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§ Sazetak iX

§ Sazetak

Ouabain i palitoksin toksini su ¢ije je djelovanje usmjereno na primarni antiporterski aktivni
prenositelj Na*K*™ ATPazu &ija je glavna zadaca odrzavanje transmembranskog potencijala
prijenosom iona usprkos elektrokemijskom gradijentu. Vezanjem ouabaina na a-podjedinicu
Na*K" ATPaze dolazi do zakljutavanja pumpe u konformaciju otvorenu samo prema
izvanstani¢nom prostoru te se na taj naéin inhibira aktivni prijenos iona Na" i K" preko
membrane i aktivira receptorska uloga Na*K* ATPaze u putu prijenosa signala u stanici. Ovisno
0 prisutnoj izoformi a-podjedinice vezanjem ouabaina na pumpu pokreéu se razli¢iti putevi
prijenosa signala razlic¢itih ishoda.

Palitoksin je jedan od najotrovnijih morskih toksina s dozom lijeka koja prouzrocuje
smrt 50 % pokusnih Zzivotinja LDsg od 25 ng/kg za zeCeve. Vezanjem na Na'K*® ATPazu
uzrokuje otvaranje kationskog kanala unutar pumpe. Takav je kanal neselektivan za ione Na* i
K™ §to za posljedicu ima depolarizaciju stani¢ne membrane, a zatim i niz naknadnih promjena
u stanici koje se ostvaruju potaknutom aktivnoséu prenositelja kao $to su Na*Ca?* izmjenjivac,

Ca?* ATPaza, Na'H* izmjenjivac i kalcijevi kanali.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Na'K*" ATPaza

1.1.1. Uloga u stanici

Na*K* ATPaza je primarni antiporterski aktivni prenositelj monovalentih kationa Na* i K*
preko stani¢ne membrane. Glavna zadata Na*K* ATPaze je odrZavanje transmembranskog
potencijala prijenosom iona usprkos elektrokemijskom gradijentu — pumpa potaknuta
energijom oslobodenom hidrolizom jedne molekule ATP prenosi ione tako da tri Na* izlaze, a
dva K* ulaze u stanicu, odnosno gibaju se s mjesta nize na mjesto viSe koncentracije. Buduéi
da u jednom ciklusu dolazi do prijenosa razli¢itog broja monovalentnih kationa preko
membrane proces je elektrogen — stvara se razlika elektricnog potencijala izmedu
izvanstani¢nog i unutarstani¢nog prostora. Transmembranski potencijal u veéini animalnih
stanica iznosi od -50 do -70 mV te je nuzan ¢imbenik ekscitabilnosti Ziv€anih i miSi¢nih stanica.
Gradijent iona Na* pokreée unos aminokiselina i vitamina u stanicu, Na*/Ca?* antiporter te
simporter Na* i glukoze. Na*K*™ ATPaza osim transportne uloge ima i ulogu u prijenosu signala
u stanici. Pumpa je vezana na Src (Schmidt-Ruyspin A-2 viralni onkogen homolog avian) u
kaveolama, a vezanjem kardiotonih steroida, kao $to je primjerice ouabain, na pumpu aktivira
se Src 1 pokrece kaskadu prijenosa signala. Vezanjem kardiotonih steroida dolazi i do
transaktivacije receptora epidermalnog faktora rasta Sto takoder pokrece kaskadu prijenosa
signala. O vaznosti Na*K* ATPaze govori podatak da u mirovanju trosi 20-80 % ukupne

energije stanice ovisno o tkivu.!

1.1.2. Struktura

Na*K* ATPaza pripada u skupinu ATPaza P-tipa. One se dijele u pet podskupina P-Py, a Na*K*
ATPaza pripada u Py podskupinu zajedno s Ca?* ATPazom i H'K* ATPazom. Zajednicki
strukturni ¢imbenik svih ATPaza P-tipa je a-podjedinica koja se sastoji od transmembranske
domene sa Sest do dvanaest a-zavojnica koje premoscuju membranu i tako tvore strukturu za
vezanje iona za transport te tri citosolne domene s ATPaznom aktivnos¢u: N-domena (engl.
nucleotide-binding) koja veze y-fosforilnu skupinu molekule ATP i pozicionira ju za
nukleofilni napad, P-domena (engl. phosphorylation) koja na aspartatski bo¢ni ogranak veze

fosforilnu skupinu pritom stvarajuci intermedijer visoke energije te posljednja A-domena (engl.

Jana Munivrana ZavrSni rad



§ 1. Uvod 2

actuator) koja pozicionira molekulu vode za hidrolizu ATP. Tercijarna struktura a-podjedinice
pretpostavljena je izgradnjom homolognog modela strukture Ca®* pumpe u
sarko/endoplazmatskom retikulumu (SERCA). Transmembransku i citoplazmatske domene
povezuju povezne regije koje su duljine optimalne za rad pumpe. AM-1 i AM-3 poveznici
duljine su dovoljno dugacke za translokaciju A-domene prilikom fosforilacije i defosforilacije
te dovoljno kratke kako bi se naprezanjem otvorio prolaz za ione u transmembranskoj domeni.
Proteolitickim cijepanjem poveznika M2-A i A-M3 prekida se ciklus prijenosa iona prekidom

komunikacije medu domenama ATPaze.?

COOH
! ! ! ! ! CITOSOL

e e e e g o g o

Slika 1. Topoloski dijagram tipi¢ne a-podjedinice ATPaze P-tipa s 10 transmembranskih
zavojnica (1-10). N-, P- i A-domene naznacene su redom crvenom, plavom i Zutom bojom.

Slika je preuzeta i doradena iz izvora 2.

Na*K" ATPaza ima jo§ jednu dodatnu podjedinicu B. Ona se sastoji od glikoziliranog
izvanstani¢nog te transmembranskog dijela koji je usidern blizu C-kraja a-podjedinice. Uloga
B-podjedinice je sudjelovanje u procesu sazrijevanja pumpe, stabilizacija intermedijera u kojem
je prisutna okluzija K* i regulacija transporta iona modulacijom aktivnosti a-podjedinice. Kao
kljucan faktor utjecaja P-podjedinice na relativnu stabilnost fosforiliranih formi enzima
pokazao se kut izmedu B-TM regije i C-kraja a-podjedinice koji utjete na njihove interakcije.?
Uz a- i B-podjedinicu u stukturi Na*K*™ ATPaze nalazi se i FXYD protein koji modulira kinetiku
Na*K*" ATPaze i njezin afinitet za Na*. U svinjskoj bubreznoj ATPazi nalazi se FXYD2 protein

(jedan od sedam FXYD proteina, naziva se i y-podjedinicom) koji preko srediSta svoje

Jana Munivrana ZavrSni rad



§ 1. Uvod 3

transmembranske domene ostvaruje interakciju s bo¢nim ogrankom Glu953 u okviru a-
podjedinice. Ta se interakcija pokazala klju¢énom za funkciju FXYD. Uz Glu953 nalazi se
Glu954 koji ima vaznu ulogu u stvaranju tri vezna mjesta za vezanje Na*. Vjerojatno je da preko
Glu953-Glu954 motiva FXYD podjedinica alostericki utje¢e na vezanje Na™*.*

