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ABSTRACT

Introduction: There is a great interest in use of polioximetalates in clinical medicine, pri-
mary as antibacterial, antiviral and antitumoral agents. Considering the key role of Na*/
K*- ATPase in normal functioning of most animal cells, as well as pivotal roles in cancer cell
migration, the aim of this paper was to examine the influence of new synthesized hexava-
ndates [V -CH,][Na], [V-NO,][TBA], [V -C3][H], [V-C5d][TBA], on Na*/K*- ATPase
activity.

Material and methods: The enzymatic activity of porcine cerebral cortex Na*/K*- ATPase
was followed in both the absence and presence of increasing concentration of [V -CH,]
[Na], [V-NO,][TBA], [V-C3][H], [V,-C5d][TBA], (within the range 10 - 10~ mol/L).
The released Pi, liberated from the enzymatic hydrolysis of ATP, was determined by spectro-
photometric method, using Perkin Elmer Lambda 35 UV-VIS spectrophotometer.

Results: Investigated compounds inhibit the activity of Na*/K* ATPase in dose-dependent
manner within the investigated range. Obtained results indicate that all investigated com-
pounds inhibit the Na*/K* ATPase activity, but with different inhibiting power. [V -NO,]
[TBA], (IC,, = 1,87 x 10 mol/L) was the most potent inhibitor of Na*/K* ATPase, while
[V.-C5d][TBA], showed the least potent inhibiting power (IC,, = 1,31 x 10“mol/L) . The
results are consistent with previously published concentration-dependent inhibitory effect
of polyoxometalates (inclunding polioxovandates) on ATPase activity from different model
syistems.

Conculusion: Based on the results, we can conclude that the examined compounds inhibit
Na*/K*- ATPase activity in a dose-dependent manner. Inhibiting power of tested hexavana-
dates are different, and weaker than inhibiting power of decavanadates (tested earlier) on

Key words: Na*/K*- ATPase activity, which is probably due to differences in charge, size and shape of
Na*/K*- ATPase, these polioxometalates. Considering the role of this enzymes in the functioning of healthy
polyoxometalates, cells and the development of the pathological conditions, it is possible that the inhibition of
inhibition, these enzymes with polyoxometallates contributions ( both in vitro and in vivo confirmed )
hexavanadate (V6) an anti-tumor , anti-viral and anti-bacterial properties of polyoxometallates.

Zdravkovi¢ A. et al. MedPodml 2016, 67(4):54-58 wwverareruscosron | wwwessiy or szismeoe doiz 10.5937/mp67-12622

MEDICINSKI SCHOOL OF . . .
© FAKULTET I 'I veoeine  Editorial board: podmladak.med.bg@gmail.com
The authors declare no conflicts of interest. ISSN: 2466-5525


http://dx.doi.org/10.5937%252Fmp67-12622
http://www.mfub.bg.ac.rs
http://www.mfub.bg.ac.rs

Zdravkovi¢ A. et al. Influence of hexavanadates on Na*/K*- ATPase activity, MedPodml 2016, 67(4):54-58

Keywords:
Na*/K*-ATP-aza,
polioksometalati,
inhibicija,
heksavanadati (V6)

SAZETAK

Uvod: Poslednjih godina postoji veliko interesovanje za primenu polioksometalata u klini¢-
koj medicini, pre svega kao antikancera i antibakterijskih, antivirusnih i antikoagulantnih
agensa. Polaze¢i od klju¢ne uloge natrijum/kalijum-adenozin-trifosfataze (Na*/K*-ATP-
aze) u normalnom funkcionisanju gotovo svih animalnih ¢elija, razvoju nekih patoloskih
stanja i toksikoloskog znacaja ovog enzima, cilj ovog rada je ispitivanje in vitro uticaja Ceti-
ri novosintetisana heksavanadata: [V -CH,] [Na]z’ [V,-NO,] [TBA]Z’ [VG-C3][H]2‘ [V,-C5d]
[TBA], na aktivnost Na*/K*-ATP-aze.

