije zatvoren kataliti¢ki sistem
koji reaguje iskljucivo sa jednim malim molekulom. Aktivno mesto katalaze nalazi se duboko u
proteinskoj strukturi i povezano je sa povrSinom proteina kanalima koji omogucéavaju pristup malim
molekulima. Takva organizacija obezbeduje selektivnost prema H:0:, ali istovremeno ostavlja
mogucnost da pojedini egzogeni ili bioaktivni molekuli pristupe vezivnim regionima u proteinu,
glavnom kanalu ili okolini hem-grupe. Zbog toga interakcije katalaze sa malim molekulima mogu
imati razliCite posledice: od promene unutraSnje fluorescencije i1 lokalnog mikrookruzenja
aromati¢nih amino-kiselina, preko promena sekundarne ili tercijarne strukture enzima, do inhibicije
ili modifikacije enzimske aktivnosti (Hansberg, 2022; Loewen et al., 2015).

Katalaza, pored dominantne katalazne aktivnosti, moze ispoljavati i sporedne peroksidazne ili
oksidazne reakcije prema ne-fizioloskim supstratima. Kod katalaze iz Bacillus pumilus pokazano je
da enzim, uz osnovnu dismutaciju H-0O., moze katalizovati sporiju peroksidaznu oksidaciju razli¢itih
fenolnih jedinjenja. Kristalografski i EPR podaci pokazali su da se pirogalol, katehol, rezorcinol,
gvajakol, hidrohinon i 2-hlorofenol mogu vezivati u glavnom kanalu, na povrsini proteina, ili, kod
pojedinih molekula, u distalnoj strani hema. Ovaj nalaz je znacajan jer pokazuje da fenolna jedinjenja
mogu pristupiti regionima katalaze koji su funkcionalno povezani sa aktivnim mestom, ¢ak i kada ne
predstavljaju njene prirodne supstrate (Loewen et al., 2015). Sli¢an koncept prosirenog katalitickog
ponasanja opisan je i kod sisarskih katalaze.Vetrano i saradnici su pokazali da katalaza pokazuje
oksidaznu aktivnost u prisustvu kiseonika 1 odredenih donora elektrona, ¢ak 1 bez dodatog H20.. U
toj studiji ispitani su endogeni i egzogeni molekuli, ukljucujuéi indol, B-feniletilamin, peroksidazne i
lakazne supstrate, kao i benzidinske derivate. Takode, ona je pokazala i da pojedini biljni
mikronutrijenti, kao $to su indol-3-karbinol, feruli¢na kiselina, vanilinska kiselina i epigalokatehin-
3-galat, mogu inhibirati oksidaznu aktivnost katalaze. Svi ovi rezultati ne menjaju osnovnu definiciju
katalaze kao enzima za razgradnju H>O., ali ukazuju da hem-centar katalaze moZe ucestvovati u
dodatnim reakcijama sa malim bioaktivnim molekulima (Vetrano et al., 2005). Flavonoidi i fenolna
jedinjenja jesu posebno interesantna grupa molekula relevantna za interakcije sa katalazom, posto
deluju i kao antioksidansi i kao redoks-aktivni ligandi. Krych i saradnici su pokazali da flavonoidi
mogu redukovati ,,jedinjenje I katalaze do ,,jedinjenja 11, koje je manje aktivan oksiferilni oblik
enzima. Ovaj proces je posebno znacajan u uslovima niskog fluksa H20-, kada se kataliticki ciklus
moze preusmeriti ka akumulaciji neproduktivnog intermedijera. Zbog toga flavonoidi ne deluju samo
kao zaStitni antioksidansi — u odredenim uslovima, oni mogu menjati redoks-stanje hem-centra i
smanjiti katalaznu aktivnost (Krych & Gebicka, 2013). Ovaj primer je vazan, jer pokazuje da efekat
liganda na katalazu ne zavisi samo od njegovog afiniteta vezivanja, ve¢ i od njegove redoks-hemije.

Pored fenolnih supstrata i flavonoida, brojna ispitivanja su pokazala da se razliciti lekovi,
boje, biljni metaboliti i regulatorni molekuli vezuju za BLC i da menjanju njenu aktivnost. Hrizoidin,
industrijska azo-boja, vezuje se za katalazu i smanjuje njenu aktivnost nekompetitivnim
mehanizmom. Spektroskopski podaci nisu ukazali na promene ukupne konformacije proteina, dok su
izotermalna titraciona kalorimetrija i molekulski doking ukazali na vezivna mesta i pozicioniranje
liganda u suzenju glavnog kanala ka aktivnom mestu. Ovaj primer je posebno ilustrativan i pokazuje
da inhibicija katalaze moZe nastati bez velikog narusavanja globalne strukture proteina, ve¢ samo
ometanjem pristupa supstrata ili promenom lokalne organizacije kanala (Yang et al., 2013). Slican
nekompetitivni tip inhibicije opisan je za 6-benzilaminopurin, sinteticki citokinin koji se koristi u
biljnim sistemima. Kombinacijom fluorescencione spektroskopije, UV-Vis apsorpcije, cirkularnog
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dihroizma, izotermalne titracione kalorimetrije i molekulskog dokinga pokazano je da ovaj molekul
formira kompleks sa katalazom, menjaju¢i mikrookruzenje Tyr i Trp ostataka i smanjujuéi razgradnju
H20:. U stabilizaciji kompleksa ucestvuju vodoni¢ne veze i van der Waalsove interakcije, dok
kineticki podaci ukazuju da ligand ne mora direktno konkurisati H-O- u aktivnom mestu da bi smanjio
aktivnost enzima (Xu et al., 2014). 2-hidroksi-1,4-naftohinon iz biljke kane, predstavlja primer
prirodnog bioaktivnog molekula koji moze direktno uticati na aktivnost katalaze. U studiji na BLC
pokazano je da ovo jedinjenje smanjuje aktivnost enzima nekompetitivnim mehanizmom, da menja
sekundarnu strukturu i gasi unutrasnju fluorescenciju katalaze. Termodinamicki i doking podaci
ukazali su da su hidrofobne sile vazne za formiranje protein-ligand kompleksa, dok sinhrona
fluorescencija ukazuje na promene u okolini aromati¢nih aminokiselinskih ostataka (Khataee et al.,
2020). Ovaj primer pokazuje da molekuli poznati po antioksidativnim svojstvima mogu istovremeno
imati i inhibitorni efekat na endogene antioksidativne enzime.

Interakcije lekova sa katalazom dodatno potvrduju da je ovaj enzim osetljiv na strukturno
razli¢ite male molekule. Klofazimin, lipofilni antimikobakterijski lek, vezuje se za BLC, gasi njenu
fluorescenciju i dovodi do promena u sekundarnoj strukturi i hidrodinamickom ponasanju proteina,
pri ¢emu su doking podaci ukazali na dominantnu ulogu hidrofobnih interakcija (Zaman et al., 2017).
Nifedipin, dihidropiridinski blokator kalcijumskih kanala, takode smanjuje aktivnost katalaze
nekompetitivnim mehanizmom, uz staticko gaSenje fluorescencije i promene u sekundarnoj strukturi
proteina (Zhou et al., 2022). 1zoniazid, lek prve linije u terapiji tuberkuloze, pokazao je sposobnost
vezivanja za katalazu i inhibicije njene aktivnosti (Reyes et al., 2019).

Iz navedenog proizilazi da interakcije katalaze sa bioaktivnim molekulima imaju vise
biohemijskih ishoda — ligand deluje kao sporedni supstrat u peroksidaznoj ili oksidaznoj reakciji,
ligand pomera ravnotezu izmedu aktivnih i manje aktivnih hem-intermedijera, blokira ili suzava
pristupni kanal za H-O-, ili menja lokalno mikrookruzenje aromati¢nih aminokiselina bez izrazene
promene ukupne strukture. Zbog toga se funkcionalni efekti vezivanja ne mogu predvideti samo na
osnovu toga da li se ligand nalazi u samom aktivnom mestu. Vezivanje u udaljenom hidrofobnom
regionu, u glavnom kanalu, ili na povrSinskom vezivnom mestu, moze biti dovoljno da promeni
dostupnost hem-centra, stabilnost protein-ligand kompleksa ili kinetiku razgradnje H20x.

U kontekstu klozapina, ovi literaturni podaci pruzaju osnovu za razmatranje katalaze kao
relevantnog model-proteina za ispitivanje direktnih interakcija lekova sa antioksidativnim enzimima.
Klozapin je mali lipofilni bazni molekul povezan sa redoks-procesima, reaktivnim metabolitima i
promenama u antioksidativnoj zaStiti. Zato ispitivanje njegovog vezivanja za katalazu ne
podrazumeva da je katalaza primarna farmakoloska meta leka, ve¢ omoguéava da se na nivou
molekula proceni da li direktna interakcija sa antioksidativnim proteinom moze uticati na stabilnost,
oksidacionu osetljivost ili enzimsku funkciju. Takav pristup je opravdan, upravo zato $to su brojni
ne-fizioloski supstrati 1 bioaktivni ligandi pokazali sposobnost da menjaju strukturu i aktivnost
katalaze kroz razlicite, uglavnom nekovalentne mehanizme.

2.3.3. Alfa-2-makroglobulin — regulator proteolize i nosilac biomolekula

Alfa-2-makroglobulin (a2M) je veliki glikoprotein krvne plazme, molekulske mase oko 720
kDa, koji pripada familiji a-makroglobulina. SintetiSe se preteZno u jetri 1 oslobada u cirkulaciju, gde
je prisutan u visokoj koncentraciji od priblizno 2—4 g/L. Osnovna bioloSka uloga a2M je kontrola
proteoliti¢ke aktivnosti u plazmi i vanéelijskom prostoru. Za razliku od mnogih inhibitora koji deluju
na uZu grupu enzima, a2M mozZe da reaguje sa proteazama razlicite strukture, porekla i katalitickog
mehanizma (Barrett & Starkey, 1973; Rehman et al., 2013; Sottrup-Jensen, 1989).

Funkcionalni znacaj a2M je Siri od same inhibicije proteaza. Ovaj protein vezuje endogene i
egzogene bioaktivne molekule, uc¢estvuje u njihovom transportu ili uklanjanju, i moze da utie na
inflamaciju, imunski odgovor, hemostazu i ekstracelularnu proteostazu. Zbog velike molekulske
mase, unutraSnje Supljine i izraZzene konformacione pokretljivosti, a2M je vazan model za
proucavanje odnosa izmedu vezivanja liganda, ouvanja strukture 1 zadrzavanja proteinske funkcije
(Bond et al., 2007; Vandooren & Itoh, 2021).
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2.3.3.1. Struktura i funkcionalni domeni

Humani a2M je homotetramer (dimer dimera) sastavljen od Cetiri identicne polipeptidne
subjedinice (Slika 7). Dve subjedinice se povezuju disulfidnim vezama u dimer, a dva dimera grade
tetramernu strukturu nekovalentnim interakcijama. Svaka subjedinica ima 1451 amino-kiselinski
ostatak i organizovana je u viSe domena (Sottrup-Jensen, 1989). Prvih sedam domena pripada grupi
makroglobulinu slicnih domena (MG domeni, od engl. macroglobulin-like domains), koji su pretezno
gradeni od antiparalelnih B-struktura. Kristalna struktura humanog a2M pokazala je da takva grada
formira veliki proteinski prostor, ¢esto opisan kao molekulski kavez (Marrero et al., 2012).

Za aktivnost a2M posebno su vazni region mamca (takozvani ,,bait“ region), tioestarski
domen i receptor-vezujuéi domen, koji se nalaze na svakoj subjedinici. Region mamca je fleksibilan
deo polipeptidnog lanca koji sadrzi mesta osetljiva na hidrolizu razli¢itim endopeptidazama. Posto ga
mogu prepoznati brojne proteaze, ovaj region funkcionise kao senzor poviSene proteoliticke
aktivnosti u okolini proteina. Njegovo cepanje je pocetni dogadaj koji pokrece transformaciju a2M
(Barrett & Starkey, 1973; Marrero et al., 2012). Tioestarski domen sadrzi reaktivnu tioestarsku
vezu izmedu cisteinskog 1 glutaminskog ostatka. U nativhom proteinu ova veza je delimi¢no
zaSticena. Nakon cepanja regiona mamca i promene konformacije, ona postaje dostupnija
nukleofilnim grupama. Kod odredenih proteaza to omogucéava stvaranje kovalentne veze izmedu
enzima i a2M, ¢ime se kompleks dodatno stabilizuje. Ipak, 1 kada kovalentna komponenta izostane,
proteaza moze ostati fizi¢ki zarobljena u unutra$njem prostoru proteina (Arimura & Funabiki, 2022;
Feldman et al., 1985; Marrero et al., 2012). Receptor-vezujuc¢i domen (RBD, od engl. receptor-
binding domain) postaje posebno znac¢ajan nakon aktivacije a2M. U nativnom obliku ovaj domen je
slabije dostupan, dok se posle konformacione promene proteina izlaze na povrsini molekula. Tada se
aktivirani a2M i kompleksi a2M-proteaza mogu prepoznati preko LRP1 receptora (receptor srodan
receptoru za lipoproteine niske gustine 1). On posreduje u endocitozi i uklanjanju kompleksa iz
cirkulacije, naj¢esce u hepatocitima i makrofagima (Jenner et al., 1998; Vandooren & Itoh, 2021).

Slika 7. Trodimenzionalne eksperimentalne strukture humanog i bakterijskog a2-makroglobulina.
Prikazani su humani a2-makroglobulin (ha2M) i a2-makroglobulin iz E. coli (ECAM) u razli¢itim
konformacijama i projekcijama. Paneli A i B prikazuju monomerne strukture ha2M i ECAM-a sa
oznacenim ,,bait* regionom i tioestarskom vezom. Panel C prikazuje model ha2M sa zarobljenim
molekulima HIV-1 peptidaze, dok panel D prikazuje detalj domena MG1-MG6 i ,,bait region*
domena. Panel E prikazuje indukovani i nativni tetramerni oblik ha2M iz razli¢itih uglova, a paneli
F i G krio-EM rekonstrukcije ECAM-a (Garcia-Ferrer et al., 2017).
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Opisana organizacija domena a2M omogucava da proteoliti¢ko cepanje regiona mamca bude
povezano sa brzom konformacionom promenom, tokom koje se proteaza fizicki zarobljava unutar
proteinskog kompleksa, dok receptor-vezuju¢i domen postaje izlozen i dostupan za prepoznavanje
receptora LRP1. Ovaj sled dogadaja predstavlja osnovu mehanizma inhibicije proteaza i uklanjanja
kompleksa a2Mproteaza iz cirkulacije (Arimura & Funabiki, 2022; Marrero et al., 2012)

2.3.3.2. Mehanizam inhibicije proteaza

Mehanizam inhibicije proteaza zasniva se na principu ,,zamke* (Slika 8). Proteaza najpre
prepoznaje 1 hidrolizuje region mamca, koji se ponasa kao dostupan proteinski supstrat. Ovo cepanje
dovodi do brze konformacione promene a2M, kada se polozaj domena koji grade centralnu Supljinu,
pa proteaza ostaje zatvorena unutar proteinskog kaveza (Barrett & Starkey, 1973; Marrero et al.,
2012). 02M ne inhibira proteaze na isti nacin kao klasi¢ni inhibitori aktivnog mesta. Aktivni centar
zarobljene proteaze Cesto ostaje kataliticki sposoban. Ipak, pristup velikim fizioloSkim supstratima
postaje prostorno ogranicen. Mali supstrati i kratki peptidi mogu prolaziti kroz otvore u strukturi
a2M, dok veci proteinski supstrati ne mogu lako dospeti do aktivnog mesta enzima. Zbog toga se u
testovima moze detektovati preostala aktivnost vezane proteaze, iako je njeno dejstvo na velike
proteine ograniceno (Barrett & Starkey, 1973; Sottrup-Jensen, 1989; Straight & McKee, 1982).

Nakon aktivacije, moze doc¢i i do reakcije tioestarske grupe sa nukleofilnim grupama na
povrsini proteaze. Ovaj korak nije jednako izraZen kod svih proteaza, ali moZe pojacati stabilnost
kompleksa. Krajnji efekat ostaje isti: a2M smanjuje dostupnost proteaze velikim supstratima i
usmerava kompleks ka receptor-posredovanom uklanjanju (Arimura & Funabiki, 2022; Feldman
et al., 1985), sto je od znacaja za inflamaciju, koagulaciju, fibrinolizu i remodelovanje vancelijskog
matriksa. U tim procesima dolazi do oslobadanja brojnih proteaza iz ¢elija imunskog sistema,
oStecenih tkiva i aktiviranih koagulacionih puteva. Ako njihovo dejstvo nije kontrolisano, moze do¢i
do degradacije proteina matriksa, poremecaja hemostaze i odrZzavanja zapaljenskog odgovora — 02M
tada deluje kao Siroko specifi¢an zastitni sistem koji ogranicava proteolitiCko oStecenje i doprinosi
uspostavljanju ravnoteze u vancelijskom prostoru (Rehman et al., 2013; Vandooren & Itoh, 2021).

az2M a2M* proteaza-a2M*

proteaza

region
mamca

ﬁ

@ regionmamca [ regionimamca [} reseptorizavezivanje 8 proteaza A domeni tiol-estarskih veza
bradavica (RBBD)

O —»

B

Slika 8. Ilustracija interakcije izmedu tetramera a2M i aktivnih endopeptidaza. Funkcionalni 02M
nastaje nekovalentnim povezivanjem dva kovalentno povezana dimera. Svaki monomer sadrzi
region mamca za proteaze, oznaCen ruziCasto/narandzastim segmentima, i skriveni receptor-
vezujué¢i domen (RBD), oznacen sivim elementima. Aktivne proteaze mogu da ,,iseku* region
mamca, §to dovodi do aktivacije a2M i konformacionog preuredenja proteina. Ovaj proces rezultuje
fizickim zarobljavanjem proteaze i izlaganjem reaktivne tioestarske veze, koja moze ucestvovati u
formiranju kovalentne veze izmedu a2M i lizinskih ostataka proteaze, oznac¢enih crvenim kukicama.
Istovremeno, receptor-vezujuci domeni postaju izloZeni na povrSini proteina, ¢ime se omogucava
vezivanje 02M za Celijske receptore.* Preuzeto i modifikovano iz Vandooren & Itoh (2021).
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Nakon konformacione promene o2M, izlozeni receptor-vezuju¢i domen omogucava
vezivanje kompleksa a2M-proteaza za receptor LRP1, nakon Cega sledi njegova endocitoza i
razgradnja unutar Celije u lizozomima. Na taj na¢in a2M ne samo da steri¢ki ograni¢ava dejstvo
zarobljene proteaze, ve¢ omogucava i uklanjanje kompleksa iz cirkulacije (Jenner et al., 1998;
Vandooren & Itoh, 2021).

2.3.3.3. Interakcije alfa-2-makroglobulina sa malim i bioaktivnim molekulima

Alfa-2-makroglobulin najcesce se opisuje kao inhibitor proteaza Sirokog spektra, iako njegova
bioloSka uloga nije ograni¢ena samo na regulaciju proteolize. Zbog velike molekulske mase,
tetramerne grade i izraZzenih konformacionih promena nakon aktivacije, a2M moze da vezuje razlicite
bioaktivne molekule i da uti¢e na njihovu stabilnost, dostupnost 1 biolo§ko delovanje. U literaturi je
posebno dobro opisana sposobnost a2M da vezuje citokine i faktore rasta, ukljucujuci transformisuci
faktor rasta beta (TGF-B), faktor rasta poreklom iz trombocita (PDGF), neurotrofni faktor rasta
(NGF), interleukin-1p (IL-1B) i interleukin-6 (IL-6) (Rehman et al., 2013; Vandooren & Itoh,
2021). Ovo svojstvo ukazuje da a2M ne deluje samo kao molekulska ,,zamka” za proteaze, ve¢ i kao
protein plazme ukljucen u regulaciju vancelijskih signala.

Vezivanje liganada za a2M zavisi od konformacionog stanja proteina. Nativni a2M i
aktivirani oblici, nastali posle reakcije sa proteazama ili malim aminima, razlikuju se po afinitetu
prema pojedinim molekulima. U slucaju faktora rasta, pokazano je da se PDGF-BB i TGF-§} vezuju
za a2M (i nativni i aktivirani oblik), zbog ¢ega se ovaj protein razmatra i kao moguci nosac i regulator
dostupnosti signalnih molekula u cirkulaciji (Crookston et al., 1993; 1994). Zbog toga, 02M treba
posmatrati kao dinamican protein ¢ija sposobnost vezivanja zavisi od strukturnog stanja, prisustva
proteaza i lokalnog biohemijskog okruZenja.

Pored proteinskih medijatora, sve viSe se istrazuju interakcije 02M sa manjim bioaktivnim
molekulima, narocito polifenolima i drugim antioksidansima. Ova istraZivanja su znacajna, posto
mnogi prirodni antioksidansi imaju ograni¢enu rastvorljivost, stabilnost i bioraspolozivost, te njihovo
vezivanje za proteine cirkulacije moze uticati na njihov transport, zadrZzavanje u vodenoj sredini 1
trajanje bioloSkog efekta. U preglednom radu o interakcijama antioksidanasa sa humanim proteinima
istaknuto je da, osim albumina, i drugi proteini iz cirkulacije ucestvuju u vezivanju bioaktivnih
jedinjenja, menjajuci svojstva i liganda i proteina (Nedi¢ et al., 2023).

Flavonoidi predstavljaju posebno vaznu grupu liganada za a2M. Miricetin, biljni polifenol sa
antioksidativnim i antiinflamatornim svojstvima, pokazao je sposobnost vezivanja za humani a2M.
U toj studiji su koris¢ene ultraljubicasto-vidljiva apsorpciona spektroskopija (UV-Vis),
fluorescenciona spektroskopija, spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD) i molekulski doking.
Rezultati su ukazali na formiranje protein-ligand kompleksa, gasenje unutrasnje fluorescencije i
promene u mikrookruZenju aromati¢nih aminokiselina. Sekundarna struktura proteina nije bila
znacCajno narusena, ali je uocena blaga promena antiproteinaznog potencijala, Sto ukazuje da i suptilne
konformacione promene mogu imati funkcionalni znacaj (Ansari et al., 2023a). Za naringenin,
flavanon prisutan u citrusnom vocu, takode je pokazano vezivanje za a2M. U ovoj studiji primenjene
su UV-Vis apsorpcija, fluorescencija, sinhrona fluorescencija, infracrvena spektroskopija sa
Furijeovom transformacijom (FTIR), CD spektroskopija, molekulski doking i simulacije molekulske
dinamike. Rezultati su ukazali na formiranje stabilnog kompleksa, spontane nekovalentne interakcije
1 promene u konformaciji proteina. Za razliku od miricetina, naringenin je doveo do izrazenijeg
smanjenja antiproteinazne aktivnosti a2M, $to pokazuje da strukturno srodni polifenoli ne moraju
imati isti funkcionalni efekat nakon vezivanja za isti protein (Ansari et al., 2023b, 2024). Kvercetin
je dodatno znacajan primer, jer njegov efekat na a2M zavisi od uslova u kojima se vezivanje odvija.
Iako se Cesto opisuje kao antioksidans, kvarcetin u odredenim uslovima pokazuje i pro-oksidativna
svojstva. Siddiqui i saradnici pokazali su da on, naroc€ito u prisustvu svetlosti, dovodi do gasenja
fluorescencije a2M, promena u sekundarnoj strukturi i znac¢ajnog smanjenja inhibitorne aktivnosti
prema tripsinu. Autori su ove promene povezali sa pro-oksidativnim delovanjem kvercetina i
strukturnim oSte¢enjem proteina (Siddiqui et al., 2020). Ovaj nalaz je vazan, poSto pokazuje da
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vezivanje bioaktivnog molekula za protein ne mora uvek imati zastitni efekat — ishod zavisi od
koncentracije liganda, redoks-uslova i stabilnosti samog proteina.

Nasuprot tome, pojedini ligandi mogu doprineti oCuvanju funkcije a2M u oksidativnim
uslovima. Fikocijanobilin, tetrapirolni hromofor poreklom iz cijanobakterijskog proteina C-
fikocijanina, opisan je kao novi vezivni partner humanog a2M. Spektrofluorimetrijska ispitivanja
pokazala su umereno visok afinitet vezivanja, dok su doking analize ukazale na vis§e moguc¢ih
vezivnih mesta. Vezivanje fikocijanobilina nije izazvalo velike promene sekundarne strukture a2M,
ali je doprinelo zastiti proteina od oksidativnog stresa i o€uvanju njegove antiproteinazne aktivnosti
u oksidativnoj sredini (Sunderi¢ et al., 2024). Ovaj primer ukazuje da interakcija malog molekula sa
a2M moze imati i stabilizujuéi efekat.

Slican znacaj imaju i ispitivanja uobicajenih antioksidanasa, kao $to su kvercetin, resveratrol
i dihidrolipoinska kiselina, sa glavnim proteinima cirkulacije. U uporednoj studiji pokazano je da se
02M moze vezivati za ove molekule, a posebno je istaknuta interakcija sa resveratrolom. Vezivanje
resveratrola za a2M bilo je povezano sa povecanjem njegove hidrosolubilnosti i uzajamnom zastitom
proteina i liganda od oksidativnog osteéenja (Sunderi¢ et al., 2026a). Takvi rezultati sugerisu da
a2M ucestvuje u stabilizaciji nekih slabo rastvorljivih bioaktivnih molekula u vodenoj sredini plazme.

Interakcije 02M nisu ograni¢ene samo na prirodne antioksidanse. Za antitumorski lek 5-
fluorouracil pokazano je da se vezuje za humani a2M, uz promene u mikrookruzenju triptofana (Trp)
i tirozina (Tyr), blage promene sekundarne strukture i smanjenje antiproteolitiCke aktivnosti proteina.
Molekulski doking i simulacije molekulske dinamike ukazali su na stabilan protein-ligand kompleks,
u ¢ijem formiranju ucestvuju vodoni¢ne veze i hidrofobne sile (Zia et al., 2022). Ovaj primer
pokazuje da 02M moze stupiti u interakcije i sa lekovima koji nisu njegovi fizioloski ligandi, pri ¢emu
takvo vezivanje moze imati posledice po funkciju proteina. Endogeni mali molekuli takode mogu
menjati strukturu i aktivnost a2M. Bilirubin, proizvod razgradnje hema i endogeni antioksidans, u
prisustvu svetlosti vezuje se za a2M i izazove konformacione promene pratene smanjenjem
aktivnosti proteina (Ali et al., 2020). Ovaj nalaz povezuje a2M sa redoks-aktivnim endogenim
metabolitima i ukazuje da funkcionalno stanje ovog proteina moze biti osetljivo na molekule prisutne
u cirkulaciji pod fizioloSkim ili patofizioloskim uslovima.