Raznolikost Na"K" ATPaza posljedica je postojanja a-podjedinice u Cetiri izoforme (a1,
a2, a3 i 04) te B-podjedinice u tri izoforme (B1, B2, i B3). Svaka je izoforma a-podjedinice
kodirana razli¢itim genima i eksprimirana ovisno o tkivu. Samo je al eksprimirana u svim
tkivima, dok su ostale eksprimirane u nekoliko odredenih vrsta tkiva.®> Izoforme a-podjedinice
medusobno su vrlo sli¢ne strukture. al, o2 i a3 izoforma dijele cca. 87 % identiteta, a
kojima se razlikuju imaju najvecu strukturnu varijabilnost. Razlike u aminokiselinskom slijedu
N-kraja a-polipeptidnog lanca daju izoformnu specifi¢nost brzine oslobadanja K*. U slu¢aju al
izoforme aminokiselinski slijed N-kraja polipeptidnog lanca sadrzi dva mjesta za fosforilaciju
protein kinazom C. Prva izvanstani¢na petlja je mjesto vezanja kardiotonih steroida, a treca
citosolna domena sadrzi slijed od 11 aminokiselina ukljucen u izoformno specifi¢nu regulaciju

protein kinazom C.%

CITOSOL

VANSTANICNI

FXYD podjeduuca PROSTOR

Slika 2. 3D struktura Na*K*™ ATPaze svinje u E2-P konformaciji (PDB ID: 3KDP). Slika je

preuzeta 1 doradena iz izvora 2.
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§ 1. Uvod 4

1.1.3. Mehanizam djelovanja

Moguca su dva konformacijska oblika Na*K* ATPaze — defosforilirani E1 (visokog afiniteta za
Na* i niskog za K*) te fosforilirani E2 (visokog afiniteta za K* i niskog za Na*) izmedu kojih
pumpa alternira. N-domena a-podjedinice prepoznaje i veze ATP preko y-fosforilne skupine
pozicioniraju¢i ga za nukleofilni napad. Slijedi fosforilacija Asp bo¢nog ogranka P-domene.
Fosforilacijom enzim mijenja konformaciju iz E1 u E2 tako da je kationska Supljina sada
otvorena prema izvanstani¢nom prostoru. Oslobadaju se tri vezana Na* te zamjenjuju protonom
I dvama kalijevim ionima za koje enzim u ovom konformacijskom obliku ima visok afinitet.
Pozitivan naboj kationa kompenziraju bo¢ni ogranci Asp i Glu u kationskoj Supljini. Po vezanju
kationa u kationsku Supljinu zatvara se pumpa i defosforilira Asp P-domene tako $to Glu boé¢ni
ogranak A-domene pozicionira molekulu vode za hidrolizu i oslobadanje fosforilne skupine.
Slijedi vezanje nove molekule ATP, otvaranje kationske Supljine prema citosolnoj strani (E1),
oslobadanje dvaju K* iz mjesta I i Il te protona iz mjesta Il i vezanje Na* za koje se vjeruje da
se zbiva klizanjem TM1 zavojnice’ te ponovno zatvaranje, fosforilacija i ponavljanje ciklusa.

U jednom se ciklusu van stanice prenesu tri Na* i unesu dva K.

Jana Munivrana ZavrSni rad



§1. Uvod 5
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Slika 3. Shematski prikaz konformacijskih promjena i reakcija unutar jednog katalitickog
ciklusa Na*K* ATPaze (dolje) koji prate naglasci kljuénih strukturnih promjena (gore, a-h)
a Homologni model ATPaze divlje svinje na SERCA pumpi u E1 stanju (PDB ID: 4H1W)
pruza prikaz konformacije u kojoj je kationska Supljina s Asp804 i Glu327 otvorena
prema citosolnoj strani. b Nehidroliziraju¢i analog ATP AMPPCP prikazuje
pozicioniranje - i y-fosfata za reakciju s Asp369. (PDB ID: 4H1W) ¢, d Pomicanje
zavojnice TM1 nakon vezanja triju Na*, zatvaranje citoplazmatskog otvora do kationske
Supljine, stezanje citoplazmatskih domena oko ATP za reakciju s Asp369. (PDB ID:
4HQJ) e ADP se otpusta nakon okluzije Na* te ioni izlaze kroz otvoreni prolaz u
izvanstani¢ni prostor. Vidljivi su ogranci za vezanje iona: Asp804, Glu327 i Glu779
prikazani na slici strukture enzima s vezanim ouabainom (PDB ID: 4HYT) bez prikaza
inhibitora. f Unutarstani¢ne domene su potpuno omotane oko fosforiliranog Asp369 (PDB
ID: 4HYT) g Vezu se dva K*. (PDB ID: 3KDP) h Zatvara se prolaz prema
izvanstani¢nom prostoru i defosforilira Asp369. (PDB ID: 3KDP) Slika je preuzeta i

doradena iz izvora 7.
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§ 1. Uvod 6

1.2. OQOuabain

Ouabain C29H44012 je steroidni hormon koji je po strukturi polihidroksilirani a-L-ramnozil
kardenolid (slika 4.). Kardenolidi imaju steroidnu jezgru i petero¢lani laktonski prsten. Ouabain
je poznat i pod nazivima G-strofantin te (1p,3p,58,11a)-3-[(6-deoksi-a-L-manopiranozil)oksi]-
1,5,11,14,19-pentahidroksikard-20(22)-enolid (IUPAC).

Slika 4. Kemijska struktura ouabaina. Slika je preuzeta s web stranice chemspider.com
(ChemSpider 1D: 388599)

Izoliran je iz biljaka Strophanthus gratus, Acocanthera ouabaio i roda Digitalis, a prvi je to
ucinio i identificirao ga francuski kemicar Leon-Albert Arnaud 1888. godine. Koristen je kao
otrov na strelicama, odakle potjece i ime ouabain, koje su koristili afri¢ki lovci (somalski waba
yo: otrov). Toksi¢nost ovog sréanog glikozida posljedica je inhibicijskog djelovanja na Na*K”*
ATPazu. 1991. godine identificiran je endogeni ouabain kojeg sintetiziraju hipotalamus,
hipofiza 1 nadbubrezne Zlijezde te ga je bilo nemoguce strukturno, bioloski i imunoloski
razlikovati od onog izoliranog iz biljaka.® Osim $to je toksi¢an ouabain je danas farmakoloski
istrazivan kao potencijalni lijek za ventrikularnu insuficijenciju, sréani udar te kao musko
kontracepcijsko sredstvo.® Uz Na*K* ATPazu ligand je i za ljudski KLF5 (Kruppel-like factor
5), eksportnu pumpu zuéne soli (BSEP) te transkripcijske faktore STAT1 i STAT3.1°

Jana Munivrana ZavrSni rad



§ 1. Uvod 7

1.3. Palitoksin

Palitoksin Ci129H223N30s4 (PTX) jedan je od najveéih i najkompleksnijih poznatih prirodnih
spojeva (M = 2680,139 Da) (slika 5.). Kemijska struktura PTX ne sadrzi ponavljajuce jedinice
Sto rezultira velikim brojem kiralnih centara, a PTX ih ima ¢ak 64. Ipak, apsolutna stereokemija
PTX je odredena analizom *H NMR i *C NMR spektara produkata razgradnje palitoksina
izoliranog iz nekoliko Palythoa vrsta dobivenih raznim metodama, primjerice ozonolizom N-

(p-bromo-benzoil)palitoksina**2,

Slika 5. Kemijska struktura palitoksina. Slika je preuzeta iz izvora 15.