Materijal i metode: U eksperimentu je pracena enzimska aktivnost Na*/K*-ATP-aze cere-
bralnog korteksa svinje u odsustvu i prisustvu razlic¢itih koncentracija heksavanadata (u op-
segu od 10°* do 10 mol/l) [V -CH,][Na], [V -NO,][TBA], [V.-C3][H], [V -C5d][TBA],.
Specifi¢na aktivnost enzima pracena je spektrofotometrijskim merenjima na Perkin Elmer
Lambda 35 UV-VIS spektrofotometru, merenjem koncentracije neorganskog fosfata oslo-
bodenog enzimskom hidrolizom ATP.

Rezultati: Ispitivana jedinjenja inhibiraju aktivnost Na*/K*-ATP-aze na dozno zavisan
nacin u ispitivanom opsegu koncentracija. Dobijeni rezultati pokazuju da sva ispitivana
jedinjenja inhibiraju aktivnost Na*/K*-ATP-aze, ali da imaju razlicite inhibitorne modi.
Jedinjenje [V -NO,][TBA], je najpotentniji inhibitor Na*/K*-ATP-aze (IC, = 1,87 x 107
mol/l), dok jedinjenje [V -C5d][TBA], pokazuje najslabiji inhibitorni uticaj (IC, = 1,31 x
10* mol/l). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranije pokazanim inhibitornim efektom
polioksometalata (uklju¢ujuci polioksovanadate) na aktivnost ATP-aza razli¢itog porekla.
Zakljucak: Na osnovu dobijenih rezultata mozemo da zaklju¢imo da ispitivani heksava-
nadati na fizioloskoj pH vrednosti inhibiraju aktivnost Na*/K*-ATP-aze, kao i da je do-
bijena inhibicija dozno zavisna. Inhibitorne mo¢i heksavanadata testiranih u ovom radu
medusobno se razlikuju i slabije su od inhibitornog efekta (ranije ispitivanog) dekavanadata
na aktivnost Na*/K*-ATP-aze, $to je verovatno posledica razlika u naelektrisanju, veli¢ini i
obliku ovih polioksometalata. Imajuci u vidu ulogu ovih enzima u funkcionisanju zdrave
Celije i razvoju patoloskih stanja, moguce je da inhibicija ovih enzima polioksometalatima
doprinosi (in vitro i in vivo potvrdenim) antitumorskim, antiviralnim i antibakterijskim
osobinama polioksometalata.

Uvod

ciljno mesto za dejstvo antitumorskih lekova.

Imajudi u vidu uloge navedene ATP-aze u funkci-
onisanju zdravih ¢elija i razvoju patoloskih stanja s jedne,

Polioksometalati (POM) su polianjonski oligo-
merni agregati prelaznih metala povezanih kiseoni¢nim
mostovima, sa velikom gustinom negativnog naelektri-
sanja. Novija naucna istrazivanja pokazuju da ova jedi-
njenja poseduju antitumorsku (1-4), antiviralnu (5-12),
antibakterijsku (13, 14) i antikoagulantnu aktivnost (15,
16). Glavna prepreka $ire primene POM-a je njihova neo-
rganska priroda, usled ¢ega ispoljavaju toksi¢na dejstva u
in vivo uslovima. Iz tog razloga se tezi sintetisanju novih
polioksometalata, sa ciljem smanjenja njihove toksi¢nosti
(1). Zbog svog negativnog naelektrisanja sli¢ni su nukleo-
tidima, usled ¢ega uticu na aktivnost enzima zavisnih od
nukleotida (5, 6).