Ukupno posmatrano, interakcije a2M sa malim i bioaktivnim molekulima imaju razlicite
ishode. Vezivanje moZe biti neutralno, mozZe stabilizovati protein ili ligand, ali moZe i smanjiti
antiproteinaznu aktivnost i promeniti konformaciju proteina. Zbog toga a2M treba posmatrati i kao
veliki, konformaciono osetljiv protein koji ucestvuje i u regulaciji dostupnosti, stabilnosti i bioloskog
delovanja razlic¢itih liganada. U kontekstu neuropsihijatrijskih poremecaja, a2M je zanimljiv zbog
veze sa proteostazom, neuroinflamacijom i oksidativnim stresom. Proteomska analiza
cerebrospinalne te¢nosti pokazala je da se nivoi a2M razlikuju izmedu pacijenata sa Parkinsonovom
bolescu, neuroloskih kontrola i pacijenata sa shizofrenijom. Na osnovu toga, 02M je predlozen kao
potencijalni biomarker za pracenje farmakoloSkog odgovora u poremecajima povezanim sa
dopaminergickom signalizacijom. Ovaj nalaz treba izeti sa rezervom, posto potice iz cerebrospinalne
te€nosti 1 ograni¢enih klinickih kohorti. Ipak, on daje koristan kontekst za razmatranje a2M u okviru
tema koje povezuju psihofarmake, oksidativni stres i proteinsku homeostazu (Gupta et al., 2019).

U celini posmatrano, o2M je protein plazme kod koga su struktura i funkcija, kao i kod svih
drugih proteina, blisko povezane. Njegova sposobnost da ,,zarobi* proteaze, vezuje bioaktivne
molekule i uéestvuje u uklanjanju molekulskih kompleksa ¢ini ga vaznim regulatorom vancelijske
homeostaze. Za ovu disertaciju posebno je znacajno to §to vezivanje bioaktivnog molekula za a2M
ne mora nuzno znaciti gubitak funkcije proteina. Krajnji efekat zavisi od mesta vezivanja, prirode
interakcije, koncentracije liganda i (pro)oksidacionih uslova u kojima se kompleks nalazi.

2.3.4. Fibrinogen — multifunkcionalni glikoprotein u hemostazi

Fibrinogen (faktor koagulacije I) jedan je od najzastupljenijih proteina krvne plazme. Njegova
koncentracija kre¢e se od oko 1,5 do 4 g/L (Vilar et al., 2020). Re¢ je o velikom, izduzenom
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glikoproteinu mase oko 340 kDa, sa centralnom ulogom u hemostazi. U primarnoj hemostazi vezuje
trombocite, a u sekundarnoj, kao prekursor fibrina, gradi fibrinsku mrezu (Weisel & Litvinov, 2017).
Fibrinogen, medutim, nije samo faktor koagulacije. Ucestvuje 1 u zarastanju rana, zapaljenju,
urodenom imunskom odgovoru i angiogenezi (Luyendyk et al., 2019). Kao ucesnik akutne faze,
koncentracija mu raste tokom zapaljenja, infekcije i povrede tkiva (Davalos & Akassoglou, 2012).
Uz to, on vezuje jone, male ligande i brojne proteine, §to dodatno utice na njegovu funkciju.

2.3.4.1. Struktura, sinteza i fizioloSka uloga

Molekul fibrinogena je dimer. Cine ga dve identiéne polovine, a svaku polovinu tri razli¢ita
lanca: Aa, BB iy (Slika 9). Ukupan sastav molekula zato se oznacava kao (AaBpy)2 (Weisel &
Litvinov, 2017). Molekul tako ima $est lanaca: dva Aa (po 610 amino-kiselinskih ostatka), dva Bj
(po 461) i dvay (po 411). Povezuje ih 29 disulfidnih veza (Kattula et al., 2017). Amino-krajevi svih
Sest lanaca spojeni su u centralnom (E) regionu. Karboksilni krajevi BB- i y-lanaca grade dva
periferna, globularna (D) regiona (Kollman et al., 2009).
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Slika 9. Struktura fibrinogena po domenima i subjedinicama. Adaptirano iz Weisel &
Litvinov (2017), preuzeto iz Gligorijevi¢ (2018).

Fibrinogen ima izduZenu, trinodularnu gradu, dugu oko 45 nm. Centralni E ¢vor povezan je
sa dva periferna D ¢vora preko dva ,,coiled-coil* segmenta, a svaki segment ¢ine po tri a-heliksa
(Weisel & Litvinov, 2017). Karboksilni krajevi Aa-lanaca (aC regioni) fleksibilni su i $trée iz
molekula; oni imaju vaznu ulogu u kasnijem umreZavanju fibrina. Kristalna struktura humanog
fibrinogena razjasnjena je za ve¢i deo molekula (Kollman et al., 2009). Fibrinogen je glikoprotein:
na Bp- i y-lancima nosi vezane oligosaharidne lance (Wolberg, 2023).

Fibrinogen se sintetiSe u hepatocitima jetre. Njegova tri lanca kodiraju tri gena (FGA, FGB 1
FGG), grupisana na hromozomu 4 (Vilar et al., 2020). Lanci se najpre sklapaju u polovine molekula,
a zatim u ceo heksamer (Kattula et al., 2017). Gotov protein se izlu¢uje u krv, gde mu poluZzivot
iznosi oko tri do Cetiri dana. Posto je reaktant akutne faze, sinteza mu se pojacava pod dejstvom
citokina, pre svega interleukina-6, pa njegova koncentracija u zapaljenskom procesu moze visestruko
porasti (Davalos & Akassoglou, 2012; Wolberg, 2023). Alternativnim splajsovanjem y-lanca nastaje
manja frakcija molekula (y’), drugacijih funkcionalnih svojstava (Vilar et al., 2020).

Osnovna uloga fibrinogena je dvojaka: sluzi kao prekursor fibrina 1 posreduje u agregaciji
trombocita. Tako omogucava brzo zaustavljanje krvarenja. Fibrinogen je i privremeni vancelijski
matriks tokom zarastanja rana. Uz to, povezuje hemostazu sa procesima zapaljenja i obnove
(Luyendyk et al., 2019; Pieters & Wolberg, 2019; Wolberg, 2023).

2.3.4.2. Uloge u regulaciji hemostaze

U primarnoj hemostazi fibrinogen povezuje aktivirane trombocite (Slika 10). Vezuje se za
njihov receptor allbB3 (glikoprotein IIb/I1la). Glavno vezujué¢e mesto je C-terminalni dodekapeptid
y-lanca (y400—411), a u njemu su zavrs$ni ostaci (AGDV) klju¢ni (Kattula et al., 2017). Vezujuéi se
istovremeno za dva susedna trombocita, fibrinogen posreduje u njihovoj agregaciji i stvaranju
trombocitnog ¢epa (Mosesson, 2005).
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Slika 10. Sematski prikaz nastanka tromba kroz primarnu hemostazu, stvaranje trombina i
formiranje fibrina. Trombociti se vezuju za oSteceni (sub)endotel krvnog suda, aktiviraju se i
agregiraju, dok koagulaciona kaskada dovodi do stvaranja trombina. Trombin prevodi fibrinogen
u fibrin, koji polimerizuje u mrezu i stabilizuje ugrusak uz uces$ée faktora XIlla. Preuzeto i
adaptirano iz Singh et al. (2025).

U sekundarnoj hemostazi fibrinogen je supstrat trombina. Trombin odseca fibrinopeptide A i
B sa amino-krajeva Aa- i BB-lanaca. Time se izlazu polimerizaciona mesta, tzv. ,,¢vorovi® (engl.
knobs) A i1 B. Ti,,¢vorovi‘ se ugraduju u komplementarne ,,Supljine® (engl. holes) aib, u D regionima
susednih molekula (Weisel & Litvinov, 2017). Tako nastaju protofibrili. Oni se bo¢no udruzuju u
deblja vlakna, koja se zatim granaju i grade trodimenzionalnu mreZu. Stvoreni ugrusak stabilizuje
faktor XIII, koga aktivira trombin. Aktivirani faktor XIIla uspostavlja kovalentne veze izmedu vy-
lanaca, a potom i izmedu a-lanaca susednih molekula (Kattula et al., 2017). Time mreZza postaje
¢vrséa i otpornija na razgradnju. Joni kalcijuma neophodni su i za polimerizaciju i za rad faktora
Xllla (Wolberg, 2023).

Fibrin reguliSe i sopstvenu razgradnju (fibrinolizu). Kao kofaktor, vezuje plazminogen i
njegov aktivator (tkivni aktivator plazminogena - tPA) i ubrzava stvaranje plazmina, koji razgraduje
mrezu (Weisel & Litvinov, 2017). Brzina razgradnje zavisi od grade ugruska. Gusta mreza tankih
vlakana sporije se razgraduje 1 povezana je sa rizikom od tromboze. Porozna mreZa debljih vlakana
razgraduje se brze i pre se povezuje sa sklono$c¢u ka krvarenju (Wolberg, 2023). Zbog ove dvojake
uloge, poremecaji fibrinogena, kao i njegove povisene koncentracije, povezuju se sa rizikom od
tromboze i kardiovaskularnih bolesti (Kattula et al., 2017; Vilar et al., 2020).

2.3.4.3. Interakcije sa bioaktivnim molekulima

Zbog svoje slozene strukture 1 visoke koncentracije u cirkulaciji, fibrinogen stupa u interakcije
sa razli¢itim malim i bioaktivnim molekulima. Takve interakcije uti¢u na stabilnost fibrinogena,
njegovu oksidativnu osetljivost, brzinu formiranja fibrina, debljinu fibrinskih vlakana i otpornost
ugruska na fibrinolizu. Poseban znacaj imaju interakcije fibrinogena sa antioksidansima, jer je
fibrinogen osetljiv na oksidativne i nitrativne posttranslacione modifikacije. Oksidacija moze
promeniti strukturu fibrinogena i dovesti do formiranja fibrinskih mreza koje su gu$ée, manje
propustljive i otpornije na razgradnju. Takve promene se povezuju sa prokoagulantnim stanjem i
povecanim rizikom od tromboze u razli¢itim patofizioloskim uslovima (Martinez et al., 2013;
Nencini et al., 2025). Zato vezivanje malih molekula za fibrinogen nije vazno samo sa stanovista
transporta liganda, vec¢ i sa stanoviSta moguce zastite ili promene funkcije samog proteina.
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Rezveratrol je Cesto ispitivani polifenol u ovom kontekstu. Spektrofluorimetrijska ispitivanja
pokazala su da se on vezuje za fibrinogen, pri ¢emu to ne dovodi do razvijanja ili destabilizacije
proteina. U istom radu pokazano je da fibrinogen povecava rastvorljivost resveratrola u vodenoj
sredini i da postoji uzajamni zastitni efekat: fibrinogen stiti resveratrol od oksidacije, dok rezveratrol
moze doprineti zastiti fibrinogena od slobodnoradikalskog oSte¢enja (Gligorijevi¢ et al., 2020). Ovaj
primer pokazuje da fibrinogen moZze doprineti stabilizaciji slabo rastvorljivih bioaktivnih molekula,
a istovremeno biti zaSti¢en od oksidativnih promena. Uticaj rezveratrola na fibrinogen razmatran je i
u vezi sa agregacijom trombocita. U studiji Bonechi i sar. ispitan je efekat resveratrola na promene
fibrinogena 1 agregaciju trombocita izazvane epinefrinom. KoriS¢ene su nuklearna magnetna
rezonanca (NMR), infracrvena spektroskopija (IR) i skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM).
Rezultati su pokazali da rezveratrol ublazava konformacione promene fibrinogena izazvane
epinefrinom i da smanjuuje adheziju i agregaciju trombocita (Bonechi et al., 2017). Time se
vezivanje malog molekula sa fibrinogenom povezuje ne samo sa strukturom proteina, veé i sa
funkcionalnim posledicama u procesu hemostaze.

Dihidro-alfa-lipoinska kiselina (DHLA), redukovani oblik alfa-lipoinske kiseline, jos jedan je
primer bioaktivnog antioksidansa koji direktno interaguje sa fibrinogenom. U radu Gligorijevica i
sar. pokazano je da DHLA formira kompleks sa fibrinogenom umerenog afiniteta, pri ¢emu
molekulski doking ukazuje da se interakcija verovatno odvija u D-regionima fibrinogena. Vezivanje
DHLA nije znaéajno promenilo termalnu stabilnost proteina, ali je dovelo do diskretnih promena
sekundarne strukture i formiranja fibrina sa debljim vlaknima. Pored toga, fibrinogen vezan za DHLA
bio je delimi¢no zasti¢en od oksidacije (Gligorijevié, 2020).

Pored pojedinacnih antioksidanasa, ispitani su i biljni ekstrakti i model-polifenoli koji takode
mogu zastititi fibrinogen od oksidativnih i nitrativnih modifikacija. Ekstrakti cveta Prunus spinosa
L., kao i njihovi glavni polifenolni sastojci i metaboliti, smanjili su oksidativne promene fibrinogena
izazvane peroksinitritom. Uoc¢eno je smanjenje nitracije tirozinskih ostataka, oksidacije triptofana i
formiranja agregata velike molekulske mase (Marchelak et al., 2021). Ovi rezultati podrzavaju stav
da polifenoli mogu delovati zaStitno prema fibrinogenu, naro€ito u uslovima pove¢anog oksidativnog
i nitrativnog opterecenja. Vazno je, medutim, naglasiti da zastitni efekat bioaktivnog molekula ne
zavisi samo od njegove antioksidativne aktivnosti u jednostavnom hemijskom sistemu. Ishod zavisi
od toga da li se i gde molekul vezuje za fibrinogen, koje nekovalentne interakcije stabilizuje protein-
ligand kompleks i da li vezivanje menja funkcionalne regione proteina. Fibrinogen ima vise domena
ukljucenih u trombin-zavisno oslobadanje fibrinopeptida, polimerizaciju fibrina, lateralnu agregaciju
protofibrila i interakcije sa trombocitima. Zbog toga i relativno male promene u konformaciji ili
oksidacionom stanju proteina mogu imati posledice po formiranje i osobine fibrinskog ugruska.

Interakcije fibrinogena sa lekovima vazne su i za razumevanje mogucih farmakokinetickih i
funkcionalnih posledica formiranja kompleksa. Za timolol-maleat, B-blokator koji se koristi u terapiji
stanja povezanih sa poviSenim krvnim pritiskom i glaukomom, pokazano je da se vezuje za
fibrinogen, uz gasenje unutrasnje fluorescencije i promene sekundarne strukture proteina.
Termodinamicki podaci i molekulski doking ukazali su na dominantnu ulogu hidrofobnih sila u
stabilizaciji kompleksa (Rao et al., 2025). Ovaj primer pokazuje da fibrinogen, pored albumina, moze
biti vazan protein za vezivanje pojedinih lekova u cirkulaciji.

Siri pregled interakcija prehrambenih antioksidanasa sa proteinima cirkulacije ukazuje da
fibrinogen vezuje razlicite bioaktivne molekule, ukljucujuci kvercetin, resveratrol i dihidrolipoinsku
kiselinu. Takve interakcije mogu promeniti rastvorljivost, stabilnost i oksidacionu otpornost liganda,
ali i strukturne i funkcionalne osobine proteina (Nedi¢ et al., 2023; Sunderi¢ et al., 2026b). Ovakav
pristup je posebno znaCajan za molekule niske rastvorljivosti ili ograni¢ene stabilnosti, posto
proteinsko vezivanje moze povecati njihovu prisutnost u plazmi i omoguciti lokalno dejstvo u blizini
mesta oStecenja ili inflamacije.

Interakcije malih molekula sa fibrinogenom treba posmatrati oprezno, jer isti tip molekula ne
mora uvek imati isti ishod. Antioksidans moze stabilizovati fibrinogen 1 smanjiti oksidativno
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oStecenje, ali i promeniti proces formiranja fibrina, strukturu vlakana, ili dostupnost mesta za
interakciju sa drugim komponentama hemostaze. Zbog toga se funkcionalni efekti vezivanja
procenjuju kombinacijom spektroskopskih, termickih, oksidacionih i koagulacionih testova. Podatak
da ligand formira kompleks sa fibrinogenom nije dovoljan za zaklju¢ak o bioloskom efektu vezivanja;
potrebno je ispitati da li se menja polimerizacija fibrina, struktura ugruska, otpornost na oksidaciju i
potencijalna osetljivost na fibrinolizu.

U kontekstu ispitivanja interakcija lekova sa proteinima, fibrinogen je posebno znacajan,
posto je to protein plazme ¢ija se aktivnost i uloga neposredno moze pratiti funkcionalnim testovima
formiranja fibrina. Za razliku od proteina kod kojih se posledice vezivanja liganda Cesto tumace samo
kroz promenu unutra$nje fluorescencije ili stabilnosti, kod fibrinogena je moguce povezati
molekulsko vezivanje liganda sa promenom funkcionalnog ishoda, odnosno, procesom nastanka
fibrinske mreze. Zato on predstavlja pogodan model za ispitivanje da li mali bioaktivni molekuli i
lekovi mogu, pored vezivanja za protein, uticati i na uloge proteine vazne za hemostazu.

2.4. Metode u ispitivanju interakcija lekova sa proteinima

Vezivanje malih molekula za proteine osnovni je molekulski proces delovanja lekova u telu
(Du et al., 2016). Formirani nekovalentni kompleksi protein—ligand mogu da izmene konformaciju,
stabilnost i aktivnost proteina, a time i da uticu na distribuciju, metabolizam i eliminaciju leka. Mnogi
lekovi inhibitorno deluju na kataliticku aktivnost klju¢nih enzima, $to moze da ima znacajne
fizioloske posledice (Chakraborti et al., 2003). Ispitivanje protein—lek interakcija, pod uslovima koji
odgovaraju fizioloSkim, omogucava odredivanje parametara vezivanja (konstanti afiniteta, broja
vezivnih mesta i termodinamickih veli¢ina), kao i procenu strukturnih promena u proteinu. U
narednim odeljcima opisani su principi metoda korisé¢enih u eksperimentalnom delu ove disertacije.

2.4.1. Spektroskopske metode

Medu razli¢itim ekperimentalnim pristupima, spektroskopske metode su neizostavni deo u
izucavanju protein—ligand (protein—lek) interakcija, zbog relativno jednostavnog izvodenja,
osetljivosti i moguénosti analiza u rastvorima koji simuliraju fizioloSke uslove. Ove metode zasnivaju
se na na promeni elektromagnetnog zra¢enja biomolekula do koga moze do¢i usled vezivanja liganda.
Na osnovu dobijenih spektara moguce je proceniti jacinu vezivanja liganda za protein, broj vezivnih
mesta, stabilnost kompleksa kao i uticaj interakcije na sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina.
Najcesce koriS¢ene spektroskopske tehnike koje se koriste u ispitivanju ovih interakcija ukljucuju
UV-Vis apsorpcionu spektroskopiju, fluorescentrnu spektroskopiju, cirkularni dihroizam,
infracrvenu spktroskopiju sa Furijeovom transformacijom, Ramanovu spektroskopiju i mnoge druge
(Gokara et al., 2010).

Ultraljubicasta 1 vidljiva apsorpciona spektroskopija jednu je od ¢esto primenjivanih metoda
u izucavanju protein-ligand interakcija. Ova metoda se zasniva na apsorpciji elektromagnetnog
zraCenja u ultraljubi¢astom i vidljivom delu spektra, pri ¢emu dolazi do prelaska elektrona iz
osnovnog u pobudeno energetsko stanje. Proteini 1 ligandi poseduju karakteristicne apsorpcione
maskimume, koji poticu od prisustva aromati¢nih amino-kiselina, konjugovanih sistema, ili
odredenih funkcionalnih grupa. Kada su u pitanju proteini, apsopcija u UV oblasti potice od peptine
veze — 220 nm kao i aromati¢nih amino-kiselina (tirozin, triptofan, fenilalanin) — oblast 250-300 nm,
dok proteini koji imaju prosteticnu grupu apsorbuju 1 u vidljivom delu spektra (hem proteini —
Soretova traka na oko 405 nm) (SlikallA) (Schmid, 2001).

Nakon vezivanja liganda za protein mogu nastati promene u intenzitetu apsorbance i/ili do
pomeranja apsoprcionih maksimuma, $to ukazuje na promene u mikrookruzenju amino-kiselinskih
ostataka, ili na formiranje protein-ligand kompleksa. Hipohromni efekat podrazumeva smanjenje
intenziteta apsorbancije, dok hiperhromni efekat oznacava poveéanje apsorbancije. Batohromno, ili
tzv. crveno pomeranje, jeste pomeranje apsopcionog maksimuma ka ve¢im talasninim duzinama, a
hipsohromno, ili tzv. plavo pomeranje, ozna¢ava pomeranje maksimuma ka nizim talasnim duzinama
(slika 11B). Prednosti ove metode su jednostavnost izvodenja, brza analiza, dobra ponovljivost
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rezultata, a ograni¢enja su manja osetljivost metode kada su interakcije slabe, ili kada su koncentracije
ispitivanih supstanci veoma niske (Schmid, 2001).
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Slika 11. lustrativni prikaz tipi¢cnog UV-Vis spektra proteina koji poseduje hem u strukturi (A).
Tipi¢na pomeranja apsoprcionih maksimuma proteina (B)

Fluorecentna spektroskopija je osetljiva metoda za proucavanje interakcija izmedu proteina i
liganada. Ova tehnika zasniva se na pojavi fluorescencije, odnosno emitovanju svetlosti od strane
(bio)molekula nakon apsopcije elektromagnetnog zracenja odredene talasne duzine. U proteinima
fluorescencija je uglavnom poti¢e od ostataka triptofana, dok tirozin i fenilalanin imaju znatno manju
doprinos ukupnoj fluorescenciji. Kada dodje do vezivanja liganda za protein (kao i u slucaju UV-Vis
spektroskopije) mogu nastati promene u intenzitetu fluorescencije ili polozaju emisionog
maksimuma. Ove promene omoguéavaju pra¢enje procesa vezivanja i procenu prirode interakcija.

Najcesce proucavan fenomen u izucavanju protein-ligand interakcija je gaSenje unutrasnje
fluorescencije (engl. fluoirescence quenching) proteina. Postoje dva tipa mehanizama gaSenja
fluorescencije proteina — staticki i dinamicki. Ukoliko do gaSenja dolazi usled sudara molekula u
pobudenom stanju mehanizam je dinamicki, dok kod statickog dolazi do formiranja stabilnog
kompleksa protein-ligand koji ne fluorescira (Lakowicz, 2006). Fluorescentna spektroskopija
omogucava odredivanje velikog broja vaznih parametara vezivanja, kao $to su konstante vezivanja,
broj vezivnih mesta, termodinamicki parametri vezivanja i uticaj vezivanja na termalnu stabilnost
proteina. Na osnovu termodinamic¢kih parametara moguce je proceniti dominantne medumolekulske
sile koje ucestvuju u stabilizaciji kompleksa, kao Sto su hidrofobne sile, vodoni¢ne veze,
elektrostatike sile i Van der Waalsove interakcije. Posebna prednost ove metode jeste njena visoka
osetljivost, zbog cega je moguce analizirati interakcije pri veoma niskim koncentracijama uzorka (red
veli¢ine nM proteina). Takode, moguce je iskoristiti i fluorescentne probe koje se vezuju za odredene
delove proteina, Sto omogucava detaljnije prouc¢avanje konformacionih promena (Minié, 2017).
Napredne i osetljivije fluorescentne tehnike, poput transfera fluorescentne rezonantne energije (engl.
Fluorescence Resonance Energy Transfer - FRET) omogucavaju odredivanje medumolekulskih
rastojanja izmedu donorskog i akceptorskog molekula i Koriste se za proucavanje strukturnih promena
tokom vezivanja liganda (Algar et al., 2019; Jares-Erijman & Jovin, 2003). Fluorescentna
korelaciona spektroskopija (FCS) i fluorescentna unakrsna korelaciona spektroskopija (FCCS)
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omogucavaju i pracenje difuzije i kinetike interakcija u realnom vremenu (Bacia et al., 2006;
Schwille et al., 1997).

Cirkularni dihroizam jeste spektroskopska tehnika koja se mnogo koristi za proucavanje
prostorne organizacije, konformacije i strukturnih promena u proteinima (Kelly et al., 2005; Zsila,
2013). Metoda se zasniva na razli¢itoj apsorpciji levo i desno kruzno polarizovane svetlosti od strane
hiralnih molekula. Budu¢i da proteinske strukture poseduju izraZzenu hiralnost, usled prisustva
asimetri¢nih ugljenikovih atoma i sekundarnih struktura (pri ¢emu je nemoguce preklopiti njihov lik
i odraz u ogledalu), CD omogucava precizno pra¢enje promena u njihovoj sekundarnoj i tercijarnoj
strukturi. Sli¢no kao i kod UV-Vis spektroskopije, u CD spektroskopiji proteina apsorbancija potice
od peptidne veze (u oblasti ispod 240 nm), aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka (od 260 do 320
nm) i disulfidnih veza, koje daju slabu apsorbanciju na oko 260 nm (Kelly et al., 2005). U oblasti
dalekog ultraljubicastog zracenja (eng. far-UV CD), od 190 do 250 nm, cirkularni dihroizam pruza
detaljne informacije o sekundarnim strukturama proteina (Kelly et al., 2005). Na osnovu
karakteristi¢nih signala (Slika 12) koje daju a-heliksi, B-nabrane ploc¢ice i nasumi¢ne zavojnice (engl.
random coil), moguce je odrediti njihov relativni procentualni sadrzaj u molekulu proteina,
kori$éenjem kompjuterskih algoritama ili matematickih proracuna (Mini¢, 2017). Nakon vezivanja
liganda, moZe do¢i do promena u obliku ili intenzitetu CD spektra, Sto direktno ukazuje na
konformacione promene u sekundarnoj strukturi proteina pod uticajem vezivanja liganda. Takode,
merenjem dalekih-UV CD spektara, na razli¢itim temperaturama, moze se uspeSno pratiti termalna
stabilnost i denaturacija proteina, u odsustvu ili prisustvu ispitivanog liganda (Greenfield, 2006).

A

B

SR TR T T AR L
180 190 200 210 220 230 240 250
Talasna duZina (nm)

Slika 12. Karakteristi¢ni CD spektri u dalekoj UV oblasti razli¢itih proteinskih sekundarnih struktura
(A) - a-heliks (crveno), paralelne B-plocice (plavo), antiparalelne B-plocice (zeleno), poliprolinski
heliks (narandzasto), neuredene strukture (ljubicasta). Preuzeto i adaptirano iz Micsonai et al. (2021).

U oblasti bliskog ultraljubicastog zracenja (engl. near-UV CD), od 250 do 320 nm, analiziraju
se promene u tercijarnoj strukturi proteina i lokalnom mikrookruzenju aromati¢nih aminokiselina. U
ovoj oblasti, triptofan pokazuje karakteristi¢an maksimum pika na oko 290 nm, tirozin izmedu 275 1
282 nm, dok fenilalanin daje slabije pikove u oblasti izmedu 255 i 270 nm (Slika 13). Oblik i
intenzitet signala u bliskim-UV CD spektrima direktno zavise od broja aromati¢nih amino-kiselina,
polarnosti njihovog mikrookruzenja, mobilnosti odnosno rigidnosti strukture, kao i njihovog
medusobnog rasporeda u prostoru. lako ne mogu dati detaljne atomske informacije o
trodimenzionalnoj strukturi proteina, bliski-UV CD spektri predstavljaju svojevrstan ,,otisak prsta“
(engl. fingerprint) tercijarne strukture proteina i izuzetno su osetljiv indikator konformacionih
promena koje nastaju usled formiranja kompleksa sa ligandom (Kelly et al., 2005).
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Slika 13. Primer UV-CD spektra proteina u bliskoj oblasti. Oznaceni su opsezi
talasnih duzina koji odgovaraju ostacima Phe, Tyr i Trp (s tim da treba naglasiti da
moze doc¢i do preklapanje Tyr i Trp signala). Adaptirano iz Krell et al. (1996).