PTX je prvotno izoliran iz morskih organizama koralja roda Palythoa, a otkrile su ga
istovremeno tri skupine u P. caribeaorum i P. mammilosa na Jamajci i Bahamima, u P.
tuberculosa na Okinawi i u P. toxica na Havajima. Osim u organizmima roda Palythoa PTX i
njegovi analozi prisutni su u sastavu mno$tva morskih organizama: korastih moruzgvi,
svijetle¢ih bicasa, algi, mnogocetinasa, rakova i riba. 1989. godine laboratorijski je sintetizirana

palitoksin karboksilna kiselina fizioloske aktivnosti vrlo sline samom palitoksinu.!?

Jana Munivrana ZavrSni rad



§ 1. Uvod 8

PTX je jedan od najmo¢nijih morskih toksina. Djeluje tako da prepoznaje 1 veze se na
Na'K*" ATPazu te ju pretvara u nespecifi¢ni kanal za monovalentne katione sprje¢avanjem
zatvaranja vanjskog otvora pumpe ili poremetnjom uskladenosti otvaranja i zatvaranja dvaju
otvora pumpe §to rezultira nizom po Zivot opasnih u¢inaka. O tome svjedoci podatak da je LDso
za zeCeve svega 25 ng/kg, a za miSeve 50 ng/kg. Budu¢i da je PTX jedan od glavnih uzroc¢nika
ciguatera trovanja ribom, bitno je mo¢i ga brzo detektirati i kvantificirati u uzorku hrane. Osim
ciguatera trovanja trovanja opasnost predstavlja i kao jedan od uzro¢nika trovanja cvjetanjem
roda Ostreopsis koje je zabiljezeno duz talijanske obale 2005. godine. PTX i njegov analog
ovatoksin zabiljezeni su kao produkti cvjetanja roda Ostreopsis i u Jadranskom moru na
rovinjskoj obali 2010. godine.* Trovanje palitoksinom uzrokuje niz farmakologkih uéinaka,
primjerice oslobadanje neurotransmitera, kontrakciju skeletnih i sréanog miSica te
depolarizaciju ekscitabilnog tkiva.l® Budu¢i da su fikotoksini palitoksin i njegov analog
ovatoksin nastali cvjetanjem algi te ciguatera trovanje ribom prijetnja za javno zdravlje, 1983.
godine objavljena je uhodana, pojednostavljena metoda izolacije PTX iz Palythoa caribaeorum

u istrazivacke svrhe.®
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§ 2. Ouabain 9

§ 2. OUABAIN

2.1. Vezno mjesto ouabaina na Na*K* ATPazu

Vezno mjesto ouabaina na Na*K* ATPazi evolucijski je vrlo o¢uvano kod vi$e organizama:
Drosophila, Zaba, glodavaca, ovaca, zamoraca, patuljastih marmozeta i ljudi. Taj podatak
svjedo€i o vaznosti fizioloskog utjecaja ouabaina. Kod nekih su organizama koji konzumiraju
biljke bogate kardiotonim steroidima vezna mjesta evolucijski izmijenjena sto je rezultiralo
Na'K*" ATPazom neosjetljivom na ouabain. Primjeri takvih organizama su zlatice i leptir
monarh kod kojih je doslo do zamjene Asn122His u a-podjedinici. Upravo polozaj 122 skupa
s polozajem 111 na izvanstani¢noj strani pumpe pokazao se klju¢nim za obja$njavanje relativne
neosjetljivosti al izoforme Na*K* ATPaze na ouabain kod miSeva i $takora, dok su preostale
izoforme: a2, a3 i 04 osjetljive na toksin. Kod izoformi osjetljivin na ouabain na tim se
polozajima nalaze aminokiseline nenabijenih bo¢nih ogranaka, dok se kod neosjetljivih nalaze
aminokiseline nabijenih bo¢nih ogranaka. Primjerice kod miSeva u al izoformi neosjetljivoj na
ouabain nalaze se Argl11 i Aspl122, a u a2 izoformi osjetljivoj na ouabain Leulll i Asn122.
Supstitucijom aminokiselina nenabijenih bo¢nih ogranaka s aminokiselinama nabijenih bo¢nih
ogranaka na polozajima 111 i 122 kod 02 izoforme dobivena je relativna neosjetljivost Na*K*
ATPaze na ouabain. Obrnuto je moguce udiniti i za al izoformu te je rezultat Na*K* ATPaza
osjetljiva na ouabain (slika 6.). U¢injeni su pokusi na pumpama s izoformom a2 izmijenjene
osjetljivosti tako $to je miSevima davan adrenokortikotropni hormon (ACTH) koji kod miSeva
s pumpama neizmijenjenih osjetljivosti uzrokuje ACTH induciranu hipertenziju. Hipertenzija
se nije pojavila te se doslo do zakljucka da ona ovisi o prisutnosti ouabain-osjetljive a2 izoforme
Na'K" ATPaze, a time i da vezno mjesto ouabaina ima fizioloSku ulogu. Sli¢ni primjeri koji
navode na isti zakljucak o fizioloskoj ulozi veznog mjesta ouabaina su sljedec¢i pokusi. Tijekom
trudno¢e kod miSeva i ljudi zabiljeZen je sniZeni krvni tlak. Kod miSeva s a2 izoformom
neosjetljivom na ouabain krvni tlak je niZi u prvom i tre¢em tromjesjecju u odnosu na miseve s
regularnom ouabain osjetljivom a2 izoformom. Budu¢i da endogeni ligand slican ouabainu ne
moze ostvariti interakciju s pumpom, ne aktivira se Na*/Ca?" izmjenjiva¢, membranski protein
s ulogom antiporterskog prenositelja iona i ne povecava se vaskularna kontraktilnost koja bi se
protivila snizavanju krvnog tlaka. Osim o fizioloSkoj ulozi veznog mjesta, navedeni

eksperimenti govore i 0 postojanju endogenog liganda koji se na pumpu veze na vezno mjesto
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ouabaina.® Endogeni ouabain kod sisavaca igra ulogu u modulaciji krvnog tlaka tako $to cilja
tkiva srca, krvnih Zila i bubrega. Antagonist ouabaina 17-(-3-furil)-5p-androstan-3p3,14p3,17a-
triol (PST 2238) ima antihipertenzijsko djelovanje® sto je u skladu s pretpostavkom da
endogeni ouabain onesposobljavanjem Na*K*" ATPaze povecava vaskularnu kontraktilnost, a

time i povisuje krvni tlak.
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Slika 6. Aminokiselinski slijed al (a) i a2 (b) izoforme Na*K*™ ATPaze misa. Crvenim
slovima su oznacene aminokiseline odgovorne za relativnu osjetljivost odnosno neosjetljivost
pumpe na ouabain, a ljubi¢astom strelicom i crnim slovima supstitucija kojom se mijenja

osjetljivost izoforme na ouabain. Slika je preuzeta i doradena iz izvora 5.
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2.2. Mehanizam djelovanja toksina ouabaina

Ouabain inhibira Na"K* ATPazu tako $to vezanjem ,,zaklju¢ava‘“ enzim u konformaciju sli¢nu
E2 konformaciji.l” Djelovanje ouabaina na Na*K* ATPazu je dvojako — ono inhibira aktivni
transport iona preko membrane, ali i aktivira receptorsku ulogu pumpe pokrecué¢i kaskadu
prijenosa signala.