Natrijum/kalijum-ATP-aza je membranski enzim
koji svojom aktivno$c¢u obezbeduje visoku koncentraciju
kalijuma i nisku koncentraciju natrijuma u ¢eliji, koje su
neophodne za normalno funkcionisanje ve¢ine Zivotinj-
skih celija, kao i za ekscitabilnost nervnih i misi¢nih celija
(17). Novija istrazivanja pokazuju da Na*/K*-ATP-aza in-
terakcijom sa susednim proteinima ucestvuje u intracelu-
larnoj kaskadnoj transdukciji signala ka organelama (18).
Ovo svojstvo Na*/K*-ATP-aze objadnjava njeno ucesce u
patogenezi tumora (migraciji tumorskih celija). Zbog toga
Na*/K*-ATP-aza moze da predstavlja potencijalno dobro

i inhibitorno dejstvo polioksometalata na enzime zavisne
od nukleotida s druge strane, cilj ovog rada je ispitivanje in
vitro uticaja Cetiri sintetisana heksavanadata (V6) (prilog
1) na aktivnost Na*/K*-ATP-aze. Jedinjenja V6 testirana u
ovom radu su novosintetisana i njihova biologka aktivnost
do sada nije ispitivana.

Materijal i metode

Sinteza V6 jedinjenja

Jedinjenja V6 1, 2, 3 i 4 (prilog 1) sintetisana su
prema procedurama opisanim u literaturi (19, 20).

Priprema V rastvora

Rastvori 2 i 4 (0,1 mol/l) pripremljeni su rastvara-
njem ¢vrstih jedinjenja u dimetil-sulfoksidu (DMSO), dok
su jedinjenja 1 i 3 rastvorena u vodi. Radni rastvori su pri-
premani svakodnevno, razblazivanjem vodom do Zeljenih
koncentracija, neposredno pre upotrebe.
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Odredivanje aktivnosti Na*/K*-ATP-aze

Standardni medijum sadrzi (u mmol/1): 50 tris-hlo-
rovodonika (Tris-HCI) (pH 7,4), 100 natrijum-hlorida
(NaCl), 20 kalijum-hlorida (KCI), 5 magnezijum-hlorida
(MgCl,), 2 ATP i 290 mg/l proteina komercijalno dostu-
pnog enzimskog preparata iz cerebralnog korteksa svinje,
u finalnoj zapremini od 200 pl. Nakon preinkubacije od 10
minuta na 37 °C, reakcija je inicirana dodavanjem ATP-a

i zaustavljena nakon 20 minuta dodavanjem 22 pl hladne
3 mol/l perhlorne kiseline (HCIO,) i momentalnim hlade-
njem na ledu. Finalni zapreminski udeo rastvora DMSO u
inkubacionom medijumu na prelazi 1%. Neorganski fosfat
(Pi), osloboden hidrolizom ATP-a, odredivan je modifi-
kovanom spektrofotometrijskom metodom (21). Spektro-
fotometrijska merenja su radena na Perkin Elmer Lambda
35 UV-VIS spektrofotometru.

Prilog 1. Prikaz molekulskih formula i struktura ispitivanih V6 jedinje

Oznaka Jedinjenje FOI’]\I’;‘I[;]]a/ Struktura
1 [Ve-CHs][Nal2 CioH1sNa2019Ve [Hsc—gv(,f)—cm”Na]
793,87 2
2 [Ve-NOJ[TBA], C“Oﬁlzsgj“OBW [ozN‘EV63_N02] TBA]
.76 2
o)
Ci6H28023Vs e
3 [Vs-Cs][H]: 594,03 [Hﬁg,o{vé} oof[H]
0
CseH114N2027V
4 [Vs-Csd][TBA] 56 1'51;_‘3,21527 6 luooc—(cHz)}orgv@—'%cHz)mooH"TBAL

TBA-tetrabutilamonijum

Rezultati

Uticaj Cetiri sintetizovana V6 jedinjenja (prilog
1) na aktivnost Na*/K*-ATP-aze iz cerebralnog kortek-
sa svinje ispitan je in vitro izlaganjem enzimu u rasponu
koncentracija 1 x 10® - 1 x 10~ mol/l. Eksperimentalno
dobijene zavisnosti aktivnosti enzima od koncentracije in-
hibitora izrazene su kao procenat od kontrolne vrednosti
(aktivnost enzima dobijena bez inhibitora) i prate sigmo-
idnu funkciju (prilog 2):
A4
1+ (x/ x, )
gde su A i A, konstantni parametri (A, = 100, A, = 0), y
preostala aktivnost enzima, a x koncentracija inhibitora; X,
odgovara IC, vrednosti, dok n odgovara vrednosti Hilo-
vog (Hill) koeficijenta.