2.4.2. Funkcionalni testovi

Ispitivanje interakcija lekova i1 drugih malih liganada sa proteinima ne zavrSava se
odredivanjem afiniteta vezivanja i promena u spektrima proteina. Spektroskopske metode mogu da
pokazu da se kompleks protein-ligand formira, da ukazu na promene u sekundarnoj ili tercijarnoj
strukturi i da omoguce izraCunavanje konstanti vezivanja. Ipak, one, same po sebi, ne pokazuju da li
je bioloska funkcija proteina zaista promenjena. Zbog toga se u ispitivanjima protein-ligand
interakcija funkcionalni testovi koriste kao neophodna dopuna strukturnim i biofizickim metodama.
Kod enzima se naj¢eS¢e meri brzina pretvaranja supstrata u proizvod. Kod regulatornih proteina moze
se pratiti sposobnost vezivanja ili inhibicije drugog proteina, dok se kod strukturnih i koagulacionih
proteina ispituje sposobnost formiranja viSih supramolekulskih struktura. Na taj na¢in funkcionalni
testovi omogucavaju da se razlikuje vezivanje koje je samo detektabilno, od vezivanja koje ima
biohemijske posledice.

Ovaj pristup je posebno vazan kada se ispituju proteini razliite strukture i funkcije. Katalaza
je enzim Ccija se funkcija ogleda u razgradnji vodonik-peroksida. Alfa-2-makroglobulin je veliki
plazmatski inhibitor proteaza, ¢ija se aktivnost zasniva na sposobnosti da zarobi proteazu 1 ogranici
njen pristup velikim supstratima. Fibrinogen nije enzim, ali njegova funkcija zavisi od trombinom
izazvane konverzije u fibrin i formiranja fibrinske mreZe. Zbog toga se za svaki od ovih proteina bira
funkcionalni test koji najdirektnije odrazava njegovu fiziolosku ulogu.

e Ispitivanje aktivnosti katalaze

Katalaza katalizuje razgradnju vodonik-peroksida na vodu i molekulski kiseonik. Posto je
H20: relativno stabilna reaktivna kiseoni¢na vrsta, ali i prekursor reaktivnijih oksidativnih vrsta,
aktivnost katalaze predstavlja vazan deo ¢elijske antioksidativne zaStite. Promena aktivnosti katalaze
u prisustvu liganda ukazuje na funkcionalno znacajno vezivanje, naro€ito ako ligand utice na aktivno
mesto enzima, kanal kojim supstrat dolazi do hem grupe, tetramernu organizaciju enzima ili opStu
stabilnost proteinske strukture.

Standardni spektrofotometrijski test aktivnosti katalaze zasniva se na pra¢enju smanjenja
apsorbancije H,O> u ultraljubicastoj oblasti, najéesé¢e na 240 nm. Vodonik-peroksid apsorbuje na ovoj
talasnoj duzini, dok voda 1 kiseonik, kao proizvodi reakcije, ne daju isti signal. Zbog toga se brzina
pada apsorbancije moze koristiti kao mera brzine enzimske reakcije. Aktivnost se izrazava na osnovu
promene apsorbancije u jedinici vremena, uz koriS¢enje ekstinkcionog koeficijenta vodonik-
peroksida na 240 nm. Ovaj pristup je brz, jednostavan i pogodan za poredenje aktivnosti enzima u
odsustvu i prisustvu razli¢itih koncentracija liganda (Aebi, 1984).
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Kod interpretacije ovog testa vazno je uzeti u obzir nekoliko kontrola. Koncentracija H202
mora biti pazljivo pripremljena, jer se supstrat vremenom razlaze. Ispitivani ligand ne bi trebalo
znacajno da apsorbuje na 240 nm, ili se njegov doprinos mora korigovati odgovaraju¢om slepom
probom. Takode je potrebno proveriti da li ligand sam hemijski reaguje sa H2O2, posto bi tada pad
apsorbancije mogao delimi¢no poticati od neenzimske reakcije. Zato se test aktivnosti katalaze
najpouzdanije tumaci uz kontrolne uzorke koji sadrze enzim bez liganda, ligand bez enzima,
odgovarajuci rastvarac i, kada je potrebno, oksidativni agens bez enzima.

Kao dopuna merenju aktivnosti u rastvoru moze se koristiti zimografija. Zimografija je
metoda kojom se aktivnost enzima detektuje nakon razdvajanja proteina u gelu elektroforezom u
nativnim uslovima. Nakon toga se gel tretira H20: i sistemom za bojenje. Na mestima na kojima je
katalaza razgradila H2O> sprecava se reakcija bojenja, i aktivnost se vidi na gelu kao svetla traka na
obojenoj pozadini. Intenzitet trake moze se polukvantitativno analizirati denzitometrijom.

Prednost zimografije je u tome Sto povezuje aktivnost sa odredenom proteinskom trakom. To
je posebno korisno kada se zeli potvrditi da smanjenje aktivnosti nije posledica nespecifiénih promena
u rastvoru, ve¢ da je povezano sa samom katalazom. Ipak, zimografija je manje precizna od spektro-
fotometrijskog testa u rastvoru. Rezultat zavisi od uslova elektroforeze, renaturacije enzima, difuzije
supstrata i trajanja razvijanja boje. Zato se zimografija najbolje koristi kao potvrdni test trenda, dok
spektrofotometrijsko merenje ostaje pogodnije za kvantitativno poredenje aktivnosti.

¢ Ispitivanje antiproteazne aktivnosti alfa-2-makroglobulina

Alfa-2-makroglobulin je inhibitor Sirokog spektra proteaza, ali njegov mehanizam delovanja
nije zasnovan na klasi¢noj inhibiciji aktivnog mesta. Proteaza najpre hidrolizuje fleksibilni region
,mamca“ u molekulu a2M, §to pokrece veliku konformacionu promenu. Nakon toga proteaza ostaje
prostorno zarobljena unutar proteinskog kaveza. Njeno aktivno mesto moze i dalje biti kataliticki
ocuvano, ali je pristup velikim proteinskim supstratima ograni¢en. Mali peptidni supstrati mogu proci
kroz otvore u strukturi a2M 1 dospeti do aktivnog mesta zarobljene proteaze, $to predstavlja osnovu
funkcionalnog testa antiproteazne aktivnosti (Barrett & Starkey, 1973; Sottrup-Jensen, 1989).

Za ispitivanje antiproteazne aktivnosti 02M cCesto se koristi tripsin kao model-proteaza i
hromogeni supstrat No-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilid (BAPNA). Tripsin hidrolizuje BAPNA uz
oslobadanje p-nitroanilina, ¢ija se apsorbancija meri na 405 nm. U tipicnom testu a2M se najpre
inkubira sa ispitivanim ligandom, zatim se dodaje tripsin i omogucava formiranje kompleksa a2M-
tripsin. Nakon toga se dodaje sojin inhibitor tripsina, koji inhibira slobodni, nevezani tripsin. Preostala
aktivnost prema BAPNA supstratu poti¢e uglavnom od tripsina zarobljenog u kompleksu sa a2M, jer
mali supstrat moze dopreti do aktivnog mesta proteaze. Ovakav test daje informaciju o tome da li
a2M, nakon vezivanja liganda ili izlaganja odredenim eksperimentalnim uslovima, zadrZava
sposobnost da reaguje sa proteazom i formira funkcionalni kompleks. Ako je signal na 405 nm
ocuvan, to ukazuje da ligand ne remeti kljune regione potrebne za aktivaciju a2M, zarobljavanje
proteaze i oCuvanje pristupa malog supstrata. Smanjenje signala moze ukazivati na osSteCenje ili
konformacionu promenu a2M, ali se mora tumaciti pazljivo. Najvaznija kontrola u ovom testu jeste
provera da li sam ligand uti¢e na aktivnost tripsina ili na reakciju tripsina sa BAPNA. Ukoliko ligand
direktno inhibira tripsin, smanjenje apsorbancije ne bi moglo da se pripiSe promeni funkcije a2M.
Pored toga, ako se test izvodi nakon izlaganja oksidativnom stresu, potrebno je razlikovati direktno
oksidativno oStecenje a2M od eventualnog zastitnog efekta liganda. Zbog toga se antiproteazna
aktivnost a2M najpouzdanije tumaci zajedno sa kontrolama: slobodni tripsin, tripsin u prisustvu
liganda, 02M bez liganda i a2M sa ligandom (Sottrup-Jensen, 1989).

Funkcionalni znacaj ovog testa je u tome Sto daje odgovor na pitanje koje se ne moze dobiti
samo spektroskopskim merenjima. Spektroskopija moze pokazati da se ligand vezuje za a2M 1 da i
dolazi do uocljivih promena u strukturi, ali antiproteazni test pokazuje da li protein i dalje obavlja
svoju osnovnu biolosku ulogu. O¢uvana antiproteazna aktivnost ukazuje na funkcionalnu stabilnost
a2M, dok njeno smanjenje moZze ukazivati na poremecaj konformacione pokretljivosti ili dostupnosti
regiona vaznih za interakciju sa proteazama.
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e Ispitivanje formiranja fibrina i poroznosti fibrinskog gela

Fibrinogen je rastvorljivi plazmatski glikoprotein i prekursor fibrina, pa se njegova funkcija
ne procenjuje merenjem enzimske aktivnosti, ve¢ pra¢enjem sposobnosti da se pod dejstvom
trombina konvertuje u fibrin i formira fibrinsku mrezu. Trombin odseca fibrinopeptide A 1 B sa N-
krajeva Aa- i BB-lanaca, ¢ime se izlaZzu polimerizaciona mesta. Fibrinski monomeri zatim stvaraju
protofibrile, koje se lateralno udruzuju u vlakna i grade trodimenzionalni gel. Na ovaj proces uticu
koncentracija fibrinogena, trombin, joni kalcijuma, jonska jacina, temperatura i prisustvo liganada ili
posttranslacionih modifikacija fibrinogena (Litvinov et al., 2021; Mosesson, 2005).

Trombinom indukovano formiranje fibrina prati se turbidimetrijski, merenjem porasta
apsorbancije tokom vremena, najé¢es$¢e na 350 ili 405 nm. Kako nastaju fibrinska vlakna, povecava
se rasipanje svetlosti, a time i1 izmerena apsorbancija. Dobijena kriva obi¢no ima nekoliko
karakteristi¢nih delova: poCetnu lag fazu, fazu brzog porasta apsorbancije i zavrs$ni plato. Lag faza
odrazava vreme potrebno za nastanak pocetnih oligomera, faza porasta odrazava rast protofibrila i
lateralno udruzivanje vlakana, dok plato predstavlja zavrSnu organizaciju formiranog gela. 1z
turbidimetrijske krive mogu se izvesti funkcionalni parametri, kao $to su pocetak polimerizacije,
brzina formiranja fibrina i maksimalna apsorbancija. Maksimalna apsorbancija se ¢esto koristi kao
indirektan pokazatelj debljine fibrinskih vlakana, posto deblja vlakna jace rasipaju svetlost. Ipak, ovaj
parametar nije direktna mikroskopska mera debljine vlakana. Na njega uti€u i grananje mreze,
koncentracija proteina, homogenost gela i eksperimentalni uslovi. Zbog toga turbidimetrija
omogucava pracenje kinetike 1 opSte organizacije formiranja fibrina, ali ne moze sama da zameni
mikroskopske ili reoloske metode. U ispitivanjima protein-ligand interakcija, ovaj test je posebno
koristan jer moZe otkriti funkcionalne posledice vezivanja i onda kada globalna struktura fibrinogena
deluje ocuvano. Mali ligand ne mora znacajno promeniti sekundarnu strukturu fibrinogena da bi
uticao na dostupnost trombinskih mesta cepanja, interakcije izmedu D i E regiona, lateralno
udruzivanje protofibrila ili zavr$nu arhitekturu mreze. Zbog toga promene u kinetici formiranja
fibrina mogu ukazivati na lokalno funkcionalno relevantne efekte vezivanja liganda. Dodatna
informacija o funkciji fibrina dobija se ispitivanjem poroznosti fibrinskog gela. Poroznost utice na
prolaz tecnosti 1 proteina kroz ugruSak, dostupnost fibrinolitickih enzima 1 otpornost ugruska na
razgradnju. Kompaktnije mreZe sa manjim porama cesto su otpornije na fibrinolizu, dok poroznije
mreze omogucavaju laksi pristup plazminu i drugim komponentama fibrinolitickog puta (Undas &
Ariéns, 2011a; Wolberg, 2023).

Uobicajeni pristup za procenu poroznosti jeste odredivanje Darcy-jeve konstante
propustljivosti. U ovom testu se kroz prethodno formiran fibrinski gel propusta pufer pod poznatim
uslovima, a meri se koli¢ina protekle te¢nosti tokom odredenog vremena. Darcy-jeva konstanta, Ks,
izraCunava se iz odnosa:

Ks=(QxLxmn)/(txAxAP)

gde je Q zapremina protekle tecnosti, L duzina gela, n viskoznost te¢nosti, t vreme protoka,
A povrsina preseka gela, a AP razlika pritiska. Veca vrednost Ks ukazuje na vecu propustljivost 1
vecu poroznost mreze, dok manja vrednost ukazuje na kompaktniju strukturu gela.

Prednost merenja Darcy-jeve konstante je u tome §to se ne procenjuje samo proces nastanka
fibrina, ve¢ funkcionalna propustljivost formiranog gela. Na primer, ligand moZe promeniti brzinu
polimerizacije ili maksimalnu apsorbanciju, ali da ukupna propustljivost mreze ostane nepromenjena.
Zbog toga je kombinacija turbidimetrijskog pra¢enja formiranja fibrina i odredivanja poroznosti
korisnija od jednog testa pojedinacno. Ograni¢enja ovog pristupa su zavisnost od homogenosti gela,
odsustva mehurica, stabilnosti pritiska, pravilnog formiranja mreZe i tanosti merenja protekle
tecnosti (Undas & Ariéns, 2011a; Wolberg, 2023).

o Ispitivanje oksidativne stabilnosti proteina i zastitnog efekta liganda

Pored direktnih funkcionalnih testova, u ispitivanju protein-ligand interakcija vazno mesto
zauzimaju testovi oksidativne stabilnosti. Proteini su ¢este mete reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS,
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engl. reactive oxygen species), a oksidativne modifikacije amino-kiselinskih ostataka mogu promeniti
njihovu konformaciju, stabilnost, sposobnost vezivanja drugih molekula i biolosku funkciju. Posebno
su osetljivi triptofan, tirozin, metionin, cistein i histidin. Oksidacija aromati¢nih ostataka Cesto se
moze pratiti smanjenjem unutraSnje fluorescencije proteina, jer signal potice pre svega od triptofana,
a u manjoj meri od tirozina. U ovom tipu eksperimenata ne ispituje se samo da li oksidativni agens
ostecuje protein, ve¢ i da li vezani ligand moze da ublazi to osteCenje. Zastitni efekat moze nastati
direktnim uklanjanjem slobodnih radikala, ali i posredno, stabilizacijom proteinske strukture,
promenom dostupnosti osetljivih ostataka ili zastitom mikrookruzenja vaznog za funkciju proteina.
Zbog toga se testovi oksidativne stabilnosti nalaze izmedu strukturnih i funkcionalnih metoda: signal
se Cesto prati spektrofluorimetrijski, ali je bioloski znacaj testa vezan za oCuvanje funkcije proteina u
oksidativnim uslovima (Minié, 2017).

Jedan od najéesce korisc¢enih sistema za kontrolisano stvaranje radikala u vodenoj sredini jeste
2,2'-azobis(2-amidinopropan)-dihidrohlorid (AAPH). AAPH je vodorastvorno azo-jedinjenje koje se
pri fizioloskoj temperaturi termicki razlaze i stvara radikale, pre svega peroksilne, a u odredenoj meri
i alkoksilne radikale. Ovi radikali mogu oksidovati aminokiselinske ostatke i dovesti do smanjenja
unutrasnje fluorescencije, promena u konformaciji, delimi¢nog odmotavanja proteina ili agregacije.
Posto se radikali stvaraju postepeno tokom vremena, AAPH je pogodan za kineticko pracenje
oksidativnog ostecenja proteina (Fuentes-Lemus et al., 2016).

Eksperimentalno se protein inkubira sa AAPH-om u odsustvu i prisustvu liganda, a promena
fluorescencije se prati tokom vremena. Poredenjem kinetickih krivih procenjuje se brzina
oksidativnog oSteCenja i1 potencijalni zastitni efekat liganda. Zastitni efekat (PE, engl. protective
effect) moze se izraziti preko o¢uvane fluorescencije ili preko povrsine ispod krive (AUC, engl. area
under the curve). Ve¢a AUC vrednost u prisustvu liganda ukazuje na sporiji pad fluorescencije,
odnosno manji stepen oksidativnog ostecenja proteina. AAPH-pristup je sustinski povezan sa ORAC
testom (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity), koji oznacava kapacitet apsorpcije kiseoni¢nih
radikala i zasniva se na pracenju zastite od peroksilnih radikala. U klasiénom ORAC testu prati se
oCuvanje fluorescencije fluorescentne probe, dok se u prilagodenoj verziji za proteine prati pad
unutrasnje fluorescencije samog proteina. Takva modifikacija metode je posebno korisna kada ima
za cilj da proceni da li ligand S§titi protein, a ne samo da li pokazuje opstu antioksidativnu aktivnost u
sistemu sa fluorescentnom probom (Mini¢, 2017).

HORAC (engl. Hydroxyl radical averting capacity), odnosno kapacitet sprecavanja dejstva
hidroksilnih radikala, predstavlja srodan, ali ne isti pristup. Za razliku od ORAC testa, koji je usmeren
na peroksilne radikale i Cesto koristi AAPH, HORAC se odnosi na zastitu od hidroksilnih radikala.
Hidroksilni radikali nastaju reakcijom vodonik-peroksida sa metalnim jonima u prisustvu
kompleksiraju¢ih agenasa. PosSto su hidroksilni radikali izuzetno reaktivni, ovaj test daje informaciju
0 otpornosti proteina i protein-ligand kompleksa na drugaciji, hemijski agresivniji tip oksidativnog
oSte¢enja. U Sirem metodolo§kom smislu, AAPH-indukovana oksidacija, ORAC i HORAC mogu se
zajednicki posmatrati kao testovi oksidativne stabilnosti proteina i zastitnog efekta liganda. Razlika
je u vrsti generisanih radikala 1 na¢inu imenovanja testa. AAPH generiSe preteZno peroksilne radikale
1 zato se metodoloski najblize vezuje za ORAC-princip. HORAC se ne zasniva na AAPH-u, ve¢ na
sistemu koji generiSe hidroksilne radikale. Kada se kao meta oksidacije koristi sam protein, zajednicki
eksperimentalni signal moze biti pad njegove unutrasnje fluorescencije(Cipollone et al., 2024).

Kod katalaze, oksidativna stabilnost je posebno znacajna, jer je re¢ o antioksidativnhom
enzimu. Oksidativno oSte¢enje mozZe uticati na o€uvanje hem-okruZenja, prolaz supstrata do aktivnog
mesta i ukupnu kataliticku aktivnost. Zbog toga se pracenje oksidativno-indukovanog pada
fluorescencije moze povezati sa merenjem aktivnosti enzima. Ako ligand usporava pad fluorescencije
1 istovremeno doprinosi ocuvanju enzimske aktivnosti u prisustvu oksidativnog agensa, to ukazuje na
funkcionalno relevantnu stabilizaciju enzima. Ipak, potrebno je razdvojiti zastitni efekat liganda u
oksidativnim uslovima od moguceg direktnog inhibitornog efekta na samu kataliticku aktivnost. Kod
a2M, oksidativne modifikacije mogu narusiti konformacionu pokretljivost i sposobnost proteina da
reaguje sa proteazama. Zato se oksidativna stabilnost ovog proteina moze pratiti na dva nivoa: preko

29



Tamara Vasovié Doktorska disertacija

ocuvanja unutrasnje fluorescencije 1 preko oCuvanja antiproteazne aktivnosti nakon izlaganja
radikalima. Ukoliko ligand ublazava pad fluorescencije, a istovremeno ocuva sposobnost a2M da
formira funkcionalni kompleks sa tripsinom, to ¢e ukazati da zastita nije ograni¢ena samo na pojedine
fluorescentne ostatke, ve¢ da ima znacaj za funkciju proteina. Kod fibrinogena, oksidativna ostecenja
imaju poseban funkcionalni znacaj jer moze promeniti formiranje fibrina, strukturu fibrinske mreze i
osetljivost ugruska na fibrinolizu. Oksidovani fibrinogen moze formirati mreze promenjene gustine,
debljine vlakana i propustljivosti. Zbog toga se zastita fibrinogena od oksidacije najbolje tumaci
zajedno sa testovima formiranja fibrina i poroznosti gela. OCuvanje fluorescencije u ORAC ili
HORAC pristupu pokazuje manji stepen radikalski indukovane modifikacije proteina, ali ne mora
automatski znaciti da su sva funkcionalna svojstva fibrinogena o¢uvana.

Pored radikalskih sistema zasnovanih na AAPH-u ili hidroksilnim radikalima, oksidativna
stabilnost moze se ispitivati i pomocu natrijum-hipohlorita (NaOCI). NaOCI je hemijski model
hipohloraste kiseline, koju u bioloskim sistemima stvaraju mijeloperoksidaza i H2O, u aktiviranim
neutrofilima (Winterbourn et al., 2016). Ovaj oksidans moze modifikovati i proteine i male
molekule. U slucaju klozapina, vaZzna je oksidacija do klozapin-N-oksida. Pracenje ove
transformacije, na primer masenom spektrometrijom, omogucava da se ispita da li protein moze
smanjiti dostupnost leka oksidansu ili uticati na njegovu oksidativnu stabilnost. Time se testovi
oksidativne stabilnosti proSiruju sa zastite proteina na moguénost uzajamne zastite u kompleksu
protein-ligand.

Najvaznije ogranicenje ovih testova jeste da o¢uvanje unutra$nje fluorescencije ne predstavlja
direktan dokaz potpunog ocuvanja ukupne proteinske strukture. Fluorescentni signal najviSe odrazava
stanje aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka i njihovo neposredno mikrookruzenje. Zbog toga se
rezultati oksidativnih testova ne smeju tumaciti izolovano. Najpouzdaniji zakljuéak dobija se kada se
ocuvanje fluorescencije poveze sa ocuvanjem funkcionalne aktivnosti, kao $to su aktivnost katalaze,
antiproteazna aktivnost a2M ili sposobnost fibrinogena da formira fibrinsku mrezu.

e Znacaj funkcionalnih testova u tumacenju interakcija protein-ligand

Funkcionalni testovi omogucavaju da se biofizi¢ki opis vezivanja poveze sa bioloSkim
posledicama interakcije. U sistemima u kojima se ispituje vezivanje malih molekula za proteine,
posebno je vazno izbeci pojednostavljeno tumacenje po kome svako vezivanje nuzno znaci i gubitak
funkcije. Ligand moZe da se veZe za protein bez merljivog funkcionalnog efekta, moZze da stabilizuje
protein, moZe da inhibira njegovu funkciju, ili moze da deluje zastitno samo u odredenim uslovima,
na primer pri oksidativnom stresu.

Kod katalaze, funkcionalni testovi pokazuju da li interakcija sa ligandom menja sposobnost
enzima da razgraduje H202. Kod 02M, oni pokazuju da li protein zadrzava sposobnost da ogranici
aktivnost proteaza. Kod fibrinogena, funkcionalni testovi omogucavaju uvid u to da li vezivanje
liganda utice na konverziju fibrinogena u fibrin i na osobine formirane mreze. Testovi oksidativne
stabilnosti dodatno pokazuju kako se isti kompleksi ponaSaju u uslovima radikalskog opterecenja.

Zbog toga se najpouzdaniji zakljucci dobijaju kombinovanjem viSe pristupa. Spektroskopske
metode ukazuju na formiranje kompleksa i eventualne strukturne promene, in silico metode daju
moguci model vezivnog mesta i interakcija, dok funkcionalni testovi pokazuju da li te promene imaju
posledice po aktivnost ili stabilnost proteina. Takav integrisani pristup je posebno pogodan za
proteine plazme, jer oni imaju razlicite funkcije i mogu razli¢ito reagovati na vezivanje istog liganda.

2.4.3. In silico metode u proucavanju protein ligand interakcija

In silico metode vazan su deo savremenog pristupa u prouc¢avanju interakcija malih molekula
sa proteinima. Njihova osnovna prednost je u tome §to omogucavaju uvid u prostorni raspored liganda
u odnosu na proteinsku strukturu i u vrstu interakcija koje mogu stabilizovati kompleks protein—
ligand. Eksperimentalne metode, kao §to su fluorescentna spektroskopija, cirkularni dihroizam ili
funkcionalni testovi, mogu da pokazu da dolazi do vezivanja, da procene afinitet vezivanja i da ukazu
na promene u strukturi ili aktivnosti proteina. Medutim, one naj¢e$¢e ne mogu direktno da odrede
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tatno vezivno mesto i orijentaciju liganda. Zbog toga se racunske metode koriste kao dopuna
eksperimentalnim ispitivanjima, jer omogucavaju formiranje hipoteze o nacinu vezivanja i o
mogucim posledicama vezivnih interakcija (Morris & Lim-Wilby, 2008; Stanzione et al., 2021).

U istrazivanjima interakcija lekova sa proteinima najc¢esc¢e se koriste molekulski doking i
molekulska dinamika. Molekulski doking sluzi za predvidanje mogucih polozaja liganda u strukturi
proteina, dok molekulska dinamika omogucava pracenje ponasanja predlozenog kompleksa tokom
vremena. Ova dva pristupa se medusobno dopunjuju: doking daje pocetni model vezivanja, a
simulacije molekulske dinamike omogucavaju procenu njegove stabilnosti u uslovima koji bolje
oponasaju proteinsko okruzenje u rastvoru. Takav kombinovani pristup je posebno koristan kada se
ispituju nekovalentne interakcije, s obzirom da one zavise od velikog broja slabijih doprinosa,
ukljucujuéi vodoni¢ne veze, elektrostaticke interakcije, hidrofobne kontakte, van der Valsove sile i
aromati¢ne interakcije (Guedes et al., 2014; Halperin et al., 2002).

2.4.3.1. Molekulski doking

Molekulski doking je racunarska metoda kojom se predvida najpovoljniji nacin vezivanja
liganda za protein poznate ili modelovane trodimenzionalne strukture. Cilj dokinga je da se pronade
konformacija kompleksa u kojoj su polozaj, orijentacija i unutrasnja konformacija liganda energetski
najpovoljniji u odnosu na izabrano vezivno mesto ili na celokupnu povrsinu proteina. Rezultat
dokinga obicno se prikazuje kroz skup mogucih poza liganda i procenjenu energiju vezivanja, na
osnovu kojih se poze rangiraju i dalje analiziraju (Brooijmans & Kuntz, 2003; Fan et al., 2019).