Ovisno o izoformi a-podjedinice Na*K* ATPaze, vezanje ouabaina na pumpu pokrece
razlicite puteve prijenosa signala. U slucaju o2 i a3 izoforme pumpa se nalazi u mikrodomeni
stani¢ne membrane skupa s njoj prostorno bliskim Na*Ca?* izmjenjivadem (NCX, engl.
Na*Ca?* exchanger). U blizini mikrodomene gdje su lokalizirani, nalazi se endoplazmatski
retikulum (ER), a sve se skupa kao funkcionalna jedinica naziva PLazmaERosom. Pokretanje
kaskade prijenosa signala u toj jedinici ovisi o unutarstani¢noj koncentraciji Ca?*. N-kraj a-
podjedinice Na*K* ATPaze smjeSten je na ¢voriStu ER i stani¢ne membrane odakle spregom s
NCX i SERCA regulira homeostazu Ca?*. Vezanje ouabaina inducira lokalne promjene
koncentracije Ca®* koje zatim pokreéu Ca?*-ovisnu signalizaciju. Volumen citosola u ¢voristu
stani¢éne membrane i ER je reda veli¢ine 107°-10"® L 3$to omoguéava lokalizaciju
koncentracijskog gradijenta Na* i Ca?* u &vorisnom citosolu i citosolu van évorista.*® Buduéi
da je i mala promjena koncentracije Na* osjetna u lokaliziranom dijelu stanice, mala je koli¢ina
endogenog ouabaina potrebna za pokretanje kaskade prijenosa signala. Citoskeletni protein
ankirin-B stabilizira Na*K* ATPazu u signalnoj mikrodomeni® te osigurava komunikaciju
inozitol-trifosfat receptora (IP3R), SERCA i NCX.® Promjena unutarsani¢ne koncentracije Na*
nastala kao posljedica vezanja ouabaina na Na*K* ATPazu pokreée NCX za unos Ca?* u
stanicu. Ca?* moze prelaziti kroz membranu i kanalima ROC i SOC (engl. receptor/store
operated channel) sastavljenih od kation-selektivnih TRP (engl. transient receptor potential)
kanala kao s§to je TRPC6. Receptori spregnuti s G proteinima (GPCR) takoder su dio
PLazmaERosoma. Izmjenom vezanog GDP s GTP otpusta se G protein i stimulira fosfolipaza
C (PLC) koja zatim proizvodi diacilglicerol (DAG) i inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) hidrolizom
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata (PIP2). Vezanjem IP3 na IP3 receptor smjeSten u membrani
sarko/endoplazmatskog retikuluma aktivira se Ca?* kanal unutar samog receptora i otpusta Ca*
u citosol. Osim transportom putem IP3R i SERCA, Ca®* se preko membrane
sarko/endoplazmatskog retikuluma izmjesta i pomocu rianodin receptora (RYR). DAG aktivira
ROC (engl. receptor operated channel) $to rezultira pove¢anjem lokalne koncentracije Na*, a

time i poveéanjem unosa Ca®" u stanicu putem NCX. Ca®" u citosolu i DAG u stani¢noj
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membrani aktiviraju protein kinazu C (PKC) na povrsini stanicne membrane koja moze
fosforilirati stani¢ne proteine i tako inducirati daljnje odgovore na podrzaj. Ca?* kalmodulin
ovisna protein-kinaza Il (CaMK II) djeluje preko kalmodulina osjetljivog na koncentraciju Ca?*
kao aktivator ROC. CaMK Il i DAG su aktivatori ROC, a PKC inaktivator (slika 7.).%°

ol o2/03
Na+K+ ATPaza PMCA GPCR ROC, SOC NCX  puuks ATPaz
VANSTANICNI
84 K* Cak A ¥ t a24 Na* Ca;‘ K* PROSTOR
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Slika 7. Shematski prikaz prijenosa signala u PLazmaERosomu (desno, plavo) usporeden s
ostalim dijelovima stanice van mikrodomene (lijevo, bijelo) u kojima se Ca?* preko stani¢ne

membrane prenosi Ca?* ATPazom (PMCA). Slika je preuzeta i doradena iz izvora 20.

U sluéaju Na*K* ATPaze s ol izoformom a-podjedinice, pumpa se nalazi u signalosomu gdje
je smjestena skupa s drugim proteinima te o njihovim interakcijama ovisi prijenos signala.
Na*K" ATPaza u kaveolama ostvaruje interakciju sa Src (Schmidt-Ruyspin A-2 viralni
onkogen homolog avian) preko dva moguc¢a vezna mjesta — SH2 domena Src veze se na drugu
citosolnu petlju (CD2) Na*K* ATPaze koja povezuje zavojniceTM2 s TM3 i sadrzi A-domenu
podjedinice. Kinazna domena Src se pak veze na pumpu preko njene N-domene sadrZane u
tre¢oj citosolnoj petlji (CD3) a-podjedinice.’® Interakcija kinazne domene Src s N-domenom
pumpe inhibira Src. Vezanjem ouabaina na Na*K* ATPazu mijenja se konformacija iz E1 u E2
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i oslobada se kinazna domena Src (slika 8.b). Na taj se na¢in aktivira Src. Dakle, Na*K*" ATPaza

vezana na Src ponasa se kao receptor.t’

a Na/K-ATPaza «l

Sre \ \ Tyr118 TyrIS29

ISH4|*>| SH8| SH2 | Linker | Kinaza | cr |
b ouabain
“ 4 \ ‘ t
nalik 1 5 08 nalik E2
.'_l"‘ )
J .l':l Y 4 g
A-domena ( , P-domena

Slika 8. Shematski (a) i strukturni (b) prikaz interakcije Na"K* ATPaze i Src. a Strelicama su
oznacene domene Na*K* ATPaze i Src koje ostvaruju interakcije b Modeli struktura dviju
konformacija Na*K* ATPaze temeljeni na strukturama SERCA1la (PDB ID: 1SU4 i 1IWO)

Slika je preuzeta i doradena iz izvora 17.

Aktivirana Src kinaza fosforilira receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) te ga na taj nacin
transaktivira. Sch, adaptorski proteina cija je uloga regrutacija signalnih molekula, prima se
zatim na kompleks i pokrece se Ras/Raf/MEK/ERK kaskada prijenosa signala (kaskada MAP
kinaza). ERK ulazi u jezgru gdje fosforilacijom aktivira nekoliko transkripcijskih faktora
(STAT1/3, c-fos, CREB, Elk-1) koji zatim stimuliraju transkripciju gena. MAPK kaskadom