Dobijeni rezultati pokazuju da rastuce koncentra-
cije ispitivanih jedinjenja indukuju inhibiciju enzimske
aktivnosti na koncentraciono zavisan nacin (prilog 2).
Veoma indikativan parametar pri pra¢enju modulacije
enzimske aktivnosti je vrednost IC | koja predstavlja onu
koncentraciju inhibitora ¢ije prisustvo u smesi smanjuje
aktivnost enzima za 50% u odnosu na kontrolnu vrednost.
Vrednosti IC,  izracunate su primenom Hilove jednacine
(2) koja predstavlja linearnu transformaciju sigmoidne
funkcije (1):

y= +4, (1)

% aktivnost
log( . ) N
100-% aktivnos

gde je % preostala aktivnost enzima nakon inhibicije, od-
nosno % od kontrolne vrednosti, n je Hilov koeficijent i
[I] koncentracija inhibitora. Vrednost inhibitornih para-

—nlog[I]+nlogiC,,  (2)

metara, IC, in odreduju se iz vrednosti nagiba i odsecka
linearne zavisnosti log (% aktivnost/(100 — % aktivnost))-
log([I]. Hilove zavisnosti za sva ispitivana V6 jedinjenja
prikazana su u prilogu 3.

= [V CH,JNal,
o [V;NO,JTBA],
* [VC3H],

[V-C5d|[TBA]

8

aktivnost (% od kontrole)
8

8

04+ , , r r
10° 107 10° 10° 10* 10°
V6, mol/L.

Prilog 2. Uticaj razlicitih koncentracija V6 jedinjenja na
aktivnost precis¢ene Na*/K*-ATP-aze iz cerebralnog kor-
teksa svinje. Preostala aktivnost enzima, dobijena u pri-
sustvu odgovarajuc¢ih koncentracija inhibitora, izrazena
je kao procenat od kontrolne vrednosti (aktivnost enzima
dobijena u odsustvu inhibitora). Vrednosti su izrazene kao
srednje vrednosti dobijene iz tri eksperimentalna merenja
+ standardna greska merenja (engl. standard error measu-
rement, S.E.M). Eksperimentalno dobijene vrednosti pri-
lagodene su sigmoidnom funkcijom (sigmoidal fit, Origin
6.0).
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; = [VCH,Na],
=" * [V,NO,TBA,
g x [V -C3JH],
£ 05 [V,-C5d][TBA]
<
S
[—3
g 50 45 35 30
% log C,
E 05
£
<
$
< -1,04
g

Prilog 3. Hilova analiza inhibicije Na*/K*-ATP-aze iz cerebral-
nog korteksa svinje izazvane V6 jedinjenjima

Vrednosti IC, i n za sva ispitivana V6 jedinjenja
date su u prilogu 4.

Prilog 4. Vrednosti inhibitornih parametara (IC, i Hilovog ko-
eficijenta n) dobijene Hilovom analizom inhibicije Na*/K*-ATP-
aze V6 jedinjenjima (1-4)

Oznaka V6 jedinjenje IC,, vrednosti, mol/l n
[V,-CH.][Na], 5,50 x 10 0,44
2 [V-NO,|[TBA], 1,87 x 10° 0,89
3 [V,-C3][H], 1,05 x 10* 0,98
4 [V-C5d][TBA]  1,31x 10" 0,99