Osnovu molekulskog dokinga (Slika 14) ¢ine dva medusobno povezana elementa: algoritam
pretrage i funkcija bodovanja. Algoritam pretrage ispituje moguce polozaje i orijentacije liganda, kao
1 rotacije oko njegovih jednostrukih veza. Posto je broj mogucih reSenja veliki, doking programi
koriste razlicite strategije kako bi se efikasno pretrazio konformacioni prostor. Pretraga moze biti
sistematska, stohasticka, ili deterministicka. Sistematske metode pokuSavaju da ispitaju veliki broj
unapred definisanih konformacija, dok stohasti¢ke metode, kao $to su Monte Karlo metoda (MC, od
engl. Monte Carlo) i genetski algoritmi, uvode nasumi¢ne promene u polozaj ili konformaciju
liganda. Deterministicki pristupi, uklju€uju¢i minimizaciju energije, usmeravaju sistem ka lokalno
povoljnijem energetskom stanju, ali mogu biti osetljivi na pocetnu konformaciju (Dias & de
Azevedo, 2008; Halperin et al., 2002). Funkcija bodovanja (od engl. scoring function) koristi se za
procenu stabilnosti pojedina¢nih poza liganda i njihovo rangiranje. Ona racuna priblizan energetski
doprinos interakcija izmedu proteina i liganda, pri svega vodoni¢ne veze, elektrostaticke interakcije,
hidrofobne sile, van der Valsove interakcije i nepovoljne sterne kontakte. Funkcije bodovanja su
zasnovane na poljima sila, empirijskim parametrima, ili statistickim podacima izvedenim iz poznatih
struktura kompleksa. U praksi se poze sa negativnijom procenjenom energijom vezivanja smatraju
povoljnijim, ali se te vrednosti ne smeju tumaciti kao potpuno ta¢ne eksperimentalne slobodne
energije vezivanja. One su najkorisnije za poredenje razlicitih poza istog liganda u istom sistemu ili
za poredenje srodnih liganada u okviru istog protokola (Jain & Nicholls, 2008; Li et al., 2019).

Doking se izvodi kao ,,usmereni* ili ,,slepi“ doking. Kod usmerenog dokinga pretraga se
ogranicava na unapred poznato ili pretpostavljeno vezivno mesto, na primer aktivni centar enzima ili
region za koji postoje eksperimentalni podaci. Kod slepog dokinga (od engl. blind doking) pretrazuje
se veci deo proteinske strukture ili cela povrSina proteina. Ovaj pristup je koristan kada mesto
vezivanja nije poznato, kada protein ima vise mogucih vezivnih regiona, ili kada se zeli ispitati
moguénost perifernog ili alosternog vezivanja liganda (Eberhardt et al., 2021; Trott & Olson,
2010a)
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Slika 14. Shema osnovnih koraka molekulskog dokinga

Priprema sistema je klju¢an korak u molekulskom dokingu. Struktura proteina se najcesce
preuzima iz PDB baze (engl .Protein Data Bank), ukoliko postoji eksperimentalno odredena struktura
odgovarajuce rezolucije. Pre proracuna, uklanjaju se nepotrebni molekuli vode, joni ili kristalografski
ligandi, dodaju se nedostajuéi atomi, proveravaju se bo¢ni lanci i odreduju se stanja protonovanja
titrabilnih amino-kiselinskih ostataka. Ovo je posebno vazan za ostatke histidina, aspartata, lizina,
glutamata i arginina — njihovo naelektrisanje zavisi od pH vrednosti i lokalnog proteinskog okruzenja.
Nepravilno protonaciono stanje moze promeniti elektrostaticke osobine vezivnog mesta i dovesti do
pogresne orijentacije liganda. Za procenu protonacionih stanja cesto se koriste specijalizovani alati,
kao §to je H++ program (Anandakrishnan et al., 2012). Ligand se takode mora pripremiti pre doking
proracuna. To ukljucuje definisanje njegove trodimenzionalne strukture, geometrijsku optimizaciju,
odredivanje protonacionog stanja, parcijalnih naelektrisanja 1 rotabilnih veza. Kod fleksibilnih
liganada dozvoljava se rotacija oko jednostrukih veza, dok se protein u vecini standardnih protokola
tretira kao rigidan ili delimi¢no fleksibilan. Ovo pojednostavljenje ubrzava proracun, ali istovremeno
predstavlja jednu od glavnih metodoloskih aproksimacija dokinga. Program AutoDock Vina jedan je
od Cesto koriS¢enih alata za molekulski doking. On kombinuje efikasnu pretragu konformacionog
prostora sa empirijskom funkcijom bodovanja i omogucava relativno brzo ispitivanje velikog broja
mogucih poza liganda (Eberhardt et al., 2021; Trott & Olson, 2010a).

lako je molekulski doking veoma koristan za predvidanje potencijalnih vezivnih mesta,
njegova ograniCenja moraju biti uzeta u obzir. Najvaznije ograniCenje je pojednostavljeno
predstavljanje fleksibilnosti proteina. Proteini u rastvoru nisu stati¢ne strukture, ve¢ stalno prolaze
kroz manje ili ve¢e konformacione promene. Vezivanje liganda moze izazvati pomeranje bo¢nih
lanaca, reorganizaciju petlji, ili promene u udaljenim domenima. Stati¢ni doking to ¢esto ne moze da
obuhvati, narocito kada je za vezivanje vazan model indukovanog slaganja (Huang & Zou, 2010;
Mohan et al., 2005). Dodatno ograni¢enje je tretman rastvaraca. Molekuli vode mogu direktno
ucestvovati u stabilizaciji kompleksa, posredovati u vodoni¢nim vezama, ili menjati elektrostaticke
osobine vezivnog mesta. Posto se u mnogim doking protokolima voda uklanja, moguce je izgubiti
interakcije koje su u realnom sistemu vazne. Ograni¢enja postoje i u funkcijama bodovanja, jer one
ne opisuju u potpunosti entropijske doprinose vezivanju, dinamiku proteina i kompleksnu ulogu
rastvaraca. Zbog toga doking moze dati lazno pozitivne rezultate, odnosno poze koje su povoljne u
ra¢unarskom modelu, ali nisu stabilne u realnim uslovima (Stanzione et al., 2021).

2.4.3.2. Molekulska dinamika

Molekulska dinamika (MD, od engl. molecular dynamics) je racunarska metoda koja prati
kretanja atoma u molekulskom sistemu tokom vremena. Za razliku od dokinga, koji najcesce daje
statican model kompleksa protein—ligand, MD simulacije omoguc¢avaju uvid u dinamicko ponasanje
sistema (Slika 15). Na taj nacin se prati da li ligand ostaje u predvidenom vezivnom mestu, da li
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menja orijentaciju, da li se udaljava od proteina, i da li njegovo vezivanje uti¢e na stabilnost ili
fleksibilnost proteinske strukture (Hollingsworth & Dror, 2018; Karplus & McCammon, 2002).

Klasi¢na MD zasniva se na primeni Njutnovih jednaCina kretanja. Sile koje deluju na atome
ratunaju se iz potencijalne energije sistema, a ona se opisuje se pomocu polja sila. Polje sila jeste
skup matematickih funkcija i parametara kojima se opisuju vezivne i nevezivne interakcije. Vezivne
interakcije obuhvataju istezanje hemijskih veza, savijanje uglova i torzione rotacije, dok nevezivne
interakcije ukljucuju van der Waalsove i elektrostaticke doprinose. Za proteine, nukleinske kiseline,
lipide i male organske molekule razvijena su razli¢ita polja sila, a izbor odgovarajuéeg polja sila
direktno uti¢e na pouzdanost (Adcock & McCammon, 2006; Riniker, 2018).

A. Najbolje rangirana doking poza B. Priprema sistema za MD simulaciju C. MD trajektorija kroz vreme

A Voda
(SPC/E model)

| SR a3 ::a A€ 1 3
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ezivnom mestu proteina prema funkeiji bodovanja

Slika 15. Shema povezivanja molekulskog dokinga i molekulske dinamike, upros¢eno

Priprema sistema za MD simulaciju obuhvata nekoliko koraka. Najpre se definiSe pocetna
struktura proteina ili kompleksa protein—ligand, najce$¢e na osnovu eksperimentalno odredene
strukture ili rezultata dokinga. Zatim se biraju odgovarajuca polja sila za protein i ligand, dodaju se
nedostaju¢i atomi vodonika i definiSu protonaciona stanja. Sistem se zatim solvatizuje, naj¢eSée u
kutiji eksplicitnin molekula vode, a po potrebi se dodaju joni radi neutralizacije ukupnog
naelektrisanja i postizanja zeljene jonske jacine. Upotreba vode i periodi¢nih grani¢nih uslova
omogucava da se simulacioni sistem ponasa kao deo veceg rastvora, §to bolje odgovara realnim
uslovima (Gajula et al., 2016; Hollingsworth & Dror, 2018).

Pre simulacije neophodno je ukloniti nepovoljne kontakte i stabilizovati sistem. Zbog toga se
najpre izvodi minimizacija energije, zatim postepeno zagrevanje do zeljene temperature, a potom
ekvilibracija, tokom koje se prate temperatura, pritisak, energija i gustina sistema. Simulacije se mogu
izvoditi u razliCitim ansamblima. NVT ansambl oznaCava konstantan broj Cestica, zapreminu i
temperaturu (od engl. number of particles, volume, temperature), dok NPT ansambl oznacava
konstantan broj Cestica, pritisak i1 temperaturu (od engl. number of particles, pressure, temperature).
Nakon stabilizacije sistema zapocinje simulacija, u kojoj se koordinate atoma €uvaju u pravilnim
vremenskim intervalima i formiraju trajektoriju. Trajektorija predstavlja niz struktura sistema kroz
vreme 1 sadrzi informacije o atomskim pomeranjima, konformacionim promenama i medu-
molekulskim interakcijama(Sinha et al., 2022).

Analiza trajektorije je klju¢na za tumacenje MD simulacije. Najcesce koriS¢eni parametri
(Slika 16) su RMSD (srednje kvadratno odstupanje koordinata atoma u odnosu na referentnu
strukturu; engl. root mean square deviation), RMSF (srednje kvadratne fluktuacije aminokiselinskih
ostataka; engl. root mean square fluctuation) 1 Rg (radijus ziracije; engl. radius of gyration). RMSD
se koristi za procenu globalne stabilnosti sistema. Ako se RMSD nakon pocetnog perioda stabilizuje
i ostane priblizno konstantan, to ukazuje da je sistem dostigao relativno stabilno konformaciono stanje
(Sinhaetal., 2022). RMSF daje uvid u lokalnu fleksibilnost proteina, jer pokazuje koliko pojedinacni
aminokiselinski ostaci fluktuiraju tokom simulacije. PoviSene RMSF vrednosti najces¢e ukazuju na
fleksibilne petlje, terminalne regione ili pokretne domene, dok nize na stabilnije delove strukture.
Poredenjem RMSF profila slobodnog proteina i kompleksa protein—ligand moze se proceniti da li
vezivanje liganda povecava ili smanjuje pokretljivost odredenih regiona. Rg opisuje kompaktnost
proteinske strukture. Stabilne vrednosti Rg ukazuju na oCuvanu prostornu organizaciju proteina, dok
povecanje Rg moze ukazivati na Sirenje ili delimi¢nu destabilizaciju strukture.
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A. RMSD - globalna stabilinost kompleksa B. RMSF - lokalna fleksibilnost ostataka C. Rg - kompaktnost proteina
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Slika 16. Najcesci parametri za MD simulacije

Pored ovih parametara, u analizi protein—ligand kompleksa Cesto se prate vodoni¢ne veze,
hidrofobni kontakti, udaljenosti izmedu liganda i klju¢nih aminokiselinskih ostataka, kao i kontaktne
mape. Ove analize omogucavaju procenu koje interakcije su kratkotrajne, a koje se odrzavaju tokom
znacajnog dela simulacije. Kod kompleksa dobijenih dokingom posebno je korisno pratiti RMSD
liganda u odnosu na pocetnu pozu, jer se na taj na¢in proverava da li ligand ostaje u istom vezivnom
regionu ili tokom simulacije napusta predvideno mesto(Hollingsworth & Dror, 2018; Mohan et al.,
2005).

Za dodatnu procenu stabilnosti kompleksa mogu se koristiti metode MM-PBSA (molekulska
mehanika sa Poisson—Boltzmann povrSinskom aproksimacijom; od engl. molecular mechanics
Poisson—Boltzmann surface area) i MM-GBSA (molekulska mehanika sa generalizovanom Born
povrSinskom aproksimacijom; od engl. molecular mechanics generalized Born surface area). Ove
metode Koriste strukture izdvojene iz MD trajektorije kako bi se procenila slobodna energija
vezivanja 1 doprinos pojedinacnih energetskih komponenti, ukljucujuéi elektrostaticke 1 van der
Valsove interakcije, kao i doprinos solvatacije. lako ne daju uvek potpuno kvantitativnho pouzdane
vrednosti afiniteta, korisne su za poredenje srodnih kompleksa i identifikaciju aminokiselinskih
ostataka koji najvise doprinose stabilizaciji vezivanja (Genheden & Ryde, 2015).

.....

staticnog dokinga, ali ima sopstvena ogranicenja. Klasicna MD ne mozZe pouzdano da opise
formiranje ili raskidanje kovalentnih veza, jer je topologija sistema definisana pre pocetka simulacije.
Zbog toga se procesi koji ukljucuju hemijske reakcije, promenu oksidacionog stanja metala, ili
prelaze izmedu elektronskih stanja, ne mogu adekvatno opisati bez kvantno-mehanickih ili
kombinovanih pristupa. U takvim slucajevima koriste se QM/MM metode (kombinacija kvantne
mehanike i molekulske mehanike; engl. quantum mechanics/molecular mechanics) (Senn & Thiel,
2009). Drugo vazno ograni¢enje je vremenska skala. Mnoge bioloski relevantne promene, ukljucujuci
disocijaciju liganda, velike alosterne prelaze ili spore konformacione promene proteina, odvijaju se
na vremenskim skalama koje mogu biti duze od standardnih simulacija. Simulacije od nekoliko
desetina ili stotina nanosekundi ¢esto su dovoljne za proveru stabilnosti dokovane poze, ali ne moraju
obuhvatiti sporije dogadaje. Pored toga, rezultati zavise od kvaliteta pocetne strukture, izbora polja
sila, modela vode, protonacionih stanja i parametara za ligand. Zbog toga MD rezultate treba tumaditi
zajedno sa eksperimentalnim podacima i u okviru jasno definisanih uslova simulacije
(Hollingsworth & Dror, 2018; Sinha et al., 2022).

Uprkos ovim ograni¢enjima, kombinacija molekulskog dokinga i molekulske dinamike
predstavlja jedan od najkorisnijih racunarskih pristupa u proucavanju protein—ligand interakcija.
Doking omogucava brzo predvidanje potencijalnih vezivnih mesta i pocetnih poza liganda, dok MD
simulacije omogucavaju proveru stabilnosti tih poza i pracenje promena u strukturi proteina tokom
vremena. Kada se ovi rezultati uporede sa spektroskopskim, termodinamic¢kim i funkcionalnim
ispitivanjima, dobija se celovitija slika o prirodi interakcije, moguéem vezivhom mestu i
potencijalnom uticaju liganda na strukturu i funkciju proteina.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
3.1. Priprema polaznog materijala, hemikalije i instrumenti

Klozapin je obezbeden od firme Remedica Ltd. (Limassol, Kipar); €isto¢a preparata proverena
je primenom masene spektrometrije visoke rezolucije (Prilog 1). Za eksperimente sa BLC, 24 mM
Stok rastvor klozapina pripremljen je u metanolu HPLC ¢istoce. U eksperimentima sa alfa-2-
makroglobulinom klozapin je uglavnom rastvaran u DMSO, 8 mM stok rastvor, dok je za CD merenja
Stok rastvor leka pripreman u metanolu (zbog $to manjeg uticaja na CD signal). U eksperimentima sa
fibrinogenom, klozapin je rastvoren u DMSO, 4 mM stok rastvora leka. U svim navedenim sistemima
finalna Koncentracija organskog rastvaraca nije prelazila 1% (v/v). Za eksperimente sa BLC i
fibrinogenom koriséen je 50 mM fosfatni pufer pH 7,2, osim ako u pojedinacnom eksperimentu nije
drugacije navedeno. Za alfa-2-makroglobulin koris¢en je 50 mM Tris-puferisani fizioloski rastvor
(TBS), pH 7,4. Sva rastvaranja i razblazenja uradena su ultracistom vodom dobijenom iz Smart2Pure
sistema (Thermo Scientific, SAD).

Fluorescentna merenja izvedena su na spektrofluorimetru FluoroMax®-4 (Horiba Scientific,
Kyoto, Japan), opremljenom Peltierovim sistemom za kontrolu temperature. UV-Vis spektri
snimljeni su na UV-1800 spektrofotometru (Shimadzu, Kyoto, Japan), a CD spektri BLC i 02M na
JASCO J-815 CD spektropolarimetru (JASCO Corporation, Hachioji, Japan), takode sa Peltierovom
kontrolom temperature. FTIR analiza fibrinogena izvedena je na IRAffinity-1 spektrometru
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Za analizu masa oksidacionih proizvoda klozapina koris¢en je LTQ
Orbitrap XL maseni spektrometar (Thermo Fisher Scientific Inc.,MA, SAD), sa HESI izvorom.

3.1.1. Priprema i karakterizacija govede katalaze

Katalaza iz govede jetre (Sigma-Aldrich, kataloski broj C-9322; specifi¢na aktivnost 2000—
5000 U/mg) pripremljena je tako Sto je liofilizovani proteinski preparat dodat u 50 mM fosfatnom
puferu pH 7,2, u koncentraciji od 0,5 mg/mL, i ostavljen da se polako rastvori na sobnoj temperaturi
uz povremeno mesanje. Rastvor je zatim izdijalizovan 24 sata, pomo¢u membrane od regenerisane
celuloze (MWCO 10 kDa), naspram istog pufera na 4 °C, uz ¢etiri izmene u cilju uklanjanja malih
molekula i stabilizatora. Nakon dijalize, uzorak je izcentrifugiran na 13.000xg tokom 15 minuta, na
4 °C, kako bi se uklonile eventualne nerastvorne Cestice. Supernatant je paZljivo izdvojen, a
koncentracija proteina odredena je spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 276 nm, koristec¢i
molarni ekstinkcioni Eiy = 12.9 (Herskovits, 1969). Pripremljeni rastvori kori§¢eni su odmahm ili
¢uvani na 4 °C do najvise 48 sati.

3.1.2. Izolovanje i karakterizacija humanog alfa-2-makroglobulina

Humani alfa-2-makroglobulin izolovan je iz seruma zdravih davalaca krvi (n=10), uz
prethodnu eticku saglasnost (INEP, br. odobrenja 02/680/2) i ¢uvan na —20 °C do upotrebe. Proces
izolovanja a2M odvijao se u tri koraka: frakcionisanje seruma taloZenjem proteina amonijum-
sulfatom, rasoljavanje uzorka dijalizom i gel-filtraciona hromatografija prema modifikovanom
postupku opisanom za izolovanje i karakterizaciju a2M (Rehman et al., 2017; Sunderi¢ et al., 2024).
U prvom koraku, serum je zasi¢en amonijum-sulfatom do 40% kako bi precipitirao a2M. Dobijeni
talog je resuspendovan u minimalnoj zapremini 50 mM fosfatnog pufera pH 7,4, zatim izdijalizovan
pomoc¢u membrane od regenerisane celuloze (MWCO 10 kDa) tokom 48 h naspram istog pufera uz
Cetiri izmene, na 4 °C. Dijalizovani uzorak dodatno je preciscen gel-filtracionom hromatografijom na
Sephadex G-200 koloni (Vt = 43 mL), uz kori$¢enje istog pufera kao eluenta, pri protoku od 0,5
mL/min. U frakciji Vo nalazio se 0a2M, cija je Cistoca potvrdena SDS PAG elektroforezom (Prilog
2). Koncentracija proteina odredena je BCA metodom, koris¢enjem standardne krive za albumin.
Uzorci su ¢uvani na temperaturi od 4 °C i koris¢eni u roku od 72h.

3.1.3. Izolovanje i priprema humanog fibrinogena

Fibrinogen je izolovan iz humanog plazma pula dobijenog od zdravih dobrovoljnih davalaca,
uz eticku saglasnost, primenom metode dvostruke precipitacije amonijum-sulfatom (Gligorijevi¢ et
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al., 2019). Zasiceni rastvor amonijum-sulfata dodat je plazmi do kona¢ne koncentracije od 20%,
nakon ¢ega je uzorak inkubiran 30 minuta na 4 °C. Nakon inkubacije, uzorak je izcentrifugiran na
6700 x g, tokom 1 minuta na sobnoj temperaturi, a dobijeni proteinski talog rastvoren je u 50 mM
fosfatnom puferu pH 7,2. Talozenje je ponovljeno na isti nacin, a drugi talog, nakon rastvaranja u
istom puferu, iskoris¢en je kao izvor proteina za sve dalje analize. Homogenost dobijenog preparata
potvrdena je elektroforezom u denaturi§u¢im uslovima (SDS-PAGE) (Prilog 3), dok je koncentracija
proteina odredena spektrofotometrijski pri 280 nm, koristec¢i ekstinkcioni koeficijent Ei, = 15,1
(Kaijzel et al., 2006). Uzorci su ¢uvani pri 4 °C i koris¢eni u roku od 72 sata.

3.2. Spektrofluorimetrijska analiza interakcija

Sva fluorimetrijska merenja izvedena su u kvarcnoj kiveti (Hellma, Nemacka) sa optickim
putem od 10 mm i zapreminom uzorka od 3,0 mL. Sirina razreza monohomatora bila je 5 nm (i za
ekscitaciju i za emisiju), a svaki spektar sniman je kao prosek dve akumulacije. Eksperimenti su
ponovljeni tri puta, a rezultati su izraZeni kao srednja vrednost = standardna devijacija. Pre merenja,
uzorci su filtrirani kroz najlonsku filter membranu (0,22 pum). Praéena je unutrasnja fluorescencija
proteina, koja uglavnom potiée od triptofanskih i tirozinskih ostataka, pri ekscitaciji na 280 nm.

Za sve sisteme, fluorescencija samog klozapina snimana je pod identi¢nim uslovima i
oduzimana od spektara odgovarajuée smese protein—lek. Intenziteti fluorescencije na emisionim

maksimumima proteina korigovani su na efekat unutrasnjeg filtera prema formuli (Bakar & Feroz,
2019; Lakowicz, 2006):

Fc=Fo - lo((Aex + Aem)/2) (1)

gde su Aex i Aem apsorbance klozapina na talasnim duzinama ekscitacije (280 nm) i
emisionog maksimuma, dok su Fo i Fcizmerena i korigovana fluorescencija, redom.

Za odredivanje tipa gaSenja fluorescencije iskoriS¢ena je Stern—Volmerova jednaéina
(Lakowicz, 2006):

F?": 1 + kqto[Q] = 1 + Kgy[Q] (2)

gde su Fo i F intenziteti fluorescencije bez i u prisustvu klozapina, Ksv je Stern—\Volmerova
konstanta gaSenja, kq je bimolekulska konstanta gaSenja, 1o je prosecni Zivotni vek ekscitovanog
stanja biomolekula bez kvencera i (tipi¢no) iznosi 10°* s (Lakowicz, 2006), a [Q] je koncentracija
leka. Za sve sisteme snimani su i sinhroni fluorescentni spektri pri AL = 15 nm (ekscitacija ostataka
Tyr) i AL =60 nm (ekscitacija ostataka Trp) (Lakowicz, 2006).

3.2.1. GaSenje unutrasnje fluorescencije katalaze

Merenja su izvedena u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,2 na tri temperature: 25 °C, 30 °C i 37
°C (0.1 °C). Stok rastvor klozapina (24 mM u HPLC metanolu) razblaZen je istim puferom do
radnog rastvora koncentracije 60 pM; finalna koncentracija metanola nije prelazila 1%. Titracija je
izvedena sukcesivnim dodavanjem alikvota od po 5 puL ovog radnog rastvora u 3 mL rastvora BLC
(100 nM), ukupno 10 dodataka, ¢ime su postignute finalne koncentracije klozapina od 0,1 do 1,0 uM
(molarni odnos protein:ligand od 1:1 do 1:10). Pre svakog snimanja uzorci su inkubirani 2 minuta.
Emisioni spektri snimani su u opsegu 290-440 nm, a korekcija unutrasnjeg filtera izvedena je na
emisionom maksimumu BLC na 340 nm prema jednacini (1).

Konstanta asocijacije Ka i broj vezivnih mesta n odredeni su Klotzovim dvostrukim
recipro¢nim prikazom (Klotz & Hunston, 1971) koris¢enjem jednacine:

1 1

1
r_ (n-Ka-[Lf]) tL,0

gde r predstavlja broj molova vezanog liganda po molu proteina (prema: Klotz & Hunston,
1971), a [Lf] je molarna koncentracija slobodnog liganda. Koncentracija slobodnog liganda je
izraCunata koriS¢enjem jednacine (Bi et al., 2004):
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L] = [Ld - 2 x [P] ()

gde je Lt molarna koncentracija liganda, Pt molarna koncentracija BLC, Fo intenzitet
fluorescencije

Termodinamicki parametri vezivanja su izracunati kori$¢enjem sledec¢ih jednacina:
AH AS
InKa = — —+—)i
RT t+ R ( )

AG = AH - TAS (6)

gde je R univerzalna gasna konstanta (8,314 J mol™ K™), a T apsolutna temperatura izraZzena
u kelvinima, AG predstavlja Gibsovu slobodnu energiju (J mol™), dok su AH i AS (J mol™) promene
entalpije i entropije, redom. Vrednosti AH i AS su odredene su iz nagiba i odsec¢ka Vant Hoff-ovog
grafika zavisnosti InKa od 1/T.

3.2.2. Gasenje unutrasnje fluorescencije alfa-2-makroglobulina

Merenja su izvedena u 50 mM TBS puferu pH 7,4 na tri temperature: 25 °C, 30 °C i 37 °C
(20.11 °C). Stok rastvor klozapina (8 mM u DMSO) razblaZen je do radnog rastvora koncentracije
1,5 mM; finalna koncentracija DMSO-a nije prelazila 1%. Titracija je izvedena sukcesivnim
dodavanjem alikvota od po 5 puL ovog radnog rastvora u 3,0 mL rastvora a2M (100 nM), ukupno 8
dodataka, ¢ime su postignute finalne koncentracije klozapina od 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5
20,0 uM (molarni odnos protein:ligand od 1:25 do 1:200). Pre svakog snimanja uzorci su inkubirani
1 minut. Emisioni spektri snimani su u opsegu 290-450 nm, a korekcija unutrasnjeg filtera izvedena
je na emisionom maksimumu 02M na 334 nm prema jednacini (1). Konstanta asocijacije Ka i broj
vezivnih mesta n odredeni su korigovanim dvostrukim logaritamskim izrazom (Lakowicz, 2006):

Fo-F 1
log— = —nlog—————F5= + nlogKa (7
8 g - 1) gKa (7)
gde su [L] 1 [P] ukupne koncentracije liganda 1 proteina. Termodinamicki parametri odredeni
su Van’t Hoff-ovim jednac¢inomn, kao i za BLC (odeljak 3.2.1.).