nastaju reaktivne kisikove vrste u stanici (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), modulatori
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redoks puteva prijenosa signala povezani s raznim bolestima i Stetnim ucincima na stanicu i
organizam u cjelini. Djeluju¢i na ASK-1 (kinaza regulacije signala apoptoze) reaktivne
kisikove vrste sudjeluju u apoptozi stanice. Drugi mogucéi put prijenosa signala je putem
aktivacije fosfoinozitid-3-kinaze (PI-3K). Na temelju zapazanja u sréanim miocitima,
postavljena je hipoteza da interakcijom a-podjedinice Na*K*™ ATPaze s p58 podjedinicom PI-
3K klase 1A pumpa regrutira kinazu na stanicnu membranu. Na taj se nacin PI-3K aktivira
nakon §to se na pumpu veze ouabain. Ceice se PI-3K klase IA aktivira pomoéu receptora
faktora rasta s fosforiliranim Tyr bo¢nim ogrankom koji PI-3K regrutiraju na stanic¢nu
membranu. Djelovanjem PI-3K nastaje PIP3 koji regrutira Akt protein, a on se dalje aktivira
fosforilacijom. Aktivirani Akt protein, poznat i kao protein kinaza B, regulira funkciju proteina
ukljuéenih u proliferaciju npr. aktivira mTOR (meta rapamicina u sisavaca, zaduzen za
regulaciju inicijacije translacije i biogeneze ribosoma) te inaktivira GSK3 (kinaza glikogen
sintaze 3) koja je sudionik u apoptozi i metabolizmu glukoze. Osim o PI-3K, fosforilacija Akt
moze biti ovisna i 0 MAPK kaskadi zajedno s PI-3K. Djelovanjem PLC stvara se DAG u
citosolu koji kao i poveéana koncentracija Ca?* stimulira PKC. Rezultat aktivnosti PKC je
aktivacija transkripcije gena, remodeliranja stanice te kontrakcija miSi¢a. Promjena
koncentracije Ca" u stanici kao rezultat vezanja ouabaina na Na*K* ATPazu vazna je stavka u
prijenosu signala. Pokazano je da koncentracija ouabaina koja uzrokuje oscilacije u
unutarstani¢noj koncentraciji Ca?" ne utjee na unutarstani¢nu koncentraciju Na*, stoga je
predlozeno da je N-kraj al izoforme sposoban vezati se na IP3R, a CD3 al-podjedinice
ostvaruje interakciju s PLC. Na*K* ATPaza u tom slu¢aju interagiras PLC za enzimsku katalizu
reakcije hidrolize PIP2 u IP3 i DAG u fosfolipidnom dvosloju. Na taj se nain osigurava
efikasan prijenos signala. Vezanjem ouabaina na Na'K" ATPazu moguc¢a je modulacija
stani¢ne funkcije aktivacijom samo odredenih puteva prijenosa signala. IP3R veze molekule
IP3 nastale djelovanjem PLC aktivirane Src-ovisnom fosforilacijom i otpusta Ca?* iz ER.
Otpusteni Ca?* zatim aktivira transkripcijski faktor NF-cB (engl. nuclear factor-kappa B) anti-
apoptozne uloge. U miocitima svinje te stanicama bubrega oposuma i svinje aktivirani su Src,
MAPK i PI-3K putevi prijenosa signala, dok su u ljudskim stanicama raka dojke i prostate
aktivirani samo Src 1 MAPK putevi. Citoskeletni protein ankirin B moze vezati IP3R smjesSten
u membrani ER na Na*K" ATPazu i tako sudjelovati u dodatnom putu prijenosa signala ¢ija se
prisutnost moze objasniti ¢injenicom da se ankirini eksprimiraju specifi¢no za tip stanice. Put

prijenosa signala induciran ouabainom ovisi i 0 koncentraciji ouabaina.*®
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Slika 9. Shematski prikaz prijenosa signala u signalosomu. NKA, Na*K* ATPaza; JNK, c-Jun

N-kraj kinaza. Slika je preuzeta i doradena iz izvora 19.

Ouabain u neuronima uzrokuje porast [Ca?*], pad pH vrijednosti unutar stanice te

depolarizaciju membrane.?

2.3. Uloga ouabaina u fizioloSkim i patoloSkim procesima

Evolucijska ouvanost veznog mjesta ouabaina na Na'K® ATPazu i otkrice endogenog
ouabaina svjedoce o vaznosti ovog kardiotonog steroida primarno u fizioloskim procesima.
Primarnu ulogu ima u modulaciji krvnog tlaka 1 odrZzavanju homeostaze tjelesnih elektrolita.
Postavljena je hipoteza da ouabain djeluje kao natriureti¢ki hormon u pojedinim uvjetima.
Natriureza je pojacano izlucivanje Na* u urinu. Ipak, neka istrazivanja ne pokazuju jasno
natriureticki efekt. U jednom je istraZivanju primjerice pokazano da osim Sto je koncentracija

ouabaina poviSena kod povecanog unosa soli prehranom, ona je poviSena i prilikom trosenja
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Na*. U slu¢aju ozljede endogeni ouabain sudjeluje u vaznom procesu rasta stanica aktivacijom
signalnih puteva koji dovode do rasta i diferencijacije stanica, a kod stanica raka dovodi do
apoptoze. Pokazano je da je aktivacija renin-angiotenzinskog sustava ovisna o endogenom
ouabainu, a iz toga slijedi da je ouabain vazan faktor regulacije krvnog tlaka. Istrazivanjem
efekta ouabaina na pumpu a2 podjedinice neosjetljive na ouabain pokazano je i da su kardiotoni
steroidi sudionici u specificnim tipovima ucenja i modulaciji ponaSanja lokomotora
posredovanog dopaminom.

Putevi prijenosa signala aktivirani ouabainom povezani su s nekim patoloskim
procesima. Podrzaji stresa, unosa soli i tjelovjezbe stimuliraju lu¢enje endogenog mozdanog
ouabaina §to zatim aktivira simpaticki sustav. Posljedi¢no dolazi do vazokonstrikcije
kontrakcijom vaskularnog misi¢nog tkiva, povisenja krvnog tlaka (hipertenzije) i promjena u
izmjeni Na* bubrezima. lako mehanizam nije poznat, pokazano je da u bubrezima kontrola
homeostaze elektrolita utjeCe na pojavu i odrzavanje hipertenzije. Promjene u sastavu
signalosoma kao Sto je geneticka varijacija citoskeletnih proteina ili pak u generiranju
sekundarnih glasnika mogu ugroziti put prijenosa signala induciranog vezanjem ouabaina i
rezultirati pove¢anom aktivno$éu Na*K* ATPaze. Indukcija apoptoze stanica raka jos$ je jedan
od ucinaka ouabaina. Mehanizmi ukljuceni u inhibiciju proliferacije stanica raka ouabainom
su: povecanje koncentracije ROS u stanici, selektivna aktivacija PKC i modulacija adhezijskih
molekula. Postoje indikacije da endogeni kardiotoni steroidi imaju ulogu u stanjima EPH

gestoze, depresije, dijabetesa, ovisnosti o etanolu i abnormalnog ponasanja.*®

2.4. Primjena ouabaina

Ouabain je jedinstveni sréani glikozid zbog profilakti¢ke i terapeutske upotrebe kod niza
sranih bolesti: srane astme, koronarne skleroze, kongestivnog zatajenja srca bez izraZene
hipertrofije te zatajenja srca induciranog tjelesnom aktivnoS¢u, kardiogene hipertenzije,
insuficijencije lijeve komore, angine pektoris i aritmije. Koristi se kao protuotrov kod trovanja
digitalisom djelujuéi na digitalisom prouzrocenu aritmiju i abnormalnosti u elektrokardiogramu
(EKG). Djelovanjem se razlikuje od strukturno mu sli¢nih derivata digitalisa, digitoksina i
digoksina. Za razliku od navedenih derivata digitalisa, za ouabain nije nuzan ulazak u stanicu
kako bi djelovao na nju, ve¢ u izvanstani¢cnom prostoru ouabain ostvaruje svoj ucinak koji je
trenutan i postiZe svoj maksimum 5 minuta nakon intravenske injekcije te traje 5-7 sati. Pocetak