Izra¢unati inhibitorni parametri sumirani su u ta-
beli 2 (prilog 4). Dobijeni rezultati pokazuju da svi ispiti-
vani heksavanadati inhibiraju aktivnost Na*/K*-ATP-aze,
ali da se njihove inhibitorne mo¢i medusobno razlikuju.
Pokazano je da jedinjenje 2 najsnaznije inhibira enzimsku
aktivnost i da pri koncentraciji od 1,0 x 10*mol/l skoro u
potpunosti inhibira enzim, dok najslabiji inhibitor (jedi-
njenje 4) pri istoj koncentraciji smanjuje aktivnost enzima
za svega 30%. Dobijene vrednosti Hilovih koeficijenata za
sva ispitivana V6 jedinjenja (prilog 4) ukazuju da ne po-
stoji pozitivna kooperativnost pri vezivanju za enzim.

Diskusija

U ovom radu ispitivan je in vitro uticaj cetiri no-
vosintetisana heksavanadata: [V -CH,][Na] ) [V.-NO,]
[TBA], [V,-C3][H], [V-C5d][TBA], na aktivnost Na*/
K*-ATP-aze cerebralnog korteksa svinje. Dobijeni rezul-
tati pokazuju da sva Cetiri jedinjenja u ispitivanom opsegu
koncentracija inhibiraju aktivnost enzima, kao i da je pro-
cenat inhibicije proporcionalan koncentraciji inhibitora
u inkubacionoj smesi. Dobijeni rezultati su u saglasnosti
sa podacima iz literature, prema kojima neki polioksome-
talati na dozno zavisan nacin inhibiraju ATP-aze P-tipa
i druge enzime zavisne od nukleotida (1, 21-23). Pored
toga, pokazano je i da se inhibitorni potencijali ispitivanih
heksavanadata medusobno razlikuju, tj. da je [V -NO,]
[TBA], najpotentniji inhibitor (IC, = 1,87 x 10° mol/l) i
da je oko $est do sedam puta jaci inhibitor aktivnosti Na*/
K*-ATP-aze od [V -C3][H],i [V -C5d][TBA],.

Iako prema na$im saznanjima u literaturi nema

podataka o bioloskoj aktivnosti heksavanadata, dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa ranije pokazanim koncentraci-
ono zavisnim inhibitornim efektom dekavanadata na ak-
tivnost Na*/K*-ATP-aze, ecto ATP-aze i Ca**-ATP-aze iz
razlic¢itih sistema modela (22). Poredenjem dobijenih in-
hibitornih parametara heksavanadata (prilozi 2 i 4) sa in-
hibitornim parametrima dekavanadata (IC_ = 1,30 x 10°°)
za isti modelni sistem iz literature (22) ocigledno je da su
heksavanadati, ispitivani u ovom radu, 50-100 puta slabiji
inhibitori enzimske aktivnosti od dekavanadata. Snazniji
inhibitorni efekti dekavanadata u odnosu na heksavanada-
te verovatno su posledica razlika u naelektrisanju, veli¢ini i
obliku ovih polioksometalata. Razlog razlicite reaktivnosti
ispitivanih polioksometalata pokusa¢emo da razjasnimo
u toku nasih daljih istrazivanja, uporedivanjem dobijenih
inhibitornih parametara Na*/K*-ATP-aze sa rezultatima
dobijenim kristalografskom analizom ispitivanih poliok-
sovanadata i ab initio izracunavanjima.

Ovakav pristup, koji kombinuje teorijska hemijska
izacunavanja i rezultate eksperimentalnih inhibitornih
studija, doprinosi pronalazenju potentnog, ali u isto vre-
me selektivnog i specificnog inhibitora Na*/K*-ATP-aze,
jednog od klju¢nih enzima u funkcionisanju zdrave celije i
razvoju patoloskih stanja.

Zahvalnica

Rezultati saopsteni u ovom radu deo su istrazivanja u okvi-
ru bilateralnog projekta izmedu Srbije i Francuske: Expe-
rimental and theoretical studies of some polyoxovanada-
tes interaction with Na*/K*-ATPase and Ca**-ATPase.
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