3.2.3. Gasenje unutrasnje fluorescencije fibrinogena

Merenja su izvedena u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,2 na 37 °C (+0.1 °C). Stok rastvor
klozapina (4 mM u DMSO) razblaZzen je do radnog rastvora koncentracije 300 uM; finalna
koncentracija DMSO-a nije prelazila 1%. Titracija je izvedena sukcesivnim dodavanjem alikvota od
po 5 uL ovog radnog rastvora u 3,0 mL rastvora fibrinogena (40 nM), ukupno 8 dodataka, ¢ime su
postignute finalne koncentracije klozapina od 0,5 do 4,0 uM (molarni odnos protein:ligand od 1:12,5
do 1:100). Pre svakog snimanja uzorci su inkubirani 1 minut. Emisioni spektri snimljeni su u opsegu
290-500 nm, a korekcija unutrasnjeg filtera izvedena je na emisionom maksimumu fibrinogena na
345 nm, koriste¢i jednacinu (1). Konstanta asocijacije Ka i broj vezivnih mesta n odredeni su
korigovanim dvostrukim logaritamskim izrazom (kao za a2M, odeljak 3.2.3.). Budu¢i da su merenja
izvedena na jednoj temperaturi, termodinamicki parametri vezivanja za ovaj sistem nisu odredeni.

3.3. UV-Vis spektroskopska analiza vezivanja odabranih proteina sa klozapinom

UV-Vis spektroskopija iskori§¢ena je za pracenje evt. promena u apsorpcionim spektrima
proteina nakon vezivanja klozapina. Promene u oblasti spektra 250-320 nm ukazuju na promene u
mikrookruzenju aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka, dok kod hem-proteina, kao $to je katalaza,
promene u oblasti Soretove trake ukazuju na promene u okruzenju hem grupe (Schmid, 2001).

3.3.1. UV-vis spektroskopska analiza katalaze iz govede jetre

Apsorpcioni spektri BLC snimljeni su na spektrofotometru na sobnoj temperaturi, u kvarcnoj
kiveti opti¢kog puta 1 cm, u opsegu 260-600 nm. Koncentracija katalaze u ovim eksperimentima bila
je 4,8 uM, a klozapin je dodat u koncentracijama 4,8, 19,2 1 48 uM (molarni odnosi BLC:CLZ od
1:1, 1:41 1:10), vode¢i racuna da % organskog rastvaraca ne prelazi 1%. Spektri smesa protein-lek
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korigovani su oduzimanjem spektara samog klozapina u puferu. Za bolje razdvajanje preklopljenih
doprinosa aromati¢nih amino-kiselina iz UV apsorpcionih spektara, izraunati su spektri Cetvrtog
izvoda u programu OriginPro 8.5, uz primenu Savitzky-Golay algoritma (prozor od 100 tacaka), $to
omogucava jasnije razlikovanje doprinosa tirozina, Tyr/Trp i triptofana (Mini¢ et al., 2020).

3.3.2. UV-vis spektroskopska analiza alfa-2-makroglobulina

UV spektri 02M snimljeni su na spektrofotometru u opsegu 250-350 nm. U kivetu (optic¢ki
put 1 cm) je odpipetirano 2 mL 1,5 uM rastvora a2M u puferu. Klozapin je dodat u (finalnim)
konfentracijama 1,5, 3, 7,51 15 uM (molarni odnosi 02M:CLZ od 1:1, 1:2, 1:5i 1:10), tako da udeo
organskog rastvaraca ne prede 1%. Spektri smeSa protein-lek korigovani su oduzimanjem spektara
klozapina u puferu.

3.3.3. UV analiza fibrinogena

UV spektri fibrinogena snimljeni su u triplikatu na spektrofotometru, u kvarcnoj Kiveti
opti¢kog puta 1 cm, u opsegu 260-360 nm. Koncentracija fibrinogena bila je 5 uM a klozapin je
dodavan u alikvotima (takode vodeci racuna da udeo organskog rastvaraca ne prelazi 1%), tako da su
njegove finalne koncetracije bile 10, 25, 50 i 100 uM (molarni odnosi fibrinogen:klozapin od 1:2,
1:5, 1:10 i 1:20). Spektri smesa korigovani su oduzimanjem spektara klozapina bez proteina.

3.4. Cirkularni dihroizam katalaze i alfa-2-makroglobolina
3.4.1. CD analiza katalaze

CD spektri BLC snimljeni su na CD spektropolarimetru na 37 °C. Far-UV CD spektri snimani
Su u opsegu 185-260 nm u kiveti optickog puta 0,5 mm; koncentracija BLC iznosila je 12 uM, a
klozapin je dodat u koncentracijama 12 i 120 uM (molarni odnosi BLC:CLZ od 1:1i 1:10). Near-UV
CD spektri snimani su u opsegu 260—320 nm u kiveti opti¢kog puta 10 mm; koncentracija BLC bila
je 8 uM, a klozapina 8, 32 i 80 uM. Svi spektri snimljeni su sa tri akumulacije i korigovani
oduzimanjem odgovarajucih blankova, pri brzini snimanja od 50nm/min. Kvantitativna procena udela
sekundarnih strukturnih elemenata uradena je CDPro softverom, uz CONTIN program (Sreerama &
Woody, 2000).

3.4.2. CD analiza alfa-2-makroglobulina

Far-UV CD spektri 02M snimani su u opsegu 200-260 nm u kiveti optickog puta 0,5 mm na
37 °C. Koncentracija a2M iznosila je 1,1 uM, a klozapin je dodavan do koncentracija od 1,1, 2,2, 5,5
i 11 uM (molarnim odnosi 02M:CLZ od 1:1, 1:2, 1:5 i 1:10). Spektri protein-ligand smeSa su
korigovani oduzimanjem odgovarajucih blankova.

3.5. FTIR analiza fibrinogena

FTIR spektroskopija iskoris¢ena je za ispitivanje promena sekundarne strukture fibrinogena
nakon vezivanja klozapina. Analiza promena zasnovana je na amid | regionu (~1600-1700 cm™),
koji potic¢e pretezno od C=0 istezanja peptidne veze i osetljiva je promene u sekundarnoj strukturi
proteina (Azpiazu & Chapman, 1992).

Uzorci su pripremani tako Sto je 50 uL rastvora fibrinogena (4 uM), samog ili u prisustvu
klozapina (8, 20 i 40 uM), nanoSeno na ZnSe prozore dimenzija 32 x 2 mm i potom je uzorak osusen
strujom azota. Spektri su snimljeni u transmisionom modu na FTIR spektrometru, sa 100 skenova po
uzorku, rezolucijom od 4 cm, u duplikatu. Korekcija bazne linije uradena je u programu
Spectragryph, a izravnavanje i dekonvolucija amid I oblasti u programu OriginPro 8.6.

3.6. Ispitivanje termalne stabilnosti proteina

Termalna stabilnost u prisustvu leka je ispitana pra¢enjem promena unutras$nje fluorescencije
proteina pri postepenom povecanju temperature, ali U razli¢itim uslovima za tri odabrana proteina.
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3.6.1. Termalna stabilnost katalaze

Termalna stabilnost BLC ispitana je u odsustvu i prisustvu klozapina. Koncentracija katalaze
iznosila je 0,2 uM, a klozapin je dodat u koncentraciji 10 pM (50-struki molarni visak). Uzorci su
zagrevani od 37 do 81 °C, brzinom od 1 °C/min, uz vreme ekvilibracije od 1 minut. Ekscitacija je
izvrSena na 280 nm, a signal pracen kao odnos Fzzo/F3s0. Temperatura topljenja Tm definisana je kao
tacka infleksije sigmoidalne krive u funkciji temperature (Isca et al., 2025).

3.6.2. Termalna stabilnost alfa-2-makroglobulina

Termalna stabilnost a2M pracena je koris¢enjem fluorescentne spektroskopije u prisustvu i
odsustvu klozapina. Koncentracija a2M bila je 50 nM, a klozapina 20 uM (molarni odnos a2M:CLZ
od 1:400). Temperatura je povecavana od 35 do 85 °C, brzinom od 2 °C/min, uz vreme ekvilibracije
od 1 minut. Protein je ekscitovan na 280 nm, a emisija prac¢ena na 334 nm; signal je korigovan za
fluorescenciju klozapina u svakoj temperaturnoj tac¢ki. Tm je definisana kao prva tacka porasta
unutrasnje fluorescencije, odredena fitovanjem podataka Gaussovom funkcijom.

3.6.3. Termalna stabilnost fibrinogena

Termalna stabilnost fibrinogena ispitana je u odsustvu i prisustvu klozapina. Koncentracija
fibrinogena bila je 40 nM, a klozapina 40 uM (molarni odnos FIB:CLZ od 1:1000). Temperatura je
povecéavana od 37 do 81 °C, brzinom od 2 °C/min, uz vreme ekvilibracije od 1 minuta. Ekscitacija je
uradena na 280 nm, a smanjenje unutrasnje fluorescencije proteina praceno je na 345 nm. Tm je
definisana kao tacka preloma dobijene sigmoidalne krive.

3.7. Funkcionalna ispitivanja
3.7.1. Aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze odredena je spektrofotometrijski, praéenjem smanjenja apsorbancije
vodonik-peroksida na 240 nm i na 37 °C, prema metodi Aebija (Aebi, 1984). Merenja su izvedena u
50 mM fosfatnom puferu, pH 7,2. Pocetna apsorbancija 2 mL rastvora vodonik-peroksida, pre
dodatka enzima, podeSena je na 0,550. Katalaza, koncentracije 0,1 pM u inkubacionoj smesi,
prethodno je inkubirana tokom 5 minuta sa klozapinom u koncentracijama od 1, 5, 10 i 20 uM
(molarni odnos BLC:CLZ od 1:10, 1:50, 1:100 i 1:200). Za svaku ispitanu koncentraciju pripremljen
je odgovarajuci kontrolni uzorak, u kome je umesto rastvora klozapina dodata ista zapremina smese
(pufer:metanol) koris¢ene za pripremu odgovarajuceg $toka leka. Reakcija je zapoceta dodavanjem
40 pL inkubacione smese katalaze i klozapina (uzorak), odnosno odgovarajuceg kontrolnog uzorka,
u pripremljeni rastvor vodonik-peroksida, tako da je ukupna zapremina reakcione smese bude 2,04
mL. Smanjenje apsorbancije na 240 nm praceno je kontinuirano tokom 60 s, a brzina razgradnje
vodonik-peroksida odredena je iz linearnog dela dobijene krive zavisnosti apsorbancije od vremena.

Aktivnost katalaze izraunata je koriS¢enjem molarnog apsorpcionog koeficijenta vodonik-
peroksida od 43,6 M cm™ (€) na 240 nm i duzine optickog puta kivete (d) od 1 cm, prema izrazu:

Aktivnost (U mL™! BLC) = [28240l/mi o % 106 (g)

gde je |AAo240| /min apsolutna vrednost promene apsorbancije po minutu, Vr je zapremina
reakcione smese, a Vu zapremina dodatog uzorka. Faktor 10° je iskoris¢en je za prevodenje koli¢ine
razgradenog vodonik-peroksida iz molova u mikromolove. Jedna internacionalna jedinica aktivnosti
katalaze definisana je kao koli¢ina enzima koja razgradi 1 umol H20. u minuti pod primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Aktivnost kontrolnog uzorka, odnosno katalaze inkubirane bez
klozapina, uzeta je kao 100%, dok je aktivnost uzoraka inkubiranih sa klozapinom izrazena kao
procenat aktivnosti u odnosu na odgovarajucu kontrolu.

Aktivnost katalaze ispitivana je i u uslovima oksidativnog stresa, izazvanog sa AAPH [2,2'-
azobis(2-amidinopropan)-dihidrohlorid]. U ovom eksperimentu uzorci katalaze, sa i bez klozapina,
pripremljeni na isti, gore navedeni, su pre odredivanja aktivnosti (dodavanja supstrata i merenja
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promene A) inkubirani sa 10 mM AAPH tokom 30 min na 37 °C, nakon ¢ega je aktivnost katalaze
odredena na isti nacin kao bez dodatka AAPH.

Aktivnost katalaze nakon elektroforetskog razdvajanja ispitana je i primenom PAGE-
zimografije u nativnim uslovima (Pezzoni et al., 2018; Woodbury et al., 1971). Za analizu je
koriS¢en nativni poliakrilamidni gel koji se sastojao od 10% razdvajajuceg gela 1 4% gela za
koncentrovanje. Uzorci BLC pripremljeni su u neredukujuéem puferu za nanoSenje uzoraka, bez
SDS-a i bez prethodnog zagrevanja, kako bi se ocuvala nativna konformacija proteina i njegova
enzimska aktivnost. Po bunaru je nanoseno 500 ng BLC. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je tri puta
ispiran destilovanom vodom, kako bi se uklonile komponente pufera koje bi mogle da uti¢u na dalji
razvoj zimograma. Zatim je gel inkubiran 30 minuta u puferu sa klozapinom u koncentracijama od 0,
10 ili 20 uM. Gel inkubiran bez klozapina iskoris¢en je kao kontrola za poredenje rezultata. Nakon
inkubacije sa lekom, gelovi su tretirani rastvorom H.O: koncentracije 0,04 M, ¢ime je omogucena
reakcija katalaze sa supstratom. Posle ovog tretmana, gelovi su kratko isprani destilovanom vodom,
a zatim inkubirani u rastvoru 2% FeCls i 2% kalijum-fericijanida. Razvoj boje zasniva se na reakciji
preostalog H.O: sa FeCls i kalijum-fericijanidom, pri ¢emu se formira tamnozelena pozadina gela.
Zone u kojima je katalaza oCuvala aktivnost ostaju svetle, jer je enzim prethodno razgradio H20: u
tim delovima gela. Aktivnost katalaze vizuelizovana je kao svetla traka na tamnozelenoj pozadini.
Dobijeni gelovi su sacuvani, a intenziteti traka kvantifikovani koris¢enjem programa Imagel.
Relativna aktivnost katalaze u prisustvu klozapina izracunata je poredenjem intenziteta traka sa
kontrolnim uzorkom bez klozapina, koji je uzet kao referentna vrednost.

3.7.2. Antiproteazna aktivnost alfa-2-makroglobulina

Princip testa antiproteazne aktivnosti o2M (Saunders et al., 1971)zasniva se na
karakteristitnom mehanizmu delovanja 0a2M, koji nakon proteolitickog napada u ,,bait* regionu
prolazi kroz izrazenu konformacionu promenu i prostorno zarobljava tripsin. Ovako ,,uhvacen
tripsinski molekul ostaje kataliticki aktivan prema malim supstratima, kao §to je BAPNA, jer oni
mogu da difunduju do aktivnog mesta enzima unutar a2M kompleksa. Nasuprot tome, ukoliko tripsin
nije vezan i zarobljen u okviru 02M, njegova aktivnost se efikasno blokira dodatkom inhibitora
tripsina iz soje, pa se hidroliza BAPNA ne detektuje ili je znatno smanjena. Na ovaj nacin test
omogucava procenu sposobnosti a2M da veZe 1 funkcionalno kontroliSe tripsin, kao 1 utvrdivanje da
li prisustvo ispitivanog liganda remeti ovaj proces.

U cilju ispitivanja antiproteazne aktivnosti, 02M (695 nM) inkubiran je sa klozapinom (10,
20, 30 1 40 uM) tokom 30 minuta na 37 °C. Potom je u 50 pL smeSe dodat tripsin (3 pL, 1 mg/mL) i
inkubacija nastavljena 10 minuta. Slobodni tripsin je inhibiran sojinim inhibitorom tripsina (6 pL, 1
mg/mL) tokom 10 min, nakon ¢ega su dodati radni pufer (80 uL; 0,1 M Tris-HCl sa 10 mM CaCl,
pH 8,0) 1 BAPNA supstrat (100 uL; 3 mM). Reakcija je zaustavljena sir¢etnom kiselinom (10 pL)
nakon 30 min inkubacije na 37 °C, a apsorbancija je potom izmerena na 405 nm. Vrednost za a2M
bez klozapina uzeta je kao referentna.

Ispitano je, potom, na isti nacin, i da li klozapin uti¢e na aktivnost tripsina (blank vrednost).
Pored toga, posebno je ispitan uticaj klozapina na antiproteaznu aktivnost 02M u oksidativnim
uslovima: a2M (695 nM) inkubiran je sam, ili sa 20 uM klozapina i 5 mM AAPH tokom 1 sat na 37
°C, nakon Cega je antiproteazna aktivnost odredena istim (gore opisanim) postupkom.

3.7.3. Formiranje fibrina i poroznost fibrinskog gela

Formiranje fibrina prac¢eno je na 37 °C merenjem porasta apsorbancije na 405 nm tokom 8
minuta, u Cetiri ponavljanja. Reakciona smeSa sadrzala je fibrinogen (0,34 uM), CaCl: (2,2 mM),
humani trombin (1 IU/mL) i klozapin (0,34 ili 0,68 uM) (Tilley et al., 2011).

Poroznost fibrinskog gela procenjena je odredivanjem Darcy-jeve konstante propustljivosti
(Ks), parametra koje je direktno proporcionalan poroznosti gela. Fibrinski gelovi formirani su od 3
uM fibrinogena u odsustvu ili prisustvu 3 1 6 uM klozapina, uz CaCl: i trombin, 1 ostavljeni da
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polimerizuju preko noci. Protok fosfatnog pufera kroz formirani gel meren je tokom 30 minuta, a Ks
je izraunata prema jednadini:
Kg=-2Lm ©)
t-A-AP
gde su Ks Darcy-jeva konstanta (cm?), Q zapremina protekle te¢nosti (mL), L duzina gela
(cm), n viskozitet pufera (P = 1 g cm™ s1), t vreme proticanja (s), A povrsina preseka gela (cm?), a
AP diferencijalni pritisak (dyn cm) (Mills et al., 2002).

3.8. Ispitivanje oksidativne stabilnosti proteina i klozapina
3.8.1. Oksidativna stabilnost katalaze u prisustvu AAPH

Osetljivost BLC na oksidaciju ispitana je pra¢enjem smanjenja unutrasnje fluorescencije
enzima tokom inkubacije sa 10 mM AAPH pri 37 °C. Koncentracija BLC iznosila je 0,1 uM, a
klozapina 1, 51 10 uM. Merenja su izvodena tokom 30 minuta, uz ekscitaciju na 280 nm i Sirinu
razreza monohromatora od 5 nm. Emisija je pracena na 340 nm. Zastitini efekat (ZE) klozapina
izraZen je preko odnosa povrsina ispod krivih katalaze i katalaze sa rastu¢im koncetracijama leka
prema jednacini:

(AUCBLC+CLZ — AUCBLC)

ZE (%) = (AUCBLC+CLZ)

x 100 (8)

gde AUCBLC+CLZ predstavlja povrsinu ispod krive za katalazu u prisustvu klozapina, dok
je AUCBLC povrsina ispod krive same kataze.

3.8.2. Oksidativna stabilnost alfa-2-makroglobulina u prisustvu AAPH

a2M (100 nM) inkubiran je sam ili sa klozapinom (1, 5 ili 10 uM), uz 5 mM AAPH, tokom
30 min na 37 °C. Emisija je prac¢ena na 335 nm (ekscitacija 280 nm, razrez 3 nm). Zastitni efekat
(ZE) klozapina izraZen je prema jednadini:
oz — (AUCa2M++CLZ — AUCa2M)
ZE (%) (AUCaZM+CLZ)

x 100 (9)

gde AUCo2M+CLZ predstavlja povrsinu ispod krive za a2M u prisustvu klozapina, dok je
AUCu2M povrsina ispod krive samog a2M.

3.8.3. Zastita klozapina od oksidacije u kompleksu sa alfa-2-makroglobulinom

Pored zastitnog efekta klozapina na a2M u uslovima oksidativnog stresa, ispitano je i da li
02M mozZe da zastiti klozapin od oksidativne transformacije. Ovaj eksperiment je izveden kako bi se
procenilo da li interakcije izmedu a2M i klozapina imaju uzajamno zastitni karakter, odnosno, da li
vezivanje leka za protein smanjuje dostupnost klozapina oksidacionim agensima. Kao oksidacioni
agens kori$¢en je natrijum-hipohlorit (NaOCI), posto se klozapin u prisustvu jakih oksidanasa prevodi
u klozapin-N-oksid, farmakoloski manje aktivan oksidacioni proizvod(Gardner et al., 1998).

Za ovu analizu su pripremljena tri uzorka: klozapin (100 uM); klozapin u prisustvu NaOCI:
100 uM klozapina i 600 uM NaOCl; klozapin u prisustvu NaOCl i a2M: 100 uM klozapina, 600 uM
NaOCl1i 1,5 uM a2M. Svi uzorci su inkubirani 30 min na 37 °C, nakon €ega su analizirani masenom
spektrometrijom. Uzorak klozapina bez oksidansa korisc¢en je kao kontrola za signal intaktnog leka,
dok je uzorak klozapina sa NaOCl omogucio pracenje nastanka oksidacionog proizvoda. Uzorak koji
je, pored klozapina i NaOCl, sadrzao i a2M iskoris¢en je za procenu zastitnog efekta proteina.

ESI-MS spektri snimljeni su na hibridnom masenom spektrometru visoke rezolucije,
metodom direktne injekcije, pri protoku od 20 pL/min. Jonizacija je izvodena u pozitivnom polaritetu,
korisé¢enjem HESI izvora. Parametri izvora: temperatura kapilare 275 °C, napon izvora 4,2 kV, napon
kapilare 49 V, napon tube lens 150 V, temperatura vaporizera 60 °C, protok glavnog i promocnog
gasa 12 i 3 A.U, redom. Vreme akvizicije iznosilo je 1 minut po uzorku. Spektri su snimani u opsegu
300400 m/z, pri rezoluciji 30.000. U dobijenim spektrima praceni su signali koji odgovaraju
intaktnom klozapinu i klozapin-N-oksidu, posto pojava ovog signala ukazuje na oksidaciju leka.
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Poredenjem spektara klozapina tretiranog sa NaOCI u odsustvu i prisustvu 02M procenjeno je da li
prisustvo ovog proteina smanjuje formiranje oksidacionog proizvoda. Smanjenje ili odsustvo signala
klozapin-N-oksida u uzorku sa a2M ukazuje na zaStitni efekat 02M prema klozapinu pod
primenjenim oksidativnim uslovima.

3.8.4. Modifikovani ORAC i HORAC testovi sa fibrinogenom

Antioksidativni efekat klozapina na fibrinogen ispitivan je primenom modifikovanih ORAC
i HORAC testova. ORAC je iskoriS¢en za procenu zastite fibrinogena od oksidacije izazvane
peroksil-radikalima, a HORAC za procenu zastite fibrinogena od oksidacije hidroksil-radikalima. Za
razliku od klasicnih ORAC/HORAC testova, u kojima se najces¢e prati promena fluorescencije
spoljasnje fluorescentne probe, u ovom radu je kao meta oksidacije iskoris¢en sam fibrinogen. Zbog
toga je zaStitni efekat klozapina procenjivan pra¢enjem Smanjenja sopstvene fluorescencije
fibrinogena, koja potice prvenstveno od aromati¢nih aminokiselinskih ostataka.

U ORAC testu(Cipollone et al., 2024), 100 nM fibrinogena je inkubirano bez ili u prisustvu
3,41 6,8 uM klozapina (molarni odnos FIB:CLZ od 1:34 i 1:68). Oksidacija je zapoceta dodatkom
AAPH do finalne koncentracije od 52,5 mM. Odmah nakon dodatka AAPH, uzorci su izmeSani i
postavljeni u spektrofluorimetar. Pad unutrasnje fluorescencije fibrinogena pra¢en je tokom 25
minuta na 37 °C, pri talasnoj duzini ekscitacije od 280 nm i maksimumu emisije od 345 nm, uz §irinu
proreza monohromatora od 5 nm.

U HORAC testu(Cipollone et al., 2024), 100 nM fibrinogena je inkubirano bez ili u prisustvu
6,8 1 13,6 uM klozapina (molarni odnos FIB:CLZ od 1:68 i 1:136). Oksidacija je izazvana sistemom
za generisanje hidroksil-radikala: 31 mM H20-, 260 uM CoF: x 4H-0 i 460 uM pikolinska Kkiselina.
Nakon dodatka svih komponenti u reakcionu smesSu, uzorci su odmah analizirani pod istim
spektrofluorimetrijskim uslovima kao u ORAC testu.
Zastitni efekat klozapina izraCunat je iz razlike povrSina ispod krivih opadanja fluorescencije:
_ (AUCFIB+CLZ — AUCFIB)

ZE (%) = (AUCFIB+CLZ) x 100 (10)

gde AUCFIB+CLZ predstavlja povrsinu ispod Kkrive za fibrinogen u prisustvu klozapina, dok
je AUCFIB povrsina ispod krive samog fibrinogena.

3.9. Molekulski doking i molekulska dinamika
3.9.1. Molekulski doking klozapina sa katalazom

Za doking BLC—CLZ sistema iskori$¢ena je kristalna struktura BLC (PDB ID: 1TGU, lanac
B). Molekuli vode su uklonjeni, a protonaciona stanja titrabilnih ostataka procenjena su H++
programom; struktura je zatim optimizovana tokom 3000 koraka u CHARMM. Oba atropoizomera
leka (P i M) preuzeta su iz Cambridge Structural Database (kodovi HIHHOYO01 i DEHBUP) i
geometrijski optimizovana (Slika 17). Doking je izveden u AutoDock Vina softveru (Trott & Olson,
2010b) ,,blind* pristupom, pomocu resetke 28 x 28 x 28 A pomerane po celoj zapremini proteina u
koracima od 8 A. Ukupno je izvedeno 1260 doking proratuna za svaki atropoizomer.

Slika 17. Strukture dva atropizomera molekula klozapina. Levo: P (plus) atropizomer. Desno: M (minus)
atropizomer. Ova dva atropizomera istovremeno predstavljaju i enantiomere leka.
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3.9.2. Molekulska dinamika BLC-CLZ kompleksa

Stabilnost odabranih protein-lek kompleksa ispitana je 200 ns simulacijama molekulske
dinamike u Amber softveru (verzija 24) uz GPU podrsku; za protein je koris¢eno polje sila ff19SB,
a za klozapin polje sila gaff2. Parametri hem-grupe generisani su MCPB.py alatom. Kompleks je
solvatisan u oktaedarskoj kutiji sa OPC vodom. Nakon minimizacije (2000 koraka) i zagrevanja
(100298 K, 1 ns), sistem je uravnotezen 6 ns u NPT ansamblu i dodatnih 5 ns bez ogranicenja.
Produkciona simulacija: 200 ns, vremenski korak 2 fs, Langevinov termostat, Berendsenov barostat,
SHAKE algoritam. Analiza trajektorija izvedena je u VMD programu (Humphrey et al., 1996).

3.9.3. Molekulski doking klozapina sa alfa-2-makroglobulinom

Za doking 02M—CLZ sistema koriS¢ena je kristalna struktura a2M (PDB ID: 4ACQ).
Nestandardna amino-kiselina N5-metilglutamin na polozaju 975 zamenjena je glutaminom;
nedostaju¢i atomi boc¢nih lanaca dodati su u CHARMM, a struktura optimizovana 5000 koraka.
Doking je izveden na pojedinaénim lancima i na C—D dimeru. Kori$¢ena je reSetka 24 x 24 x 24 A,
pomerana u koracima od 8 A. Izvedeno je 2156 proracuna za svaki proteinski lanac i 1120 za interfejs
region; svaki prorac¢un ponovljen je za P i M atropoizomer.

Za fibrinogen u prisustvu klozapina in silico analiza nije radena u okviru ove disertacije. Zbog
toga zakljucci o vezivnom mestu klozapina na fibrinogenu ostati zasnovani isklju¢ivo na indirektnim
eksperimentalnim nalazima.