djelovanja digoksina sporiji je, biljezi se 5-30 minuta nakon intravenske injekcije, a maksimalni
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ucinak postize u rasponu 1-4 sata nakon injekcije. Navedene razlike u farmakokinetici sr¢anih
glikozida objasnjavaju njihove razlicite u¢inke na srce kao posljedicu razli¢itih njima pripadnih
receptora. Ouabain je stimulans miokardijalnog metabolizma. Kod sr¢anih bolesnika ouabain
smanjuje koncentraciju mlijene kiseline u krvi povecavajuci iskoristivost iste te stimulira
iskoristivost masnih kiselina u sréanom misi¢u, stoga je nazivan ,sréanim inzulinom®.
Digitoksin ¢ini suprotno, djeluje inhibicijski na iskoristivost mlije¢ne kiseline i masnih kiselina.
Stimulacija sinteze proteina u sr¢anom mis$i¢u takoder je jedan od efekata ouabaina. Pokazano
je da kod muskih Stakora povecava omjer acetil koenzim A/koenzim A u sr¢anom misicu.
Ouabain pojacava stimulaciju metabolizma acetilkolinom te inhibira adrenalinom induciranu
povecanu potrosnju kisika. Kod zeCeva i Stakora zakiseljavanje miokardijalnog prostora
pokrece niz reakcija koje u infarktu dovode do stani¢ne smrti. Ouabain povecava pH vrijednost
u miokardijalnom tkivu u nekoliko minuta za 0,5 pH jedinica. Povecavanjem plasti¢nosti
eritrocita utjece na reoloska svojstva krvi. Jedan od ucinaka ouabaina je i poboljSana tjelesna
izdrzljivost. Klinicko iskustvo pokazatelj je jedinstvenosti i ucinkovitosti ovog sréanog
glikozida.?? Potencijalnu primjenu ouabain bi uskoro mogao naé¢i u muskoj kontracepciji.
Na'K* ATPaza s a4 izoformom podjedinice membranski je protein eksprimiran u testisima
klju€an za kapacitaciju spermija. Inhibicijom pumpe ouabainom mogla bi se posti¢i neplodnost
muskarca uz minimalne nuspojave.?

Inhibicijsko djelovanje ouabaina na Na'K® ATPazu ¢ini ga korisnim alatom za
istrazivanje pumpe. Primjenu nalazi u istraZivanju procesa u kojima Na*K* ATPaza igra ulogu.
Primjerice, ouabain u stanicama hipokampusa inducira depolarizaciju i nagle promjene
koncentracije K* u izvanstani¢nom prostoru $to su glavne odlike SireCe depresije koja je
povezivana s migrenama s aurom. Na taj se nacin istrazuje uloga Na*K* ATPaze u kortikalnoj

Sire¢oj depresiji — valu depolarizacije kortikalnih neurona i glija stanica.
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§ 3. PALITOKSIN

3.1. Na'K" ATPaza kao ciljna struktura palitoksina
Do zakljucaka o veznom myjestu palitoksina (PTX) u membrani dos$lo je istrazivanjem na
eritrocitima sisavaca usprkos tome Sto su ucinci toksina prvo uoceni na ekscitabilnim
stanicama. Djelovanjem palitoksina na eritrocite o¢ekivana je bila hemoliza koja je nastupila
zakasnjelo (tek nakon nekoliko sati), dok je u roku nekoliko minuta od administracije
palitoksina doslo do istjecanja K™ iz stanice. Takoder je uo¢eno da osjetljivost eritrocita na PTX
ovisi 0 unutarstani¢nim koncentracijama Na* i K*. U ljudskim eritrocitima te eritrocitima
glodavaca koji imaju veéu koncentraciju K* u citosolu pri nizim je dozama palitoksina
postignuta srediSnja djelotvorna doza EDsp, doza pri kojoj lijek ostvaruje jedan od dvaju
unaprijed definiranih, a medusobno isklju¢ivih u¢inaka u 50 % pokusnih Zivotinja, nego u
eritrocitima ovaca i stoke s ve¢om koncentracijom Na* u citosolu. Na temelju tog opaZanja o
ovisnosti ucinka palitoksina o osmolarnosti medija predlozena je hipoteza o djelovanju
palitoksina na Na*K* ATPazu.®

Provedeni su eksperimenti sa sréanim glikozidom ouabainom, inhibitorom Na'K"*
ATPaze na nacin da su se eritrociti preinkubirali s ouabainom dovoljno dugo, a zatim je dodan
PTX. Ouabain se pokazao kao antagonist palitoksina Sto je jasno pokazalo da je mjesto
djelovanja upravo Na*K" ATPaza. Budu¢i da su rezultati eksperimenata varirali ovisno o
vremenu djelovanja antagonista ouabaina prije dodatka palitoksina bilo je potrebno dizajnirati
eksperimente koji ¢e potvrditi hipotezu bez korisenja tog inhibitora Na"K* ATPaze. Primjer je
obiljezavanje palitoksina radioizotopom ?°I ¢ime se pokazalo da se toksin veze na Na‘K*
ATPazu. Tome je u prilog iSao neuspjeh nimodipina, blokatora kalcijevih kanala, da
antagonizira depolarizaciju membrane te neuspjeh apamina i 4-aminopiridina, blokatora
natrijevih kanala, da antagoniziraju istjecanje K* iz citosola uzrokovanog palitoksinom. Jedan
od glavnih dokaza da se PTX veZe i djeluje na Na*K* ATPazu bilo je istrazivanje provedeno
uz pomo¢ stanica kvasca. One, nalik stanicama bakterija, biljaka i gljivica, osmolarnost
odrzavaju pomocu rigidnih stani¢nih ovojnica razli¢itih od stanicnih membrana gradenih od
fosfolipidnog dvosloja. Kvaséeve stanice nemaju Na*K* ATPazu i stoga su otporne na PTX.
Stanice su transformirane umetanjem cDNA sekvenci koje kodiraju za o- i B-podjedinicu

pumpe, stoga je doslo do ekspresije Na"K* ATPaze u stani¢noj membrani. Posljedi¢no, stanice
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kvasca postaju osjetljive na PTX i njegovim djelovanjem dolazi do istjecanja K* i utjecanja Na*
u stanicu. Ipak, opazena je smanjena osjetljivost stanica kvasca na PTX u odnosu na nativne
zivotinjske stanice S$to se pripisuje razlikama u pripadnim im posttranslacijskim
modifikacijama. Drugi vazan dokaz hipoteze bilo je istraZivanje u kojem je koriStena Na*K*
ATPaza sintetizirana in vitro u sustavu bez stanica te ugradena u lipidni dvosloj. Dodatkom
palitoksina nastaju karakteristi¢ni kationski kanali elektri¢ne vodljivosti od ~10 pS. Na temelju
navedenih, istrazivanja hipoteza o vezanju i djelovanju palitoksina na Na*K® ATPazu je
usvojena.t®

Pokazano je da oba kraja molekule palitoksina interagiraju s veznim mjestom.®
Ouabain vezan na pumpu onemogucava vezanje palitoksina, dok obrnuto nije slucaj. Vezna
mjesta ouabaina i palitoksina nisu identi¢na, ali su na neki nacin spregnuta. Imobilizacijom
Na'K* ATPaze na dekstranu pokazano je da se PTX ne veZe na imobiliziranu pumpu. Namece
se pretpostavka da je za djelovanje palitoksina na pumpu potrebna interakcija sa susjednim
regijama stani¢ne membrane.?!