3.10. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. Za poredenje grupa
uzoraka iskoris$c¢ena je jednofaktorska ANOVA sa Tukey-jevim post-hoc testom (nivo zna¢ajnosti p
<0,05). Za pojedinacna poredenja kori$cen je t-test. Za a2M uzorke statisticka analiza sprovedena je
pomocu t-testa, sa grani¢nom vrednoscu p < 0,05. Za fibrinogen su fluorescentna i UV merenja
izvedena u triplikatu, FTIR analiza u duplikatu, a koagulacioni testovi u tetraplikatu.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom poglavlju bi¢e predstavljeni najvazniji rezultati ispitivanja interakcija atipi¢nog
antipsihotika klozapina sa tri odabrana proteina plazme — katalazom, o-2-makroglobulinom i
fibrinogenom.

4.1. Interakcije klozapina sa katalazom

Katalaza je esencijalni antioksidativni enzim koji razlaze toksi¢ni vodonik-peroksid na vodu
i kiseonik, ¢ime Stiti Celije od oksidativnog oStecenja (poglavlje 2.3.2). Imajuci u vidu da oksidativni
stres ima ulogu u patofiziologiji shizofrenije, a da je katalaza jedan od primarnih zastitnih sistema od
oksidativnog stresa, ispitivanje njenog vezivanja sa klozapinom — antipsihotikom druge generacije,
terapijskog izbora kod pacijenata sa refraktornom shizofrenijom — od posebnog je nau¢nog i klinickog
znaCaja. Stoga je, koriS¢enjem niza komplementarnih in vitro spektroskopskih metoda i in silico
pristupa, sveobuhvatno okarakterisana priroda i funkcionalne posledice vezivanja klozapina za
katalazu iz govede jetre, kao model sistema za humanu katalazu.

4.1.1. Fluorescentna merenja ukazuju na stabilan enzim-ligand kompleks uz
staticki tip gaSenja fluorescencije

Formiranje kompleksa izmedu BLC i klozapina najpre je ispitano metodom gasenja sopstvene
fluorescencije proteina. Ova metoda pogodna je za pracenje interakcija proteina sa malim
molekulima, jer vezivanje liganda dovodi do smanjenja fluorescencije aromati¢nih amino-kiselinskih
ostataka (pre svega Tyr i Trp), usled promena u njihovom neposrednom okruzenju, ili usled
formiranja protein-ligand kompleksa koji ne fluorescira. Na slici 17A prikazan je emisioni spektar
BLC u prisustvu rastu¢ih koncentracija CLZ (do molarnog odnosa protein:lek od 1:10). Sa slike 18A
se moZze videti da BLC nakon ekscitacije na 280 nm, kao i1 drugi proteini, pokazuje jak fluorecentni
signal, sa emisionim maksimumom na oko 340 nm. Tokom titracije klozapinom nije uo¢eno znacajno
pomeranje ovog emisionog maksimuma proteina. Odsustvo takozvanog crvenog i plavog pomeraja
ukazuje da vezivanje leka ne dovodi do izrazene promene u polarnosti mikrookruzenja aromati¢nih
amino-kiselina. Ovaj zakljucak dodatno potvduju sinhroni fluorescentni spektri (slike 18C i 18D).
Pri AL = 60nm (slika 17C), koji se koristi za pra¢enje promena u okruzZenju triptofana, i pri AL =
15nm (slika 17D), koji daje informacije o tirozinskim ostacima, uo¢eno je znacajno Smanjenje
intenziteta fluorescencije, ali bez znacajnog pomeranja maksimuma emisije. Ovo ukazuje da gasenju
fluorescencije doprinose i Trp i Tyr ostaci, ali da se njihovo mikrookruzenje ne menja u znacajnoj
meri. Katalaza ima 7 triptofana i 11 tirozina po subjedinici, pa identifikacija potencijalnog vezivnog
mesta (odnosno njegove blizine odredenom regionu enzima) na osnovu fluorescentnih spektara nije
moguca.

S obzirom na pravilnost u smanjenju unutrasnje fluorescecije BLC po dodatku rastucih
koncentracija leka (slika 17A) bilo je moguce izracunati osnovne parametre vezivanja (odeljak
3.2.1). Za ovo su iskoris¢eni korigovani intenziteti fluorescencije (Fc, prema jednacini (1)), zbog
efekta samo-apsorpcije liganda (tzv. “unutrasnji filter-efekat™). Klotzov dvostruko reciproéni prikaz
(slika 17B) posluzio je za odredivanje konstanti vezivanja, koje su odredene na tri temperature
(Tabela 2) i sve su bile reda veli¢ine 10° M, §to ukazuje na umereni afinitet CLZ prema BLC (iz
jednacina (3) i (4)). U poredenju sa literaturom, konstanta vezivanja CLZ za BLC je za dva reda
veli¢ine manja od vrednosti (5 x 107 M) za antidijabetik pioglitazon (Yekta et al., 2017), uporedljiva
je sa vrednosti za vezivanje antimikrobnog agensa triklozana (0,5 x 10° M; Zou et al., 2017) i
flavonola izoramnetina (~0,6 x 10° M; Yang & Li, 2016), a veéa je od onih za antituberkolitik
klofazimin (2,5 x 10* M; Zaman et al., 2017), salicilnu kiselinu (4,4 x 10* M; Wu, 2007) i
bifendatne analoge (0,5-3,0 x 10* M%; Wang et al., 2013). Na osnovu ovih rezultata, moze se
zakljuciti da katalaza, iako nije klasi¢an transportni protein, vezuje razlicite lekove 1 male lipofilne
ligande umerenim afinitetom. Blago smanjenje konstante vezivanja sa porastom temperature (tabela
3) ukazuje da je kompleks CAT-CLZ stabilniji na nizim temperaturama. Ovakvo ponSanje je u skladu
sa nekovalentnom prirodom inerakcija u BLC-CLZ kompleksu. U cilju odredivanja tipa gasenja
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fluorescencije, konstruisani su odgovarajué¢i grafici za odredivanje Stern-Vormer-ovih konstanti
gasenja (slika 18E, jednc¢ina (2), a dobijeni podaci prikazani su u tabeli 2.
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Slika 18. Gasenje fluorescencije katalaze iz govede jetre (BLC) klozapinom (CLZ). A) Reprezentativni
emisioni spektri BLC-a (0,1 uM), snimljeni pri ekscitaciji na 280 nm, u prisustvu rastuc¢ih koncentracija
CLZ (0-1 uM). B) Klotz-ov dvostruko recipro¢ni prikaz kori$é¢en za izracunavanje konstante vezivanja,
odnosno afiniteta vezivanja. Reprezentativni sinhroni fluorescentni spektri BLC (0,1 uM) snimljeni pri C)
AN = 60 nm, za ostatke triptofana, i D) AL = 15 nm, za ostatke tirozina, u prisustvu rastu¢ih koncentracija
CLZ (0-1 uM). E) Stern—Volmerov (SV) prikaz na tri temperature, 25 °C, 30 °C i 37 °C, koris¢en za
izraCunavanje Stern—Volmerovih konstanti gaSenja fluorescencije (Ksv). F) Van’t Hoffov dijagram
kori§¢en za izraCunavanje termodinamiCkih parametara formiranja enzim-lek kompleksa. Greske
prikazane na panelima B, E i F predstavljaju standardnu devijaciju (n = 3).

Na osnovu SV grafika moze se videti njegova linearnost, sto ukazuje na jedan dominantan tip
gaSenja. Opadajuci trend Ksy sa porastom temperature odgovara statiCkom tipu gasenja fluorescencije.
U prilog tome idu i dobijene vrednosti za biomolekularne konstante vezivanja, koje su u opsegu 3,46—
4,46 x 108 M, §to je za tri reda veli¢ine veée od brzine difuzije molekula u vodenom rastvoru (Minié
et al., 2015). Na osnovu ovih rezultata zakljucuje se da do smanjenja fluorescencije proteina dolazi
usled formiranja stabilnog kompleksa izmedu BLC-CLZ, a ne usled posledice slucajnih sudara
njihovih molekula u rastvoru.
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Tabela 2. Parametri vezivanja za BLC-CLZ kompleks na 25 °C, 30 °C i 37 °C u 50 mM fosfatnom puferu,
pH 7,2. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija (S.D.) iz dva nezavisna
eksperimenta izvedena u duplikatu. K, — konstanta vezivanja (asocijacije); Ks, — Stern—Volmerova
konstanta gasenja fluorescencije; kq — konstanta brzine gasenja fluorescencije.

T Kax10® | S.D. | Kwx10° | S.D. | kqx 108 AG
(°K) (M) (M) (M1s?) | (kJ mol?)
298 1,45 0,04 2,18 0,07 4,36 —29,45
303 1,37 0,01 2,04 0,07 4,08 —29,76
310 1,23 0,03 1,73 0,03 3,46 -30,21

Termodinami¢ki parametri interakcija (tabela 3) odredeni su iz van't Hoff-ovog grafika
(Jednacine (5) i (6)), prikazanog na slici 18F, koji predstavlja zavisnost Ka od temperature. Negativne
vrednosti promene Gibsove slobodne energije ukazuju da se vezivanje odvija spontano pri svim
ispitivanim temperaturama (AG = —29,31 do —29,79 kJ mol™). Negativna vrednost entalpije (AH =
—17,8 kJ mol ™) ukazuje na egzotermnu prirodu interakcije 1 doprinos nekovalentnih sila — vodoni¢nih
veza i Van der Waalsovih interakcija — stabilizaciji ovog kompleksa. Pozitivna vrednost entropije
(AS =38,8 J mol'K™) ukazuje da je vezivanje entropijski voden proces, $to se pripisuje hidrofobnom
efektu — oslobadanjem molekula vode iz hidrofobnih regiona pri formiranju kompleksa. Sveukupno,
termodinamicki profil BLC-CLZ kompleksa odgovara interakcijama umerenog afiniteta u kojima
hidrofobni efekat ima dominantnu ulogu, pri ¢emu entalpija pruza dodatni doprinos u njegovoj
stabilizaciji. Ovakav termodinamicki obrazac prethodno je uocen i kod vezivanja triklozana,
izoramnetina i pioglitazona za BLC (Yang & Li, 2016; Yekta et al., 2017; Zou et al., 2017).

4.1.2. Uticaj vezivanja klozapina na sekundarnu i tercijarnu strukturu katalaze

Radi sagledavanja strukturnih posledica formiranja BLC-CLZ kompleksa, primenjena je UV
apsorpciona spektroskopija ¢etvrtog izvoda, kao i cirkularni dihroizam u dalekoj i bliskoj UV oblasti.
UV apsorpcioni spektri katalaze u prisustvu do desetostrukog molarnog viska leka (slike 19A 1 19B)
nisu pokazali promene u polozaju niti intenzitetu apsorpcionih pikova koji odgovaraju Tyr (276 nm),
Tyr/Trp (284 nm) i Trp (292 nm) ostacima, niti promene u Soretovoj traci hema na 405 nm (prilog
4). Ovaj rezultat potvrduje da mikrookolina aromati¢nih amino-Kiselinskih ostataka i integritet hem
grupe (kljucne za kataliticku aktivnost enzima) nisu naruseni vezivanjem klozapina, $to je u skladu
sa rezultatima fluorescentnih merenja.

Nasuprot tome, CD spektroskopija u dalekom UV opsegu ukazala je na suptilne, ali
reproduktivne promene u sadrzaju sekundarnih strukturnih elemenata BLC (tabela 3). U odsustvu
liganda, katalaza je pokazala karakteristicni spektar globularnog proteina, sa negativnim trakama na
209 i 220 nm, i sa procenjenim sadrzajem od ~23,7% o-heliksa, ~17,5% B-plo€ica, ~25,5% p-
zavijutaka i ~33,3% neuredenih struktura. Uvodenjem klozapina u molarnom odnosu BLC:CLZ od
1:1, uocen je blagi pad sadrzaja a-heliksa (22,9%) uz istovremeni porast B-plocica (20,4%), a isti
trend se nastavio i pri molarnom odnosu 1:10 (o-heliks: 21,7%; B-plocica: 21,2%). lako su ove
promene kvantitativno male, statisticki su konzistentne 1 ukazuju mehanizam indukovanog
konformacionog prilagodavanja (engl. induced fit), u kome lokalna konformaciona preuredenja
optimizuju protein—ligand kontakte, povecavajuéi afinitet i specificnost vezivanja (Zsila, 2013).
Slican efekat — smanjenje a-heliksa i porast B-plo¢ica — uocen je i pri vezivanju triklosana za BLC,
dok vezivanje pioglitazona ima suprotan efekat (stabilizacija a-heliksa), $to naglasava ligand-
specifican karakter promena u strukturi katalaze (Yekta et al., 2017).

CD spektroskopija u bliskom UV opsegu (260-320 nm), osetljiva na tercijarnu strukturu
proteina i asimetricnost okoline aromati¢nih ostataka, pokazala je povecanje elipticiteta u regionu
koji odgovara Trp ostacima pri vi§im koncentracijama klozapina, dok su regioni koji odgovaraju Phe
I Tyr ostacima ostali gotovo nepromenjeni (slika 19D). Ovo povecanje CD signala u oblasti ostataka
Trp ukazuje da se strukturna rigidnost asimetri¢nih regiona enzima oko njih povecava nakon
vezivanja CLZ. Prema tome, vezivanje klozapina dovelo je do suptilnih promena u sekundarnoj i
tercijarnoj strukturi katalaze, bez remecenja integriteta aktivnog mesta ili denaturacije enzima.
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Slika 19. Uticaj vezivanja klozapina (CLZ) na strukturu katalaze iz govede jetre (BLC). UV-spektri BLC (4,8
M) u prisustvu rastuc¢ih koncentracija CLZ (048 pM) (A). Cetvrti izvod UV apsorpcionih spektara BLC (4,8
uM) u prisustvu rastuéih koncentracija CLZ (0-48 uM) (B). Reprezentativni CD spektri BLC u dalekoj UV
oblasti (12 uM) u prisustvu rastu¢ih koncentracija CLZ (0-120 uM) (C). Reprezentativni CD spektri BLC u
bliskoj UV oblasti (8 uM) u prisustvu rastuc¢ih koncentracija CLZ (0-80 uM) (D).

Tabela 3. Sadrzaj sekundarnih strukturnih elemenata BLC u odsustvu i prisustvu klozapina.

BLC:CLZ a-heliks | p-plo¢ice | p-zavijutak | Neuredene strukture
(mol:mol) (%) (%) (%) (%)

1:0 23,7 17,5 25,5 33,3

1:1 22,9 20,4 24,9 31,8

1:10 21,7 21,2 24,7 32,4

4.1.3. Klozapin povecava temperaturnu stabilnost katalaze

Termalna stabilnost enzima, izrazena kroz temperaturu topljenja (Tm), pri kojoj je 50%
enzima u denaturisanom i/ili inaktiviranom obliku, jedan je od parametara kojima se procenjuje efekat
vezivanja liganda na proteinsku strukturu. Pra¢enjem smanjenja unutrasnje fluorescencije katalaze sa
porastom temperature (od 37 do 81°C) u odsustvu i prisustvu klozapina (50-struki molarni visak),
ustanovljeno je da klozapin povecava Tm katalaze sa 57,8°C (vrednost u saglasnosti sa literaturnim
podacima) na 59,4°C, sto predstavlja povecanje od 1,6°C (slika 20).

Ovo povecanje Tm BLC u prisustvu klozapina moze se razumeti u svetlu prethodno opisanih
strukturnih promena: stabilizuju¢e dejstvo, povecanje sadrzaja P-ploCica (termicki stabilnija
konformacija u odnosu na a-heliks) i povecana rigidnost tercijarne strukture (zabelezena u bliskim
UV-CD spektrima) mogu doprineti otpornosti proteina prema termalnoj denaturaciji. Vezivanje
liganda za nativnu konformaciju enzima smanjuje njenu slobodnu energiju, ¢ime se ravnoteza izmedu
prirodnog i razvijenog oblika pomera u Kkorist nativnog stanja, §to eksperimentalno uo¢avamo kao
povecéanje termalne stabilnosti (Cimmperman et al., 2008).
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Slika 20. Uticaj formiranja BLC-CLZ kompleksa na termalnu stabilnost BLC.

4.1.4. Klozapin dozno-zavisno §titi BLC od AAPH-indukovane oksidacije

Konformacione promene i strukturni integritet katalaze u uslovima oksidativnog stresa
pradeni su na osnovu promena unutra$nje fluorescencije enzima, koja dominantno odrazava
mikrookruzenje triptofansih ostataka. Izlaganje katalaze delovanju AAPH, generatora radikalskih
vrsta, dovelo je do izraZzenog i vremenski zavisnog pada intenziteta fluorescencije (Slika 21). Ovakav
profil ukazuje na oksidativne promene u okolini aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka, narocito
Trp, koji su izrazito osetljivi na radikalski napad. Smanjenje fluorescencije moze se povezati sa
hemijskom modifikacijom ovih ostataka, pove¢anom izloZeno$¢u polarnom rastvaracu i delimi¢nim
naruSavanjem nativne tercijarne strukture enzima.

Dodatak klozapina u reakcionu smeSu modifikovao je ovaj proces na dozno-zavisan nacin.
Pri svim ispitivanim koncentracijama, klozapin je usporio pad fluorescencije BLC, pri ¢emu je
zastitni efekat, procenjen na osnovu AUC analize, iznosio priblizno 8,6%, 18,2% i 26,3%, pri
koncentracijama od 1, 51 10 uM CLZ, redom. Povecanje zastitnog efekta sa porastom koncentracije
leka ukazuje da klozapin ublazava A APH-indukovane promene strukture (unutrasnje fluorescencije)
BLC i doprinosi ocuvanju mikrookruzenja aromati¢nih amino-Kkiselinskih ostataka i proteina u celini
od oksidativnih oSteCenja. Ovaj =zastitni efekat moze se objasniti kombinacijom direktnog
antioksidativnog kapaciteta leka (Brinholi et al., 2016), odnosno sposobnosti CLZ da reaguje sa
radikalskim vrstama i/ili njegovog vezivanja za katalazu, koje moze doprineti stabilizaciji
kompaktnije konformacije enzima. Na taj nacin, vezivanje klozapina smanjuje dostupnost osetljivih
amino-kiselinskih ostataka oksidativnom napadu i doprinosi ofuvanju tercijarne strukture BLC u
uslovima radikalski-indukovanog stresa.
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Slika 21. Uticaj AAPH-indukovane (10 mM) oksidacije na BLC (0,1 uM), sa bez dodatka
klozapina (0, 1, 51 10 uM).
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4.1.5. Klozapin dozno-zavisno menja aktivnost BLC

Funkcionalne posledice formiranja kompleksa izmedu klozapina i katalaze ispitane su u dva
eksperimentalna konteksta: (1) u uslovima bez oksidativnog stresa i (2) u prisustvu AAPH-
indukovane oksidacije, kao modela oksidativnog oStecenja makromolekula.

U prvom eksperimentu, inkubacija katalaze (0,1 uM) sa rastu¢im koncentracijama leka (1-20
uM CLZ) pracena je spektrofotometrijski, merenjem aktivnosti enzima na osnovu razgradnje H20-
(pracenje pada apsorbancije na 240 nm, koja potic¢e od H20-). Na slici 22A moze se videti da aktivnost
katalaze ostaje statistiCki nepromenjena u odnosu na kontrolu pri koncentracijama klozapina od 1,5 i
10 uM, dok je pri 20 uM zabeleZeno statisticki znac¢ajno smanjenje aktivnosti enzima (p < 0,05).
Zimografskom analizom na poliakrilamidnom gelu potvrden je ovaj trend: enzimska aktivnost
iznosila je 100% u kontroli, 74% pri 10 uM i 35,9% pri 20 uM klozapina, potvrdujuéi dozno-zavisnu
inhibiciju BLC visokim koncentracijama leka (slike 22C i 22D).

U drugom eksperimentu, inkubacija katalaze sa AAPH (10 mM, 30 minuta) dovela je do
znacajnog pada enzimske aktivnosti, Sto odrazava osetljivost katalaze na oSte¢enja izazvana
slobodnim radikalima. Medutim, prisustvo klozapina u koncentracijama od 5 i 10 uM gotovo je
potpuno spreéilo pad aktivnosti enzima, cuvajuéi oko 90% (pocetne) enzimske aktivnosti u poredenju
sa kontrolom bez AAPH-a (slika 22B). Ovaj zastitni efekat pripisuje se poznatim in vitro
antioksidativnim svojstvima klozapina (Brinholi et al., 2016) — sposobnosti direktnog neutralisanja
slobodnih radikala — koja su uoceni i u daljim rezultatima interakcija CLZ sa fibrinogenom i a2-
makroglobulinom (videti dalje). Pri koncentraciji od 20 uM, zastitni antioksidativni efekat leka i dalje
je prisutan, ali ga prati istovremena inhibicija aktivnosti enzima, daju¢i aktivnost enzima sli¢noj
kontrolnoj vrednosti bez dodatka AAPH.
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amidinopropan)-dihidrohloridom (AAPH), na aktivnost enzima (0,1 puM) u prisustvu rastu¢ih
koncentracija leka (0-10 uM) (B). Reprezentativni zimogram BLC (500 ng): BLC bez dodatka
klozapina — trake 1 i 2; BLC u prisustvu 10 uyM CLZ — trake 3 i 4; BLC u prisustvu 20 uM CLZ —
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oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).
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Ovaj dozno-zavistan dualni efekat CLZ na aktivnost BLC — zastitni pri fizioloski relevantnim,
a inhibitorni pri toksi¢nim koncentracijama — odrazava slozenu farmakologiju ovog leka. Terapijska
koncentracija klozapina u plazmi kod pacijenata tipi¢no iznosi 350-600 ng/mL (oko 1,1-1,9 uM),
dok nivoi iznad 1000 ng/mL (=3,1 uM) nose rizik od toksi¢nosti(Haack et al., 2003). U svetlu ovih
podataka, koncentracije leka koris¢ene u ovim eksperimentima (1 i 5 pM) odgovaraju klini¢ki
relevantnom opsegu i ukazuju da pri terapijskim dozama, klozapin ne naruSava, veé potencijalno §titi,
antioksidativnu funkciju enzima. Suprotno, visoke, subtoksi¢ne koncentracije (20 pM) mogu
doprineti nezeljenim efektima poremecajem redoks homeostaze.

4.1.5. Predvidanje vezivnih mesta i energija interakcije pomocu molekulskog
dokinga potvrduje formiranje kompleksa

Da bi se identifikovala mesta vezivanja klozapina na katalazi i dodatno razjasnile molekularne
osnove uo¢enih funkcionalnih efekata, uradene su simulacije molekulskog dokinga i molekularne
dinamike. Klozapin postoji u obliku dva atropisomera (P i M), koji nastaju zbog ograni¢ene rotacije
oko hiralnog centra diazepinskog prstena; obe forme leka su ispitane u doking studiji (slika 23).

,,Slepim* doking pristupom na monomeru BLC (lanac B, PDB ID: 1TGU) identifikovana su
dva specificna mesta vezivanja leka, zajedni¢ka za oba atropisomera (slika 23A) Prvo je smesteno
pored B-bureta, izmedu helikoidnog domena i tzv. "threading" kraka monomera enzima, i ono ne
obuhvata amino-kiselinske ostatke koji direktno ucestvuju u katalizi, niti je u neposrednoj blizini
¢vrsto vezanog NADPH (slika 23A). Ipak, blizina aktivnog mesta ukazuje da zasi¢enje ovog mesta
vezivanja pri vi§im koncentracijama klozapina (procenjeno na vise od 50% pri 20 uM, na osnovu
izmerene konstante afiniteta) moZe alosternim mehanizmom uticati na kataliticku efikasnost enzima,
u skladu sa eksperimentalno uo¢enom inhibicijom aktivnosti BLC. Interakcionu mapu u prvom
mogucem mestu vezivanja ¢ine Van der Waalsove sile, ugljovodni¢no-vodoni¢ne (CH/H) veze i 7t-
interakcije sa ostacima Leu261, Arg262, Pro321, Val322 i Tyr324 (slika 23B). Energija vezivanja
klozapina P atropisomera u ovom mestu je -7,8 kcal mol™, a M atropisomera -7,7 kcal mol™'.
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Slika 23. Rezultati molekulskog modelovanja kompleksa katalaze iz govede jetre i klozapina (BLC—
CLZ). (A) Vezivna mesta P i M atropizomera CLZ za BLC sa hemom, dobijena na osnovu simulacija
molekulskog dokinga; (B, C) 2D prikazi interakcija P atropizomera klozapina sa BLC na vezivnim
mestima 1 i 2 dobijeni molekulskim dokingom, redom; (D) Grafik srednje kvadratne devijacije (RMSD)
simulacija molekulske dinamike na vezivnom mestu 1 (plavo) i vezivnom mestu 2 (crveno).
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Drugo mesto vezivanja sme$teno je centralno unutar jedine f-nabrane plocice katalaze, u
regionu koji prethodno identifikovan kao mesto vezivanja polifenolnih jedinjenja (kvercetin,
elaginska kiselina). Amino-kiselinski ostaci koji interaguju u ovom mestu su ostaci Asn368, Leu370,
Pro377, Val382, Arg387, Asp388 i Met394 (slika 23C). Energija vezivanja u ovom mestu iznosi -
7,81-7,5kcal mol™! za P i M atropisomere, redom. Blizina vezanih ostataka ,,obmotavajuc¢eg* domena
(engl. wrapping domain) enzima ukazuje da vezivanje leka na ovom mestu moze uticati na
konformacionu dinamiku susedne P-nabrane ploc¢ice, u saglasnosti sa povecanom termalnom
stabilnos¢u katalaze, uoc¢enom eksperimentalno.

Energije vezivanja izracunate ovim pristupom odgovaraju termodinamic¢kim parametrima
vezivanja leka (odeljak 4.1.1.). Naime, energije vezivanja su u opsegu od -7,5 do -7,8 kcal mol™,
preracunato, 31,38 do 32,64 kJ mol™, a dobijene vrednosti za energije vezivanja koriS¢enjem
fluorescentne spekroskopije su u opsegu AG = —29,31 do —29,79 kJ mol ! (tabela 2).

Simulacije molekularne dinamike (200 ns, NPT ansambl, ff19SB/gaff2 forcfield, OPC model
vode) potvrdile su stabilnost oba predvidena kompleksa: vrednosti RMSD okosnice oba molekula
leka stabilizovale su se nakon inicijalnog perioda ekvilibracije i ostale relativno konstantne tokom
ostatka simulacije (slika 23D). Ovi rezultati pruzaju direktni dokaz o specifiénom, stabilnom
vezivanju klozapina za katalazu i pruzaju molekulsku osnovu za razumevanje eksperimentalno
uocenih efekata vezivanja CLZ na strukturu i aktivnost enzima.

4.2. Interakcije klozapina sa alfa-2-makroglobulinom

Alfa-2-makroglobulin je homotetramerni glikoprotein (720 kDa), visoko zastupljen u plazmi
(2-4 gll, tj. 2,7-5,5 uM), koji funkcioniSe kao univerzalni inhibitor proteaza i vazan regulator
proteostaze. Pored ove svoje uloge, a2M vezuje brojne male molekule, citokine i hormone, a ponasa
se kao i molekularni pratilac pogresno uvijenih proteina (Crookston et al., 1994; Rehman et al.,
2013).Imajuéi u vidu visoku zastupljenost a2M u cirkulaciji i njegovu ulogu u zastiti nervnog tkiva
od poremecene proteostaze i oksidativnog stresa, ispitivanje interakcije CLZ sa ovim proteinom
pruzilo je nove uvide u mehanizme plejotropnih efekata ovog leka.