Istrazivano je djelovanje palitoksina na jos§ dvije ATPaze P-tipa: zeluéanu H'K* ATPazu
1 SERCA. Prva se pokazala neosjetljivom na PTX, dok je kod SERCA opaZena inhibicija
ATPazne kataliticke aktivnosti na polovinu maksimalne inhibicije za koncentraciju palitoksina
~0,4 uM S§to je u rasponu koncentracija koje inhibiraju i Na*K* ATPazu. Pritom toksin nije

inducirao otvaranje kanala unutar SERCA.%°

3.2. Mehanizam djelovanja palitoksina

Nagadanja o mehanizmu djelovanja palitoksina navodila su zakljucak da se toksin ponasa kao
ionofor, medutim to se nije pokazalo tocnim. PTX prepoznaje ve¢ postojecu strukturu u
membrani — Na*K* ATPazu, veZe se na nju u izvanstani¢nom prostoru i pretvara ju iz aktivnog
u pasivni transporter odnosno u kationski kanal (slika 10.) tako $to sprje¢ava vanjski otvor
pumpe da se zatvori. Moguce je i da PTX poremeti uskladenost otvaranja i zatvaranja vanjskog
I unutarnjeg otvora pumpe, stoga kada su oba otvora istovremeno otvorena ioni slobodno

prolaze kroz kanal niz elektrokemijski gradijent.*®
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Slika 10. Shematski prikaz mehanizma Na*K* ATPaze (A) i palitoksinom induciranog kanala

(B). Slika je preuzeta i doradena iz izvora 26.

U ziv¢anim stanicama PTX uzrokuje depolarizaciju membrane ovisno o dozi. Znacajne razlike
u depolarizaciji membrana kontrolnih stanica cerebelarnih granula (CG) i stanica tretiranih
palitoksinom uoc¢avaju se pri koncentracijama toksina jednakim ili visim od 10 nM.
Depolarizacija membrane ukljucuje utjecanje Na® u stanicu, stoga potice rad Na*Ca?*
izmjenjivaca te kanala za ione kalcija koji se otvara pod utjecajem promjene membranskog
potencijala. Na taj na¢in PTX inducira poveéanje koncentracije Ca2* u citosolu. Kod CG stanica
tretiranih palitoksinom uoden je znagajni porast koncentracije Ca%* pri koncentracijama toksina
jednakim ili vi§im od 1 nM. Maksimalni u¢inak postignut je pri koncentracijama palitoksina od
10 nM i 50 nM. Poveéanje koncentracije Ca?" trenutno je po dodatku palitoksina, postize
maksimalnu vrijednost unutarstani¢ne [Ca?*], a zatim se polagano smanjuje i postize odredenu
vrijednost (plato faza).?! PTX poti¢e oslobadanje neurotransmitera u stanicama tumora srzi
nadbubrezne zlijezde foekromocitoma, te u sinaptosomima mozga Stakora. Pri visokim
koncentracijama palitoksina luéenje neurotransmitera neovisno je o izvanstani¢nom Na*.?’
PTX regulira i pH unutar stanice. Pretpostavljalo se da PTX djeluje aktiviraju¢e na Na™H*
izmjenjiva¢ ovisno o dozi i posljedi¢no zakiseljava unutarstani¢ni prostor, dok Na* istjece iz
stanice,?” ali je u neuronima zapravo rije¢ o istiskivanju Ca?* plazmalemalnom Ca?* ATPazom

koja istovremeno prenosi H* i na taj nacin zakiseljava stani¢ni prostor.?*
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U sréanim stanicama PTX takoder izaziva depolarizaciju membrane, povecéanje
koncentracije Ca?" i zakiseljavanje stani¢nog prostora. Inducira nastajanje kationskog kanala
propusnog za Na* i K*, ali ne i za Ca?*. Utjecanje Na* u stanicu poti¢e aktivnost NCX i L-tipa
kalcijevih kanala. Utjecanje velike koli¢ine Ca?* u stanicu pokreée istjecanje K* iz stanice §to
dovodi do skracenja akcijskih potencijala. Blokiranjem L-tipa kalcijevih kanala i NCX te
tretiranjem kardiomiocita pili¢a dolazi do porasta Ca?* §to ukazuje na postojanje jo§ nekog
neidentificiranog nacina ulaska Ca?" u stanicu posredovanog palitoksinom. Toksinom
uzrokovano povecanje propusnosti membrane za H' dolazi do zakiseljavanja stani¢nog
prostora, izmjene Na*/H*, utjecanja Na* i naposlijetku izmjene funkcije NCX.?’

Skeletne miSi¢ne stanice, trei tip stanica ekscitabilnog tkiva, pokazuju sporu i
ireverzibilnu depolarizaciju stani¢ne membrane kao odgovor na tretman palitoksinom. Inducira
se struja iona Na*, Li*, K" ili CHgN3* ovisna o koncentraciji Na* koja je uzrok depolarizacije
staniéne membrane i kontrakcije skeletnih misi¢nih stanica.

PTX djeluje i na krvne zile preko nekoliko tipova stanica. U vaskularnim glatkim
misi¢énim stanicama inducira nastajanje neselektivnog kationskog kanala elektri¢ne vodljivosti
11-14 pS ovisnog o Ca?*, ali nepropusnog za te ione. Posljedi¢no se depolarizira stani¢na
membrana, aktivira L-tip kalcijevih kanala, utje¢e Ca®" u stanicu te dolazi do vazokonstrikcije.
Ona se djelomi¢no moze obrnuti pomoc¢u antagonista L-tipa kalcijevih kanala. Na Ziv€ane
terminale PTX djeluje pokretanjem kaskade prijenosa signala poticanjem oslobadanja
norepinefrina. Vezanjem norepinefrina na adrenergicni receptor pokreée se kaskada prijenosa
signala koja rezultira kontrakcijom glatkog misi¢nog tkiva.?’ Posljednji tip stanice Kkoji
sudjeluje u odgovoru krvnih zila na palitoksin su vaskularne endotelne stanice u kojima PTX
moze pokrenuti kaskadu prijenosa signala za staniénu smrt.?® Navedeni ucinci palitoksina mogu

imati razli¢ite ishode navedene u tablici 1.
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Tablica 1. Moguci procesi u stanici inducirani djelovanjem palitoksina na Na*K* ATPazu. Px
propusnost membrane za ion X, [Ca?*]in koncentracija Ca?* unutar stanice, pHin vrijednost pH

unutar stanice. Preuzeto i doradeno iz izvora 25.

PRIMARNI 2. KORAK 3. KORAK | 4. KORAK 5. KORAK 6.KORAK
DOGADAJ
pretvorba depolarizacija | otvaranje M Ca%in egzocitoza
Na+K+ membrane kanala Ca?* vezikula -
ATPaze u (kao koji se otvara lucenje
neselektivni posljedica pod utjecajem
kationski kanal | 1Pna) promjene
(1Pna,T PK) membranskog
potencijala
(1Pca)
misicna
kontrakcija
aktivacija
protein kinaza
utjecanje Na* | obrnuta 1[Ca®*in otvaranje Ca?*- | istjecanje K* (1P«)
(kao izmjena NCX ovisnih kanala | utjecanje Ca?* (1Pca)
posljedica
TPna)
aktivacija
kaskade
signala
stani¢ne smrti
nateknuce istezanje otvaranje TRP | utjecanje Na* (1Pna)
stanice membrane kanala utjecanje Ca?* (1Pca)
otvaranje utjecanje CI- (1Pci)
anionskih
kanala
obrnuta IpHin nekoliko
izmjena u¢inaka
Na*/H* ukljucujudi i
programiranu
stani¢nu smrt
gubitak K* aktivacija
(kao protein kinaza
posljedica
1PK)

Jana Munivrana

Zavr$ni rad




§ 3. Palitoksin 23

3.3. Usporedba palitoksina s ouabainom

Administracija ouabaina, a zatim palitoksina antagonizira djelovanje palitoksina, dok obrnuto
nije slucaj. Slijedi da vezna mjesta dvaju toksina na Na*K" ATPazi nisu identi¢na. KoriStenjem
biosenzora rezonantnog zrcala pokazano je da se ouabain veZe na imobiliziranu Na*K* ATPazu
Sto nije slucaj kod palitoksina. Taj podatak ukazuje na mogucu potrebu palitoksina za dodatnim
proteinima koji bi sluzili kao mjesto pri¢vrséenja pumpe u stanicnu membranu i na taj nacin
omogucavali vezanje palitoksina na nju. Preostaje i argument da zbog veli¢ine molekule
palitoksina postoje stericke prepreke u vezanju na imobiliziranu pumpu, ali ipak razlika u
molekulskoj masi palitoksina i ouabaina nije navedena kao znacajna $to se ti¢e biosenzora.?!
Razlika izmedu toksina je i na¢in djelovanja na Na*K* ATPazu. Ouabain ,,zaklju¢ava® pumpu
u odredenoj konformaciji koja je dio katalitickog ciklusa, dok PTX inducira nastajanje
neselektivnog kationskog kanala za Na® i K* unutar same strukture. Ne postoji poveznica
izmedu osjetljivosti tkiva pojedinih vrsta na dva toksina. Dok su stanice Stakora manje osjetljive
na ouabain jer su eksprimirane izoforme a-podjedinice Na*K* ATPaze relativno neosjetljive na
ouabain, eritrociti Stakora kao i drugih zivotinja koje eksprimiraju ouabain-osjetljivu izoformu

pokazuju jednaku osjetljivost na PTX.?’

3.4. Toksi¢nost palitoksina

Palitoksin je tumoski promotor, ne oste¢uje DNA izravno, ve¢ uzrokuje promjene u putevima
provodenja signala stimulacijom aktivnosti protein kinaza. S druge strane, palitoksinom
tretirane misje tumorske stanice bivaju razorene u 75 % jedinki, dok kontrolne stanice ne
pokazuju regresiju tumora. U tumorskim stanicama djelovanje palitoksina ocituje se u
otpustanju laktat dehidrogenaze i ekspresiji gena al-podjedinice Na*K* ATPaze $to ukazuje na
narusenu cjelovitost stani¢ne membrane. PTX pokre¢e niz odgovora stanice na toksin:
inhibiciju proliferacije, poticanje zaobljenja stanice, odvajanje od supstrata i poremecaje F-
aktina. Kod HaCaT stanica, humanih keratinocita, tretiranih palitoksinom dolazi do nastanka
morfoloskih promjena karakteristi¢nih za nekrozu. Pokazana je i sposobnost palitoksina da
inhibira sintezu proteina ¢ime dolazi do aktivacije stres kinaza SEK1/MKK4, SAPK/IJNK1, i
p38/HOGL. Pretpostavljeno je da je istjecanje K™ uzrokovano palitoksinom odgovorno za

aktivaciju SAPK/IJNKL i inhibiciju translacije proteina.
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Slika 11. Srodnici palitoksina. Slika je preuzeta i doradena iz izvora 26.

Citotoksic¢nost srodnika palitoksina (slika 11.) jo$ nije potpuno rasvijetljena. Toksi¢nost slicnu
palitoksinu pokazuje 42-hidroksipalitoksin koji uzrokuje Stetu u stanicama skeletnih misica i
nateknuée stanice zbog poveCane propusnosti membrane za Na*. Ipak, djelovanje 42-
hidroksipalitoksina ne pokazuje ovisnost 0 Ca?* kao ono palitoksina §to navodi na zakljudak o
razli¢itom tj. specificnom mehanizmu. Jo$ jedan srodnik palitoksina ovatoksin A pokazuje
znacajnu toksi¢nost pri nanomolarnim koncentracijama, ali ipak manju in vitro od palitoksina.
Toksi¢nost palitoksina za zivotinje ovisna je o dozi i nacinu unosa (tablica 2.).
Primjerice, kod miSeva je toksi¢nost manja za primjenu toksina oralno, nego intraperitonealno
iz razloga §to je PTX relativno velika i hidrofilna molekula te stoga slabije apsorbirana kroz
gastrointestinalni trakt. Smrtni ishodi unosa toksina kod Zivotinja nastupaju vazokonstrikcijom,

povecanjem krvog tlaka i infarktom. Topikalna primjena palitoksina na kozu ili o¢i uzrokuje
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iritaciju, ali ne i smrtni ishod. Simptomi koji nastupaju popratno unosu toksina kod zivotinja su

razni, primjerice to su: ataksija, slabost, proljev, krvarenje, pojava pluénog edema itd.

Tablica 2. Akutna toksi¢nost (LDso) palitoksina. i.p. intraperitonealno, i.v. intravenozno, i.m.

intramuskularno, i.t. intratrahealno, s.c. potkozZna injekcija. Preuzeto i doradeno iz izvora 26.

ORGANIZAM PUT LDso (ng/kQ) 1ZVOR
mis i.p. 50 Kaul, Daftari (1986.)
mis [AY2 150 (LDso) Moore, Scheuer (1971.)
mis [AY2 740 Mahnir et al. (1992.)
mis oralno 767 Sosa et al. (2009.)
mis oralno 651 Tubaro et al. (2011.)
mis oralno 510 Aligizaki et al. (2011.)
Stakor i.m. 240 Vick, Wiles (1975.)
Stakor i.p. 710 Vick, Wiles (1975.)
Stakor AV 89 Vick, Wiles (1975.)
Stakor i.t. 360 Vick, Wiles (1975.)
Stakor oralno > 40 Vick, Wiles (1975.)
Stakor rektalno >10 Vick, Wiles (1975.)
Stakor s.C. 400 Vick, Wiles (1975.)
domaci zamorc¢ic¢ V. 110 Vick, Wiles (1975.)
domaci zamor¢i¢ parenteralno 25 Webber, Ruggieri (1974.)
zec V. 25 Vick, Wiles (1975.)
majmun .p. 78 Vick, Wiles (1975.)
pas V. 33 Vick, Wiles (1975.)
pas oralno 50 Webber, Ruggieri (1974.)

Podaci o reakciji ljudskog organizma na PTX Sturiji su. Naj¢eS¢e susretani nacini unosa
palitoksina su udisanjem, konzumacijom hrane i koznim putem. Isti¢e se opasnost trovanja pri
gis¢enju akvarija koji sadrze neke od pripadnika reda Zoanthidea. Cesto prijavljivani simptomi
ukljucuju: glavobolju, muéninu, vrtoglavicu, bol u misi¢ima, poviSene vrijednosti Kkreatin
fosfokinaze, slabost, kasalj, oteZzano disanje i trnce. Trovanje palitoksinom kod ljudi ¢esto ima

smrtni ishod. LijeCenje trovanja provodi se u skladu sa simptomima. Ispiranjem Zzeluca,
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prisilnim mokrenjem, umjetnim disanjem i ispijanjem tekucine nakon oralne primjene te
terapijom Kkisikom, kortikosteroidima, antagonistima histamina, -agonistima te nesteroidnim
protuupalnim lijekovima nakon udisanja i koZzne primjene palitoksina u nekim se slu¢ajevima
moze izbjeci smrtni ishod.

U svrhu prevencije trovanja palitoksinom i njegovim srodnicima EU razmatra reviziju
sadasnjih regulativa morskih biotoksina, buduc¢i da vrlo opasni i Stetni toksini kao Sto su
palitoksin i tetrodotoksin nisu regulirani. Testiranjem na Zivotinjama predloZeni su
vazodilatatori papaverin i izosorbid dinitrat kao protuotrovi palitoksina djelotvorni samo ako

se smjesta po unosu toksina injektiraju u srce.?®
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