4.2.1. Fluorescentna spektroskopija ukazuje na umereni afinitet i ofuvano
mikrookruZenje aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka proteina

Gasenje sopstvene fluorescencije a2M, rastu¢im koncentracijama klozapina (2,5-20 uM),
potvrduje formiranje nekovalentnog kompleksa izmedu ova dva molekula. Emisioni maksimum a2M
ostao je nepromenjen (334 nm) tokom titracije klozapinom, bez hipsohromnog ili batohromnog
pomeranja, $to ukazuje na odsustvo znacajnih promena u polarnosti okoline Trp i Tyr ostataka nakon
vezivanja leka (slika 24A). Sinhronom fluorimetrijskim spektroskopijom (AA = 60 nm za Trp; Ak =
15 nm za Tyr) potvrden je isti zakljuCak: oba tipa aromaticnih ostataka doprinose gaSenju
fluorescencije, bez pomeranja emisionih pikova (slika 25A i 25B).

Konstanta afiniteta vezivanja (Ka = 0,9 + 0,02 x 10° M na 37°C) ukazuje na umereni afinitet
vezivanja leka. Stern-Volmerova konstanta gasenja (Ksv = 1,2 x 10° M) i biomolekularna konstanta
brzine (kg = 1,2 x 10> M's™!), tri reda veli¢ine veca od difuziono-kontrolisane granice (10'° M's™"),
potvrduju dominantan staticki mehanizam gaSenja, u skladu sa formiranjem stabilnog kompleksa u
osnovnom stanju.

Analiza termodinamickih parametara vezivanja (van't Hoff-ov dijagram; slika 25D) pokazala
je da je vezivanje leka egzotermno (AH = —3,77 kJ mol ™) i entropijski vodeno (AS = 82,3 J mol 'K™"),
sa negativnom slobodnom energijom (AG = —29,3 kJ mol ™). Ovakav termodinamicki profil, gde
pozitivna entropija dominira nad malim egzotermnim doprinosom entalpije, karakteriSe interakcije
vodene hidrofobnim efektom uz doprinos vodoni¢nih veza, u saglasnosti sa rezultatima molekulskog
dokinga. Vrednosti Ka za a2M/klozapin kompleks su u slicnom opsegu kao i za prethodno opisan
kompleks CLZ sa humanim serum-albuminom (Ka ~ 10* M) (Uzelac et al., 2019).
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Slika 24. Reprezentativni emisioni spektri alfa-2-makroglobulina (¢2M) u odsustvu i u prisustvu
rastuc¢ih koncentracija klozapina (CLZ) (A). Odredivanje konstante afiniteta kompleksa a2M/CLZ
(B). Stern—Volmerov dijagram: odredivanje konstante gaSenja fluorescencije (C). Van’t Hoffov
dijagram: odredivanje termodinamickih parametara vezivanja (D). Napomena: vrednosti SD bile su

manje od prec¢nika ta¢aka na graficima B i C.
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Slika 25. Reprezentativni sinhroni fluorescentni spektri alfa-2-makroglobulina (¢2M), snimljeni pri AA = 60
nm za Trp ostatke (A) i pri AL =15 nm za Tyr ostatke (B), u prisustvu rastu¢ih koncentracija klozapina (CLZ).

4.2.2. Sekundarna i tercijarna struktura o2M ostaju stabilne nakon vezivanja

klozapina

UV apsorpciona spektroskopija proteina u prisustvu leka (molarni odnosi a2M:CLZ od 1:1
do 1:10) nije pokazala promene u apsorpcionim maksimumima koji odgovaraju aromati¢nim amino-
kiselinama, §to potvrduje da se njihova mikro-okolina nije izmenila pri vezivanju liganda (slika 26A).
CD spektroskopija u dalekom UV opsegu (200-260 nm) potvrdila je da sekundarna struktura 02M
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ostaje prakti¢no neizmenjena i pri molarnom visku klozapina (slika 26B). Ovaj nalaz je u skladu sa
strukturom mesta vezivanja klozapina na osnovu doking simulacijr (videti dalje): dzep koji odgovara
klozapinskom mestu vezivanja ¢ine neuredenih petlji (engl. loops) bez strukturiranih sekundarnih
elemenata, tako da vezivanje liganda ne indukuje preraspodelu sekundarnih strukturnih elemenata.
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Slika 26. Reprezentativni UV apsorpcioni spektri (A) i CD spektri u dalekoj UV oblasti (B) alfa-2-
makroglobulina (a2M) samog i u prisustvu rastucih koncentracija klozapina (CLZ).

Termalna denaturacija a2M pracena je promenom fluorescencije u funkciji temperature (slika
27). Utvrdeno je da CLZ blago smanjuje Trm proteina: sa 63,1 °C (¢isti a2M) na 61,9 °C (u prisustvu
20 uM klozapina). Ovo blago smanjenje (1,2 °C) ukazuje na odredeni stepen destabilizacije proteina,
za razliku od termalne stabilizacije uocene kod BLC—CLZ kompleksa. Medutim, a2M pokazuje
netipi¢nu dvofaznu krivu denaturacije (prvo smanjenje, zatim porast, pa ponovni pad fluorescencije
sa temperaturom), §to komplikuje direktno poredenje Tm vrednosti. Smanjenje Tm moZe se pripisati
naruSene prisustvom liganda, potencijalno destabilizuju¢i kvaternarnu strukturu proteina bez
remecenja sekundarne organizacije.
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Slika 27. Krive termalne denaturacije a2M samog i u prisustvu klozapina, sa oznacenim
temperaturama topljenja (Tm) na uve¢anim segmentima krivih (podaci u oblasti oko Tm vrednosti
fitovani su Gaussovom funkcijom).

4.2.3. Klozapin ne uti¢e zna¢ajno na inhibitornu aktivnost «2M prema tripsinu

Antiproteazna aktivnost o2M ispitana je spektrofotometrijskim pracenjem rezidualne
aktivnosti tripsina prema hromogenom supstratu BAPNA (Na-benzoil-DL-arginin p-nitroanilid), u
prisustvu inhibitora tripsina iz soje.

Antiproteazna aktivnost 02M (695 nM) odredena je u prisustvu klozapina u opsegu
koncentracija od 10 do 40 uM. Dobijeni rezultati pokazali su da klozapin, u ispitivanim
koncentracijama (slika 28), nije izazvao statisticki znacajnu promenu rezidualne tripsinske aktivnosti.

53



Tamara Vasovié Doktorska disertacija

Ovo ukazuje da interakcija klozapina sa a2M ne narusava sposobnost proteina da zarobi tripsin i
ograni¢i njenu dostupnost velikim proteinskim supstratima i inhibitorima. Drugim re€ima, iako se
CLZ vezuje za a2M, formiranje kompleksa, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, ne dovodi
do funkcionalno merljivog poremecaja osnovne antiproteazne uloge ovog proteina plazme.

100 4

50

Relativna antiproteazna aktivnost (%)

Slika 28. Uticaj klozapina na antiproteaznu aktivnost a2M, prikazan kao apsolutna
aktivnost a2M-vezanog tripsina.

Dobijeni rezultat je znacajan, posto je a2M jedan od najvaznijih nespecifi¢nih regulatora
proteoliticke aktivnosti u cirkulaciji. O¢uvanje njegove funkcije u prisustvu klozapina ukazuje da
formiranje kompleksa 02M—CLZ, ukoliko se javlja u plazmi, ne mora nuzno imati negativan efekat
na zastitnu ulogu a2M u kontroli aktivnosti proteaza.

Rezultati ovog funkcionalnog testa u skladu su sa predvidanjima molekulskog dokinga, koja
su detaljnije prikazana u poglavlju 4.2.5.

2.4. Prisustvo klozapina smanjuje osetljivost a2M na oksidativna oStec¢enja

Oksidativna oSte¢enja o2M ispitana su praenjem promene intenziteta unutraSnje
fluorescencije proteina u prisustvu AAPH (5 mM), generatora slobodnih radikala, pre svega peroksil-
radikala. Kao §to je prikazano na slici 29A, inkubacija 02M sa AAPH-om dovela je do izrazenog
pada intenziteta fluorescencije proteina tokom vremena, ukazuju¢i na oksidativne promene u
okruzenju aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka (triptofana i tirozina). Prisustvo CLZ ublazilo je
ovaj pad fluorescencije na dozno-zavisan nacin. Zastitni efekat klozapina pri koncentracijama od 1,
51 10 puM iznosio je 15,4%, 24,5% 1 27,1%, redom. Budu¢i da se navedene koncentracije CLZ
delimi¢no preklapaju sa opsegom u cirkulaciji tokom terapijske primene, ovaj rezultat moze biti
znacajan za razumevanje ponasanja kompleksa a2M—klozapin u uslovima oksidativnog stresa.
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Slika 29. Promene intenziteta emisije fluorescencije alfa-2-makroglobulina (02M),

izazvane 2,2'-azobis(2-amidinopropan)-dihidrohloridom (AAPH), u odsustvu i u prisustvu

rastu¢ih koncentracija klozapina (CLZ) (A). Relativni zaStitni efekat klozapina na

antiproteaznu aktivnost a2M u prisustvu AAPH (B).
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Zastitni efekat CLZ moze se povezati sa njegovim antioksidativnim svojstvima i sposobnos¢u
da ucestvuje u neutralizaciji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta: ovaj lek moze smanjiti oksidativne
modifikacije amino-kiselinskih ostataka 02M vazne za stabilnost i aktivnost proteina. Klozapin je
hlorisani dibenzodiazepinski derivat sa piperazinskim prstenom, $to doprinosi njegovoj reaktivnosti
prema pojedinim oksidativnim vrstama (Geib et al., 2020)Pored toga, a2M i sam poseduje unutrasnji
zastitni kapacitet: metioninski ostaci deluju kao lokalni ,,Cistaci* reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, pri
¢emu se oni oksiduju do sulfoksida i time Stite funkcionalno vaznije delove proteina(Luo & Levine,
2009; Rehman et al., 2013). Zbog toga mozemo pretpostaviti da u kompleksu 02M—-CLZ postoji
komplementaran zaStitni efekat: a2M delimi¢no amortizuje oksidativni napad preko sopstvenih
osetljivih amino-kiselinskih ostataka, dok lek dodatno doprinosi smanjenju oksidativnog oStecenja
proteina.

Funkcionalni znacaj ove zastite potvrden je ispitivanjem antiproteinazne aktivnosti 02M u
oksidativnim uslovima. Prethodna inkubacija 02M sa AAPH znacajno je smanjila antiproteinaznu
aktivnosti u odnosu na nativni protein (slici 29B). Medutim, u prisustvu CLZ, Stetan efekat AAPH
bio je znatno ublaZen, a antiproteinazna aktivnost 02M ostala je skoro o¢uvana. Ovo pokazuje da
zaStitni efekat leka nije ograni¢en samo na ocuvanje i zastitu a2M od oksidacije, ve¢ i doprinosi
ocuvanju sposobnosti a2M da kontroliSe aktivnost proteaza u oksidativnom okruzenju.

Dodatno, rezultati prikazani na slici 30 ukazuju da zastitni odnos izmedu a2M i leka moze
biti uzajaman. Analiza masenom spektrometrijom pokazala je da oksidacija klozapina natrijum-
hipohloritom dovodi do pojave signala koji odgovara N-oksidu klozapina (slika 30A), dok je u
prisustvu 02M ovaj signal bio znatno smanjen ili odsutan (slika 30B). Ovaj rezultat ukazuje da a2M
moze delimi¢no zastititi CLZ od oksidativne transformacije. Ovakav rezultat je narocito vazan
imajuci u vidu da oksidacija moze smanjiti koli¢inu intaktnog leka i potencijalno uticati na njegovu
farmakolosku aktivnost. Stoga se interakcija a2M i klozapina moze posmatrati ne samo kao vezivanje
leka za protein plazme, vec i kao zastitni odnos u kome oba partnera delimi¢no smanjuju medusobnu
1zloZenost oksidativnim oSte¢enjima.
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Slika 30. Maseni spektri klozapina (A) i leka u prisustvu alfa-2-makroglobulina (B) nakon
oksidacije sa NaOCI. Strelice oznafavaju signale koji poti¢u od intaktnog klozapina i jona
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klozapin-N-oksida, zajedno sa njihovim molekulskim masama i naelektrisanjima. Uvecani
prikazi spektara u oblasti molekulske mase klozapin-N-oksida prikazani su zasebno.

U fizioloskom i patofizioloSkom kontekstu, ovi nalazi mogu imati znacaj u stanjima prac¢enim
pojacanom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, uklju¢uju¢i inflamatorne procese. U takvim
uslovima, ocuvanje antiproteazne aktivnosti a2M moze biti vazno za odrzavanje proteazno-
antiproteazne ravnoteze i zastitu tkiva od prekomerne proteoliticke aktivnosti.

4.2.5. Doking simulacije ukazuju na periferno vezivanje izvan funkcionalnih
domena a2M

Molekulski doking na dve strukture, pojedinim lancima (C, D, A) i C-D kovalentnom dimeru
a2M (PDB ID: 4ACQ), identifikovao je jedno dominantno vezno mesto za oba atropisomera CLZ.
Na interfejsu C-D dimera otkrivena je prostrana unutrasnja Supljina (dZep) veli¢ine oko 5000 A2,
omedena sa osam fleksibilnih petlji (Cetiri iz lanca C, ¢etiri iz lanca D). S obzirom da zapremina
molekula klozapina iznosi oko 700 A3, procenjeno je da se ovaj dZep moZe simultano smestiti
najmanje tri molekula liganda, §to mu daje kapacitet za viSestruko vezivanje leka (slika 31).

/ s

3 &;\3 S
v
Slika 31. Vezivni dzep klozapina sa devet razlicitih vezivnih mesta na interfejsu izmedu lanaca C i D alfa-
2-makroglobulina (brojevi amino-kiselinskih ostataka odgovaraju numeraciji u PDB strukturi 4ACQ).

Unutar ovog dZepa identifikovano je devet delimi¢no preklapaju¢ih vezivnih pozicija sa
predvidenim energijama vezivanja CLZ od —7,7 do —8,7 kcal mol™ za P atropisomer i —7,7 do —8,5
kcal mol™! za M atropisomer. Najpreferentnije vezivno mesto za oba atropisomera (slika 32),
smesteno je u centru dzepa (energija vezivanja —8,7 i —8,5 kcal mol ™, redom).

U P atropisomeru, vodoni¢na veza se formira izmedu azota piperazinskog prstena i
hidroksilne grupe Tyr272 iz lanca D, dok Tyr272 iz lanca C ostvaruje m—n* interakciju sa
hlorobenzenskim prstenom klozapina. Arg313, Lys314 i Lys314 iz odgovarajucih lanaca ostvaruju
alkil-alkil i m-alkil interakcije sa piperazinskim i hlorobenzenskim prstenom leka. Analiza svih
identifikovanih vezivnih pozicija u dZzepu pokazala je da su najzastupljenije interakcije hidrofobnog
karaktera (m-alkil i alkil-alkil), §to je u skladu sa termodinami¢kim podacima dobijenom
fluorescentnom spektroskopijom, koji ukazuju na hidrofobni efekat kao dominantnu pokretacku silu
ovog vezivanja. Prema doking analizi, energetski najpovoljnija mesta vezivanja CLZ nalaze se u
prostranom 1 fleksibilnom dZepu na interfejsu C—D lanaca 02M, formiranom od viSe petlji. Ovaj
region je prostorno udaljen od ,,bait” regiona, kljuénog za pocetnu interakciju sa proteazama, kao i
od reaktivnog tioesterskog centra, koji stabilizuje konformaciono promenjeni oblika a2M. Zbog
takvog poloZaja vezivnog mesta, lek verovatno direktno ne ometa proteoliticki napad tripsina na
,bait™“ region, niti spreCava konformacione promene koje omogucavaju zarobljavanje proteaze.
Prostorna udaljenost svih identifikovanih vezivnih mesta od ,,bait* regiona (regiona za ,,mamljenje
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proteaza) 1 od katalitickog Cys972, koji ucestvuje u kovalentnom vezivanju proteaza, objasnjava
eksperimentalno uoc¢eno odsustvo efekta klozapina na anti-proteaznu aktivnost 02M.
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Slika 32. 2D dijagram interakcija protein—ligand za najpovoljnije vezivno mesto P atropoizomera (A)
i M atropoizomera (B). Napomena: brojevi amino-kiselinskih ostataka odgovaraju numeraciji u PDB
strukturi 4ACQ.

Kao i u slucaju BLC, energije vezivanja dobijene in slico metodama od -7,7 do -8,5 kcal mol
! preratunato, od 32,2 do 35,6 kJ mol?, $to je u skladu sa energijama vezivanja izradunatih
koris¢enjem fluorescentne spektroskopije (AG = —29,3 kJ mol ™).

4.3. Interakcije klozapina sa fibrinogenom

Fibrinogen je jedan od najzastupljenijih proteina plazme (2-4 g/L, tj. 5,9-11 uM), klju¢an za
primarnu hemostazu (interakcijom sa trombocitima) i sekundarnu hemostazu (formiranjem
fibrinskog ugruska)(Mosesson, 2005; Weisel & Litvinov, 2017). Klinicki je dobro dokumentovano
povecanje rizika od venskog tromboembolizma kod pacijenata na hroni¢noj terapiji CLZ, medutim,
molekulske osnove ove veze ostaju nerazjasnjene. Ispitivanjem direktnih interakcija klozapina sa
fibrinogenom i njihovih funkcionalnih posledica, ova studija pruza prvi molekulski uvid u moguci
doprinos lek—fibrinogen interakcija trombogenoj predispoziciji pacijenata na hroni¢noj klozapinskoj
terapiji.

4.3.1. Fibrinogen vezuje klozapine srednje visokim afinitetom, bez znacajnih
promena mikrookruZenja aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka

Metodom gaSenja unutrasnje fluorescencije proteina utvrdeno je da klozapin efikasno
smanjuje fluorescenciju fibrinogena pri ekscitaciji na 280 nm, u dozno-zavisnom maniru (slika 33A).
Emisioni maksimum fibrinogena (345 nm) ostao je nepromenjen u prisustvu leka u celom ispitivanom
opsegu koncentracija (0,54 uM), bez pomeranja emisionog maksimuma ka nizim ili visim talasnim
duzinama, ukazujuéi da polarnost mikrookoline Trp i Tyr ostataka nije izmenjena vezivanjem leka.
Iz dvostrukog logaritamskog dijagrama (slika 33B), izraunata je konstanta afiniteta od Ky = 1,7
0,38 x 10° M, sa brojem vezivnih mesta n = 1,2 £ 0,08.

Dobijen afinitet je za red veli¢ine vi$i od afiniteta klozapina za albumin iz humanog seruma
(Ka ~ 10* M), koji je primarni transportni protein klozapina u krvi (oko 95% leka je vezano za
albumin). Ovo je naizgled iznenadujuci nalaz, ali treba imati u vidu da je koncentracija fibrinogena u
plazmi (5,9-11 uM) znatno niZza od koncentracije albumina (530-750 puM), tako da fibrinogen
znacajno ne kompetira sa albuminom za vezivanje CLZ pri normalnim fizioloSkim uslovima. Ipak, u
patoloskim stanjima kao $to su hroni¢na inflamacija (pra¢ena povecanim sadrzajem fibrinogena),
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hipoalbuminemija (npr. pri oStec¢enoj funkciji bubrega), ili glikovanje albumina (Dijabetes mellitus),
ravnoteza izmedu ova dva proteina u vezivanju klozapina moze biti pomerena, povecavajuci frakciju
leka vezanu za fibrinogen, i tako pojacavajuéi funkcionalne posledice ove interakcije, posebno od
znacaja za pacijente sa shizofrenijom koji imaju i metabolicki sindrom ili dijabetes.
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Slika 33. Gasenje fluorescencije humanog fibrinogena (FIB) klozapinom (CLZ). A)
Reprezentativni emisioni spektri FIB (40 nM), snimljeni pri ekscitaciji na 280 nm, u prisustvu
rastu¢ih koncentracija CLZ (0,5-4 uM). B) Dvostruki logaritamski prikaz kori$¢en za
izraGunavanje konstante, odnosno afiniteta vezivanja CLZ za FIB. Reprezentativni sinhroni
fluorescentni spektri FIB (40 nM) snimljeni pri C) AL = 60 nm, za ostatke triptofana, i D) AL =
15 nm, za ostatke tirozina, u prisustvu rastu¢ih koncentracija CLZ (0,54 puM).

Linearnost Stern-VVolmerovog (slika 33B) ukazuje na jedan dominantan tip gaSenja unutrasnje
fluorescencije fibrinogena. Biomolekularna konstanta brzine gasenja (kg = 1,52 x 10'* M's™!) znatno
premasuje difuziono-kontrolisanu granicu (10' M's™), potvrdujuéi staticki mehanizam gaSenja —
formiranje stabilnog nekovalentnog kompleksa u osnovnom stanju. Sinhronom fluorimetrijskom
spektroskopijom (AA = 15 nm za Tyr; AL = 60 nm za Trp) pokazano je da oba tipa aromati¢nih
ostataka doprinose gasenju fluorescencije (slike 33C i 33D). Budu¢i da humani fibrinogen sadrzi 41
Trp 167 Tyr ostataka, rezultati sinhrone fluorimetrije ne daju pouzdanu informaciju o vezivnom mestu
za lekove na ovom proteinu.

4.3.2. Sekundarna struktura fibrinogena ostaje ocuvana nakon Vvezivanja
klozapina

Za razliku od katalaze, fibrinogen je krupan fibrilarni glikoprotein (340 kDa, struktura
(AoBpy)2), zbog ¢ega njegova struktura nije podlozna konformacionim promenama indukovanim
malim ligandima(Medved et al., 2001; Mosesson, 2005).

FTIR spektroskopija, primenjena na uzorke fibrinogena (4 uM) u prisustvu do 40 uM leka,
nije pokazala znacajne razlike u zastupljenosti sekundarnih strukturnih elemenata (slika 32).
Dekonvolucijom amidne | trake (1600-1700 cm™) utvrden je sastav sekundarnih struktura
fibrinogena: oko 33% a-heliksa, 21% B-nabranih plo€ica, 24% zavijenih struktura (engl. coil) i 22%
nasumicnih konformacija, u saglasnosti sa literaturnim FTIR podacima za fibrinogen(Azpiazu &
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Chapman, 1992). Ovaj sastav uredenih struktura ostao je prakticno nepromenjen i pri desetostrukom
molarnom visku klozapina u odnosu na protein.
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Slika 34. FT-IR apsorpsioni spektri (dekonvulirani rezulatati) (A) samog fibrinogena 4 uM i (B)
fibrinogena u prisustvu 40 pM klozapina.

Ovi rezultati sugerisu da su strukturni efekti CLZ na proteine selektivni i protein-specifi¢ni:
dok je vezivanje klozapina izazvalo detektabilne promene sekundarne i tercijarne strukture BLC
(manjeg, globularnog enzima), isti lek nije izmenio sekundarnu organizaciju fibrinogena. Ovo se
moze objasniti razlikama u veli€ini, arhitekturi i fleksibilnosti ova dva proteina, kao i razlikama u
lokalizaciji vezivnih mesta — klozapin se na fibrinogenu verovatno vezuje u regionima koji ne
doprinose dominantno CD ili FTIR signalu.

4.3.3. Termalna stabilnost fibrinogena nije znac¢ajno promenjena u prisustvu leka

Termalna stabilnost fibrinogena prac¢ena je merenjem pada unutra$nje fluorescencije proteina
pri postepenom povecanju temperature (37-81 °C, brzina grejanja 2° C/min, odeljak 3.6.) u odsustvu
i prisustvu leka u velikom molarnom visku (1000:1, tj. 40 uM CLZ i 40 nM fibrinogena). Temperatura
topljenja fibrinogena u odsustvu leka bila je oko 62 °C, u prisustvu klozapina neznatno vi$a, za svega
0,8 °C. Odsustvo statisticki znac¢ajnog efekta CLZ na termalnu stabilnost fibrinogena u skladu je sa
celokupnim profilom vezivanja ovog leka: fibrinogen, kao krupan, fibrilarni protein, nije sklon lakim
konformacionim promenama, a vezivanje CLZ — koje ne menja sekundarnu niti tercijarnu strukturu
proteina — o¢ekivano ne doprinosi njegovoj znacajnoj termalnoj (de)stabilizaciji.
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Slika 35. Uticaj leka na termalnu stabilnost proteina. Krive topljenja fibrinogena samog i
fibrinogena sa klozapinom. Prevojna tacka oznacava vrednost temperature topljenja (Tm).

4.3.4. Uticaj klozapina na kinetiku polimerizacije, debljinu vlakana i poroznost
fibrinske mreze

Fibrinogen ucestvuje i u primarnoj i u sekundarnoj hemostazi, sa kljuénom ulogom u
agregaciji trombocita i formiranju fibrinske mreze. lako su poznati (in)direktni mehanizmi koji mogu
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dovesti do trombotickih komplikacija kod pacijenata na terapiji klozapinom (Axelsson et al., 2007;
Paciullo, 2008; Walker et al., 1997) precizni mehanizmi na molekulskom nivou nisu razjasnjeni.
Zbog toga smo ispitali razlike u funkcionalnim svojstvima nativnog fibrinogena i kompleksa
fibrinogen—klozapin (odeljak 3.7.3.). Ukratko, funkcionalne posledice vezivanja CLZ za fibrinogen
ispitane su u koagulacionom ogledu, pra¢enjem promene apsorbancije na 405 nm, kada se prati
kinetika trombinski indukovane polimerizacije fibrinogena u fibrin. Ovaj ogled je izveden sa
izolovanim fibrinogenom (0,34 uM) u prisustvu rastu¢ih koncentracija CLZ (0,34 i 0,68 uM, §to
odgovara molarnim odnosima ligand:protein od 1:1 1 2:1) i fizioloskih koncentracija CaClz (2,2 mM)
i humanog trombina (1 1U/mL).

Sa porastom koncentracije CLZ, fibrinogen je formirao fibrinski ugrusak manjom brzinom,
Sto je procenjeno na osnovu logaritamske faze procesa formiranja fibrina, dok su nastala fibrinska
vlakna bila tanja, na osnovu vrednosti maksimalne apsorbancije na 405 nm izmerene na kraju procesa
formiranja fibrina (slika 36A). Ovakve funkcionalne karakteristike fibrinogena sli¢ne su rezultatima
dobijenim nakon inkubacije fibrinogena sa visokim (10+ mM) koncentracijama glukoze (Dunn et
al., 2005), kao i svojstvima fibrinogena izolovanog od pacijenata nakon akutnog infarkta miokarda
(Becatti et al., 2014), kod kojih je protein bio izrazeno post-translaciono modifikovan. lako su
fibrinski ugrusci sastavljeni od tanjih vlakana obi¢no kompaktniji i manje porozni, to nije bio slucaj
u nasem istrazivanju. Nativni fibrin i fibrin, formiran u prisustvu svih ispitivanih koncentracija
klozapina, pokazali su sli¢nu poroznost (slika 36B).
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Slika 36. Formiranje fibrinskog gela u odsustvu i prisustvu klozapina (A) i poroznost fibrinskog gela
izolovanog fibrinogena (3 uM) i prisustvu 3 i 6 uM klozapina (B).

Brojni faktori prisutni u krvi utiCu na tok formiranja fibrinskog ugruska i na njegove
karakteristike (Litvinov et al., 2019). Dalje, kod pojedinih patoloskih stanja formiraju se fibrinski
ugrusci i sa debljim i sa tanjim vlaknima u poredenju sa zdravim kontrolama (Scott et al., 2004).
Formiranje fibrina veoma je slozen proces, u kome ucestvuje veliki broj faktora. Promene u
formiranju fibrina nastale kao posledica vezivanja CLZ, same po sebi, nisu dovoljno izrazene da
dovedu do merljivih promena poroznosti fibrinske mreze, ili da neposredno izazovu protromboti¢ko
ponasanje. Medutim, utvrdeni uticaj CLZ na formiranje fibrina mogao bi delovati sinergisticki sa
drugim faktorima i doprineti poremecaju procesa koagulacije, koji se zatim mozZe razviti u trombozu.
U brojnim istrazivanjima opisana je smanjena poroznost fibrinskih ugrusaka izgradenim od tanjih
fibrinskih vlakana (Jorneskog et al., 1996; Li et al., 2016; Undas & Ariéns, 2011; Wolberg, 2010).
Pokazano je i da pacijenti sa shizofrenijom mogu biti u hiperkoagulabilnom i hipofibrinolitiCkom
stanju, $to povecava rizik od venske tromboembolije (Chow et al., 2015). Potrebna su dalja
kontrolisana istrazivanja, na uzorcima pune plazme pacijenata koji su dugotrajno le¢eni klozapinom,
kako bi se utvrdilo u kojoj meri su izmenjena koagulaciona svojstva fibrinogena.
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Rezultati ovog dela istrazivanja pokazuju da klozapin, na na¢in zavisan od koncentracije, uti¢e
na funkcionalna svojstva fibrinogena, jednog od klju¢nih proteina u procesu koagulacije.

4.3.5. Klozapin deluje zaStitno na fibrinogen u uslovima oksidativnog stresa, na
dozno-zavisni nacin

narusavaju i njegovu strukturu i funkciju: oksidovani fibrinogen formira ugruske fibrina otpornije na
fibrinolizu (razgradnju od strane plazmina), ¢ime raste rizik od tromboze (Nencini et al., 2025). U
ORAC i HORAC eksperimentima, gde dolazi do smanjenja unutrasnje fluorescencija fibrinogena pri
izlozenosti reaktivnim vrstama (AAPH ili Fentonova smesa), §to je marker oksidativnog oStecenja
proteina, pokazano je da CLZ statisti¢ki znafajno i dozno-zavisno $titi fibrinogen od slobodno-
radikalski indukovane oksidacije.
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Slika 37. Efekti vezivanja fibrinogena i klozapina (CLZ) na oksidaciju proteina indukovanu

slobodnim radikalima. Pad intenziteta fluorescencije fibrinogena (0,1 uM) u A) ORAC i B)

HORAC antioksidativnim testovima, u prisustvu rastu¢ih koncentracija CLZ (0, 3,41 6,8 uM u

ORAC testu, odnosno, 0, 6,8 i 13,6 uM u HORAC testu).

U ORAC eseju (slika 37A), zastitni efekat (ZE, izraZzen kao razlika povrsina ispod krive
fluorescencije u prisustvu i odsustvu leka) iznosio je 71 A.U., pri 3,4 uM klozapina, i 128 A.U., pri
6,8 uM klozapina. Isti, ¢ak i izrazeniji, trend dozno-zavisne zastite potvrden je i u HORAC eseju
(slika 37B). Uocena antioksidativna zastita pripisuje se sposobnosti klozapina da direktno neutralise
slobodne radikale (peroksil 1 hidroksilne), sprecavaju¢i modifikacije Trp 1 Tyr ostataka fibrinogena
koje dovode do smanjenja fluorescencije proteina.

Iz klinicke perspektive, antioksidativna zastita fibrinogena od strane klozapina mogla bi biti
korisna u smanjenju formiranja oksidovanih fibrinskih ugrusaka, koji su otporniji na fibrinolizu i koji
su protrombogeni, dok istovremeno usporena polimerizacija moze menjati karakteristike fibrinskog
ugruska na slozen, dozno-zavistan nacin.

61



Tamara Vasovié Doktorska disertacija

5. ZAKLJUCCI DISERTACIJE
5.1. Opsti zakljucak i nauéni doprinos istrazivanja

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da klozapin, pored dobro poznatih receptorskih
efekata u mozgu, ostvaruje direktne interakcije sa funkcionalno razli¢itim proteinima: katalazom,
alfa-2-makroglobulinom i fibrinogenom. Ovi proteini su odabrani za analizu posto predstavljaju tri
biohemijski razlicita sistema: komponentu antioksidativne zastite, vancelijsku proteostazu i regulator
hemostaze. Dobijeni rezultati ukazuju da se vanreceptorski efekti klozapina ne mogu svesti samo na
nespecifiéno vezivanje za proteine plazme, ve¢ obuhvataju formiranje protein-ligand kompleksa sa
merljivim posledicama po strukturu, stabilnost, oksidativnu otpornost i funkciju ispitanih proteina.

Zajednicko za sva tri protein-ligand sistema jeste da CLZ formira nekovalentne interakcije sa
proteinskim partnerima, osrednjeg afiniteta, pri ¢emu u stabilizaciji kompleksa ucestvuje hidrofobni
efekat, vodoni¢ne veze, van der Waalsove sile i lokalno prilagodavanje vezivnog mesta na proteinu
ligandu. Ipak, posledice vezivanja CLZ nisu iste za sve proteine. Kod katalaze se vezivanje odrazava
na stabilnost i aktivnost enzima na dozno-zavisan nacin; kod 02M vezivanje ne narusava anti-
proteaznu aktivnost, ve¢ doprinosi zastiti u oksidativnim uslovima sredine; kod fibrinogena vezivanje
leka ne remeti globalnu strukturu proteina, ali menja proces formiranja fibrina. Takve razlike
pokazuje da bioloski znacaj interakcija malog molekula sa nekim proteinom zavisi od strukture
proteina, poloZaja vezivnog mesta na proteinu i funkcionalne osetljivosti proteinskog sistema.

Vazan doprinos ove disertacije je i povezivanje rezultata sa Sirim konceptom interakcija
proteina sa malim bioaktivnim molekulima. Klozapin u ovom radu ne treba posmatrati izolovano,
ve¢ kao jedan od liganada koji pokazuje da antioksidativni enzimi i proteini plazme menjaju svoja
svojstva u kompleksu sa malim molekulima. Literatura o vezivanju katalaze, a2M i fibrinogena sa
flavonoidima, antioksidansima, prehrambenim fenolima, farmakoloski aktivnim molekulima i
drugim nefizioloskim ligandima, potvrduje da ono ima strukturne, funkcionalne i redoks posledice.

5.2. Katalaza kao proteinski partner klozapina i drugih malih molekula

Rezultati ovog rada pokazuju da klozapin specifi¢no vezuje katalazu i formira nekovalentan
BLC-CLZ kompleks. Vezivanje leka dovodi do blagih promena sekundarne i tercijarne strukture
proteina, povecava njegovu termalne stabilnosti i menja katalitiCku aktivnost u zavisnosti od
koncentracije liganda. Pri nizim, fizioloski relevantnijim koncentracijama, CLZ ne pokazuje izrazen
inhibitorni efekat i moze doprineti ocuvanju aktivnosti katalaze u pro-oksidativnom okruzenju, dok
pri visim dovodi do inhibicije enzima. Ovaj rezultat je posebno znaCajan, posto pokazuje da
interakcija leka sa katalazom nije samo Stetna, ili samo zastitna, ve¢ efekat vezivanja zavisi od
koncentracije leka i uslova u kojima se protein nalazi.

Ovi rezultati se uklapaju u literaturne podatke da je aktivnost katalaze osetljiva na vezivanje
razli¢itih malih molekula. Na primer, pioglitazon, antidiabetik iz grupe tiazolidindiona, vezuje se za
BLC, menja njenu strukturu i povecava aktivnost enzima do tri puta, tako da ligand nuzno ne mora
biti inhibitor da bi imao efekat na enzim (Yekta et al., 2017). Suprotan obrazac je opisan za puerarin,
koji se vezuje u blizini kanala aktivnog mesta katalaze, §to ometa dostupnost supstrata i smanjuje
aktivnost enzima (Zhang et al., 2019). U tom smislu, rezultati za klozapin i BLC zauzimaju ,,srednju*
poziciju izmedu zastitnog i inhibitornog modela protein-lek interakcija.

Sli¢na poredenja vaze i sa drugim ligandima. Clofazimin, lipofilni antimikobakterijski lek,
vezuje se za katalazu uz gasenje fluorescencije, promene u sekundarnoj strukturi proteina i
stabilizaciju kompleksa pretezno hidrofobnim silama (Zaman et al., 2017). Maltol, mali prehrambeni
aditiv, takode formira kompleks sa katalazom, menja konformaciju proteina i blago povecava
aktivnost enzima (Huo et al., 2020). Ovi primeri potvrduju da katalaza nije samo enzim koji pasivno
razgraduje H20., ve¢ protein ¢ija se funkcija moZe modulirati direktnim vezivanjem malih molekula.

U poredenju sa ovim ligandima, specifi¢nost CLZ se ogleda u kombinaciji vise efekata:
vezivanje leka je dovoljno stabilno da promeni lokalno mikrookruzenje proteina, ali ne dovodi do
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izrazene denaturacije proteina; termalna stabilnost proteina raste; oksidativna oste¢enja se smanjuju;
a kataliticka aktivnost se menja u zavisnosti od koncentracije leka. Sve to ukazuje da katalaza moze
biti jedan od molekulskih partnera preko kojih klozapin ucestvuje u regulaciji redoks ravnoteze,
narocito u uslovima oksidativnog stresa, kada je povecana produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Dakle, interakcije klozapina sa katalazom treba tumaditi u okviru $ire grupe protein-ligand
interakcija koje mogu promeniti aktivnost antioksidativnih enzima. U tom kontekstu, CLZ pokazuje
svojstva malog bioaktivnog molekula koji istovremeno ima zastitni i inhibitorni potencijal, zavisno
od svoje doze i oksidativnog opterecenja.

5.3. Alfa-2-makroglobulin: ocuvanje funkcije i poredenje sa ligandima
antioksidativnog tipa

Ispitivanje vezivanja CLZ sa 02M pokazalo je da ovaj protein plazme vezuje klozapin sa
umerenim afinitetom, bez naruSavanja sekundarne strukture i bez gubitka anti-proteazne aktivnosti
proteina. Ovo je jedan od vaznijih zakljuéaka ove disertacije, jer pokazuje da formiranje protein-
ligand kompleksa nuzno ne vodi do funkcionalnog ostec¢enja proteina. Kod a2M je posebno znac¢ajno
da je su prisustvu leka bolje o¢uvani protein i ligand u pro-oksidativnom okruzenju (usled izloZenosti
NaOCl i AAPH).

Ovakav obrazac u skladu je sa novijim radovima koji a2M posmatraju ne samo kao inhibitor
proteaza, ve¢ i protein ukljucen u vanéelijsku proteostazu, vezivanje ostecenih proteina i odgovor na
oksidativni stres. Interakcije a2M sa malim molekulima i prirodnim antioksidansima dodatno
podrzavaju ovu hipotezu. Fikocijanobilin, tetrapirolni pigment fikobilinskih proteina, vezuje se za
a2M, blago utic¢uci na sekundarnu strukturu proteina i stite¢i ga od oksidacije, ¢uvajuci njegovu anti-
proteazne aktivnosti (Sunderié et al., 2024). Sli¢an nalaz je dobijen u ovoj disertaciji, posto u oba
sluéaja ligand ne remeti aktivnost a2M, ve¢ doprinosi o¢uvanju proteina u oksidativnom okruzenju.

Sli¢no tome, rezveratrol se vezuje za a2M i povecati svoju rastvorljivost u vodenoj sredini,
dok istovremeno dolazi do uzajamne zastite i proteina i liganda od oksidativnog oste¢enja (Sunderi¢
et al., 2026a). Takvi podaci pokazuju da 62M moze imati ulogu makromolekulskog partnera koji
utie na stabilnost i raspolozivost malih hidrofobnih (slabo rastvorljivih) molekula. U tom kontekstu,
vezivanje klozapina za a2M nije samo farmakokineticki fenomen, ve¢ i redoks-modulatorni dogadaj.

Interakcije a2M sa malim molekulima ne moraju uvek biti zastitne. Kvercetin, iako ¢esto
opisan kao antioksidans, pod odredenim uslovima moze pokazuje pro-oksidativno delovanje i izaziva
konformacione promene a2M uz smanjenje njegove anti-proteazne aktivnosti (Siddiqui et al., 2019).
Miricetin takode menja strukturu i anti-proteoliticki potencijal 02M, bez izrazenog narusavanja
sekundarne strukture (Ansari et al., 2023a). Ovi podaci su vazni, zato §to pokazuju da bioloski efekat
liganda zavisi ne samo od njegove hemijske strukture ve¢ i koncentracije, uslova sredine (svetlost,
prisustvo oksidanasa) i funkcionalnog stanja proteina.

U odnosu na podatke iz literature, CLZ se u kompleksu sa a2M ponasa vise ponosa kao
zastitni ligand nego kao ligand koji narusava funkciju proteina. On ne smanjuje anti-proteaznu
aktivnost a2M, a u oksidativnim uslovima doprinosi ocuvanju njegove altivnosti. Time rezultati ove
disertacije proSiruju shvatanje a2M kao proteina koji formira funkcionalno relevantne komplekse ne
samo sa proteazama i endogenim partnerima, ve¢ i sa malim bioaktivnim ksenobioticima.

U zakljuc¢ku, a2M moze biti vazan vancelijski regulator interakcija izmedu malih molekula,
oksidativnog stresa i proteostaze. U sluc¢aju vezivanja klozapina, njihove interakcije podrzavaju ideju
da lek moze ucestvovati u vanreceptorskim efektima cuvanjem funkcije proteina plazme i uzajamnom
zaStitom pod pro-oksidativnim uslovima.

5.4. Fibrinogen: interakcije sa klozapinom, antioksidansima i znacaj za
formiranje fibrina

Rezultati dobijeni za fibrinogen i CLZ pokazuju drugaciji obrazac u odnosu na katalazu i a2M.
Klozapin se vezuje za fibrinogen sa merljivim afinitetom, ne izaziva izrazeno narusavanje globalne
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strukture proteina i ne menja znac¢ajno njegovu termalnu stabilnost, ali uti¢e na formiranje fibrina. U
prisustvu klozapina dolazi do promena brzine koagulacije i morfologije fibrinskih vlakana, §to
ukazuje da ligand moze delovati na funkcionalni proces i kada globalna proteinska struktura ostaje
relativno ocuvana (Gligorijevi¢ et al., 2020).

Ovaj zakljucak je posebno znacajan, jer se uklapa u literaturu koja pokazuje da su fibrinogen
i fibrin osetljivi na male molekule, oksidativne promene i posttranslacione modifikacije. Fibrinogen
nije samo pasivni prekursor fibrina, ve¢ protein ¢ija struktura i funkcionalna svojstva uti¢u na debljinu
vlakana, poroznost mreze, brzinu polimerizacije i osetljivost ugruska na fibrinolizu. Promene u
fibrinskoj mrezi mogu imati zna¢aj za hemostazu, trombozu i reparaciju tkiva.

Poredenje sa dihidro-a-lipoinskom kiselinom (DHLA) pokazuje da mali antioksidativni
molekuli moze direktno vezati fibrinogen i menjati osobine fibrina. DHLA se vezuje za fibrinogen,
blago uti¢e na njegovu sekundarnu strukturu, stiti protein od oksidacije i dovodi do formiranja debljih
fibrinskih vlakana, §to se tumaci kao povoljan efekat u uslovima oksidativno izmenjenog fibrinogena
(Gligorijevic et al., 2020). Resveratrol se takode vezuje za fibrinogen, poveéava svoju rastvorljivost
i pokazuje uzajamno zastitni efekat sa proteinom tokom oksidacije (Gligorijevi¢, et al., 2020).

U odnosu na ove ligande, CLZ pokazuje delimi¢no preklapajuci, ali funkcionalno drugadiji
obrazac. Kao i DHLA i resveratrol, klozapin moze smanjiti oksidaciju fibrinogena i formirati stabilan
kompleks sa proteinom. Medutim, njegov uticaj na formiranje fibrina ukazuje na promenu
antikoagulacionog profila. Zbog toga se efekat klozapina na fibrinogen ne moze opisati samo kao
antioksidativan i zaStitan, ve¢ kao kombinovan efekat, koji ukljucuje zastitu od oksidacije, ali 1
promenu funkcionalnog procesa polimerizacije fibrina.

Ova razlika je vazna, posto literatura pokazuje da oksidativne modifikacije fibrinogena mogu
promeniti strukturu fibrinskog ugruska, ¢esto u pravcu guséih mreza, tanjih vlakana i smanjene
podloznosti fibrinolizi (Nencini et al., 2025). S druge strane, razli¢iti ligandi mogu imati suprotne
efekte na fibrin, u zavisnosti da li oni stabilizuju odredene regione fibrinogena, menjaju dostupnost
mesta za polimerizaciju, ili uti¢u na bo¢ne interakcije izmedu protofibrila. Zbog toga je neophodno
oprezno tumaditi rezultate sa CLZ: oni ne sugeriSu direktan klinicki mehanizam tromboze, vec
mogucu molekulsku osnovu kako klozapin moze doprineti promenama u hemostatskom sistemu.

Zakljucno, fibrinogen je najfunkcionalnije osetljiv na vezivanje CLZ od tri ispitana proteina.
Dok kod 02M dominira ocuvanje aktivnosti/funkcije, a kod katalaze dozno-zavisna modulacija
aktivnosti enzima, kod fibrinogena i mala promena u lokalnom vezivanju moze uticati na organizaciju
fibrinske mreze. To pokazuje da se znacaj protein-ligand interakcija ne meri samo promenama
strukture proteina, ve¢ i posledicama koje vezivanje ima na bioloski proces u kome protein ucestvuje.

5.5. Zajednicki obrasci interakcija ispitivanih proteina sa malim molekulima

Kada se rezultati ove disertacije uporede sa literaturom o interakcijama katalaze, 0a2M 1
fibrinogena sa drugim malim molekulima, mogu se izdvojiti zajednicki principi. Prvo, vezivanje
malog molekula za protein detektuje se kao gasenje unutra$nje fluorescencije, promene u UV-Vis
apsorpcijei, promene u CD spektrima proteina, ili promene termalne stabilnosti. Medutim, ovi
pokazatelji ne moraju nuzno ukazivati na funkcionalne promene proteina. Funkcionalni testovi su,
zato, neophodni za tumacenje bioloSkog znacaja interakcija.

Drugo, isti protein moze razli¢ito reagovati na razlicite ligande. Katalaza moze biti aktivirana,
inhibirana, ili stabilizovana, u zavisnosti od polozaja vezivnog mesta i mesta vezivanja liganda u
odnosu na kanal u aktivnom mestu enzima. 02M moze oCuvati ili izgubiti anti-proteaznu aktivnost u
zavisnosti da 1i ligand deluje zastitno ili pro-oksidativno. Fibrinogen moZe zadrzati globalnu
strukturu, ali ipak promeniti nacin formiranja fibrina. Ovi primeri pokazuju da je funkcionalna
interpretacija vaznija od same €injenice da je doslo do vezivanja liganda za protein.

Trece, redoks efekti su zajednicka tacka sva tri sistema. Klozapin, fikocijanobilin, resveratrol,
DHLA i drugi ligandi menjaju oksidativnu stabilnost proteinskih partnera. Nekada kompleks stiti
protein od oksidacije, u drugim uslovima ligand moze delovati pro-oksidativno i narusiti funkciju

64



Tamara Vasovié Doktorska disertacija

proteina. Zbog toga se interakcije proteina sa malim molekulima trebaju posmatrati u kontekstu
oksidativnog okruzenja molekula, a ne samo u standardnim fizioloskim uslovima.

Cetvrto, proteini mogu menjati svojstva liganada koje vezuju. Vezivanje za fibrinogen ili a2M
moze povecati rastvorljivost hidrofobnih molekula, smanjiti njihovu oksidaciju i produziti njihovu
stabilnost u vodenoj sredini. Ovo je pokazano za resveratrol, ali se isti princip moZe primeniti i na
klozapin kao lipofilan molekul. Drugim re¢ima, protein-ligand kompleks nije samo promenjeni
protein, ve¢ 1 promenjeni ligand.

Na osnovu svih ovih principa, rezultati ove disertacije podrzavaju Siru hipotezu da direktne
interakcije lekova i bioaktivnih malih molekula sa proteinima mogu biti vazan, ¢esto potcenjen nivo
njihovog dejstva. One se ne uklapaju u klasi¢ni receptorski model, ali mogu doprineti efektima leka
preko promene redoks ravnoteze, proteostaze, enzimske aktivnosti i hemostatskih procesa.

5.6. Znacaj za razumevanje vanreceptorskih efekata klozapina

Dobijeni rezultati pokazuju da se vanreceptorski (plejotropni) efekti klozapina mogu
posmatrati kroz tri povezana nivoa. Prvi je direktno vezivanje za proteine, potvrdeno
spektroskopskim metodama. Drugi nivo je promena strukturnih i dinamickih osobina proteina,
ukljucujuci lokalne promene mikrookruzenja aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka, termalnu
stabilnost i dostupnost funkcionalnih regiona. Tre¢i su funkcionalne posledice: modulacija aktivnosti
katalaze, ocuvanje anti-proteazne aktivnosti 02M i promena formiranja fibrina.

Ovakav pristup je vazan, posto objasnjava kako isti lek moze imati razli¢ite biohemijske
efekte koji nisu neposredno povezani sa neurotransmiterskim receptorima kao njegovom primarnom
terapijskom metom. Klozapin je lipofilan, strukturno fleksibilan molekul i sposoban za vise tipova
nekovalentnih interakcija. Zato on moze prepoznati razli¢ita vezivna mesta na proteinu i stabilizovati
razliCite tipove kompleksa. U zavisnosti od proteina, koncentracije 1 oksidativnog statusa sredine,
posledice vezivanja leka mogu biti zastitne, neutralne ili potencijalno nepovoljne.

U tom smislu, ovo istrazivanje doprinosi razumevanju molekulskih osnova plejotropnih
efekata klozapina. Od znacaja je i to $to su Svi ispitani proteini povezani sa procesima koji se ¢esto
pominju u kontekstu nezeljenih efekata leka: oksidativni stres, inflamacija, promene u proteazno-
antiproteaznoj ravnotezi i hemostaza. lako rezultati ove studije ne dokazuju direktnu klini¢ku
uzroc¢nost, oni daju biohemijski osnov za dalje ispitivanje kako interakcije klozapina sa proteinima
krvi mogu doprineti korisnim i neZeljenim efektima leka.

5.7. Ogranicenja i pravci bududih istrazivanja

Glavno ograniCenje istrazivanja jeste da su ispitivanja sprovedena u kontrolisanim in vitro
uslovima. Takav pristup je neophodan za molekulsko razumevanje protein-ligand interakcija, ali ne
obuhvata punu slozenost plazme, prisustvo drugih proteina, metabolita, lipoproteina, celijskih
komponenti i dinamickih promena koncentracije leka. Zbog toga rezultate studije treba tumaciti kao
biohemijski osnov, a ne kao direktan dokaz klinickih efekata leka.

Drugo ograni¢enje odnosi se na koncentracije liganda. Klozapin pokazuje dozno-zavisne
efekte, narocito u sistemu sa katalazom i fibrinogenom. Zbog toga je u budu¢im istrazivanjima vazno
razdvojiti terapijski relevantne koncentracije leka, njegove visoke eksperimentalne koncentracije i
one koje mogu nastati lokalno, ili u uslovima poremec¢enog metabolizma. Ovo je narocito vazno za
tumacenje potencijalno zastitnih i Stetnih efekata klozapina u krvi.

Tre¢i pravac buducih istrazivanja trebalo bi da obuhvati metabolite klozapina, posebno nor-
klozapin i klozapin-N-oksid, kao i reaktivne oksidativne intermedijere. Moguce je da ovi metaboliti
imaju drugaciji afinitet prema katalazi, a2M 1 fibrinogenu, kao i drugacije redoks posledice svog
vezivanja za proteine. Poredenje klozapina i njegovih metabolita dalo bi potpuniji uvid koji oblik leka
najvise doprinosi njegovim vanreceptorskim efektima.
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Bilo bi od Koristi prosiriti ispitivanja i na sloZenije modele: rekonstituisane sisteme plazme,
kompetitivno vezivanje leka u prisustvu albumina i drugih proteina plazme, oksidovane oblike
proteina, kao i funkcionalne testove koagulacije i fibrinolize. Dalje, ispitati da li prisustvo klozapina
utice na stabilnost fibrinskog ugruska, aktivnost plazmina i strukturu fibrinske mreze, u uslovima koji
bolje oponasaju fiziolosko i inflamatorno okruzenje.

Jo§ jedan pravac daljeg istrazivanja bio bi poredenje efakata klozapina sa drugim malim
molekulima: antioksidansi, flavonoidi, prehrambeni fenoli i, pre svega, lekovi drugih terapijskih
grupa. Takva poredenja bi omogucila da se utvrdi da li su uoceni efekti posledica specifi¢ne strukture
klozapina, ili, opstije, karakteristika lipofilnih i aromati¢nih liganada da se vezuju za proteine i
menjaju njihovu oksidativnu stabilnost.

5.8. Konacan zakljuc¢ak

Na osnovu svih dobijenih rezultata, klozapin ostvaruje direktne i funkcionalno relevantne
interakcije sa katalazom, 02M i fibrinogenom, esencijalnim proteinima krvi. Ove su zasnovane na
formiranju nekovalentnih protein-ligand kompleksa i dovode do razli¢itih posledica: modulacije
aktivnosti katalaze, oCuvanja anti-proteazne aktivnosti a2M u oksidativnim uslovima i promene
procesa formiranja fibrina. Time je pokazano da klozapin moze delovati i preko proteinskih sistema
koji nisu klasi¢ne farmakoloske mete njegovog delovanja.

Poredenje sa literaturnim podacima o interakcijama ovih proteina sa drugim biomolekulima
pokazuje da se dobijeni rezultati uklapaju u Siri biohemijski koncept: ligandi mogu menjati stabilnost,
aktivnost/funkciju i oksidativnu otpornost proteina, a proteini rastvorljivost, stabilnost i reaktivnost
vezanih liganada. U tom okviru, klozapin je bioaktivan ligand ¢iji se efekti u telu ne zavrSavaju na
receptorima, ve¢ ukljucuju i direktne interakcije sa proteinima uklju¢enim u redoks ravnotezu,
proteostazu i hemostazu.

Zavr$ni zakljucak disertacije bio bi da vezivanje i interakcije klozapina sa katalazom, 02M i
fibrinogenom predstavljaju jedan od molekulskih osnova njegovih vanreceptorskih (plejotropnih)
efekata. Oni nisu uniformni, ve¢ zavise od proteinskog partnera, polozaja vezivnog mesta na njemu,
koncentracije leka i oksidativnog statusa sredine. Ovakav zakljucak proSiruje razumevanje
biohemijskog delovanja klozapina i otvara prostor za dalja istrazivanja interakcija psihofarmaka i
drugih malih bioaktivnih molekula sa funkcionalno vaZnim proteinima.
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