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APSTRAKT

U okviru ove doktorske disertacije prikazana je sinteza i karakterizacija dinuklearnih platina(II)
kompleksa, opste formule [ {Pt(L)Cl}2(x-X)](ClO4)2 (X je 1,5-nphe u Pt1-Pt7 i 1,6-nphe u Pt8 i
Pt9); L je 2NH3 u Pt1 1 Pt8 kompleksima ili bidentatno koordinovani diamini. Na osnovu rezultata
UV-Vis i fluorescentne spektroskopije za reakcije kompleksa platine(Il) sa CT-DNK zakljuc¢eno
je da ispitivani kompleksi sa CT-DNK ostvaruju elektrostaticke interakcije. Nacini vezivanja Ptl-
Pt7 kompleksa za DNK izuc¢avani su primenom molekulskog dokovanja. Utvrdeno je da ispitivani
kompleksi sa DNK mogu ostvariti elektrostaticke interakcije, vezuju se za fosfatne grupe.
Hidroliza Ac-L-Met-Gly u prisustvu Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa ispitivana je primenom 'H
NMR, a potvrdena je na osnovu kvantno-hemijskih proracuna. Na osnovu eksperimentalnih
podataka, koji su dobijeni primenom UV-Vis i fluorescentne spektroskopije za reakcije Pt2, Pt3 i
PtS kompleksa sa HSA, zakljueno je da ispitivani kompleksi sa HSA ostvaruju staticke
interakcije, $to je potvrdeno i na osnovu rezultata molekulskog dokovanja. Na osnovu rezultata
bioloskih ispitivanja zakljuceno je da Ptl 1 Pt2 kompleksi u in vitro uslovima pokazuju znac¢ajnu
citotoksi¢nu aktivnost prema Ccelijskoj liniji karcinoma debelog creva. Rezultati dobijeni
ispitivanjem cCelijske apsorpcije ukazuju da pasivni transport nije odgovoran za razlike u pogledu
¢elijske apsorpcije ispitivanih kompleksa. U odnosu na ispitivane ¢elijske linije Pt8 kompleks je
pokazao ve¢i citotoksicni potencijal prema ¢vrstim tumorima u odnosu na Pt9 kompleks. Nadeno
je da Pt8 kompleks indukuje apoptozu 4T1 1 A549 ¢elija, zbog ¢ega dolazi do povecéanja ekspresije
pro-apoptoti¢nog kaspaze-3 i smanjenja ekspresije anti-apoptoticknog Bcl-2 1 Ki-67 proteina.
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ABSTRACT

This dissertation presents the synthesis and characterization of dinuclear platinum(II) complexes
of the general formula [ {Pt(L)Cl}2(2-X)](ClO4)2 (X is 1,5-nphe, Pt1-Pt7 and 1,6-nphe, Pt8 i Pt9);
L is 2NHj3 in Pt1 and Pt8 complexes or bidentate coordinated diamines. From the results of UV-
Vis and fluorescence spectroscopy for the reactions of platinum(Il) complexes with CT-DNA, it
was found that the tested complexes with DNA achieve electrostatic interactions. Molecular
docking studies performed to evaluate the potential binding mode of Pt1-Pt7 complexes at the
double stranded DNA showed that groove spanning and backbone tracking were the most stable
binding modes. Hydrolysis of Ac—-L-Met—Gly in the presence of Pt2w, Pt3w and PtSw complexes
was studied by 'H NMR, and confirmed based on quantum chemical calculations. Based on the
experimental data, obtained by UV-Vis and fluorescence spectroscopy for the reactions of the Pt2,
Pt3 and PtS complexes with HSA, it was concluded that the investigated complexes with HSA
achieve static interactions, which was additionally confirmed based on the results of molecular
docking. The biological assays showed that Ptl and Pt2 complexes in vitro show significant
cytotoxic activity against the colon cancer cell line. The results of the cellular uptake study showed
that passive transport is not responsible for the differences in cellular uptake of the complexes
studied. In relation to the cell lines tested, the Pt8 complex showed higher cytotoxic potential
against solid tumors compared to the Pt9 complex. It was found that the Pt8 complex induces
apoptosis of 4T1 and A549 cells, due to which there is an increase in the expression of the pro-
apoptotic caspase-3 and a decrease in the expression of the anti-apoptotic Bcl-2 and Ki-67 proteins.
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1. OPSTI DEO

Pocetkom dvadesetog veka, nakon otkri¢a da azotni iperiti (bis(2-hloroetil)-etilamin,
bis(2-hloroetil)-metilamin 1 tris(2-hloroetil)-amin), pokazuju hemioterapijska svojstva, poc€inje
intenzivno ispitivanje i primena organskih jedinjenja u hemioterapiji [1]. Od tada je sintetisan
veliki broj kako organskih, tako i neorganskih jedinjenja, ukljucujuci i kompleksna jedinjenja
sa ciljem njihove primene kao antitumorskih agenasa. Podaci Svetske zdravstvene organizacije
ukazuju da su razli¢ite vrste malignih tumora jo$ uvek glavni uzrok smrtnosti ljudske populacije
[2]. Istrazivanja su pokazala da je u 2018. godini od ove vrste oboljenja umrlo oko 9,6 miliona
ljudi. Zbog toga su istrazivanja u ovoj oblasti usmerena na sintezu novih jedinjenja koja se
mogu primenjivati u medicini za leCenje malignih tumora.

1.1 Mononuklearni kompleksi platine(II)

Kompleksno jedinjenje, koje je prvo upotrebljeno u klinickoj praksi za lecenje
kancerogenih oboljenja, je cisplatina (cis-diammindihloridoplatinum(Il), cis-[PtClo(NH3)2]
(cis-Pt, Slika 1). Pored ovog, jo§ dva kompleksna jedinjenja platine(II), karboplatina, [Pt(cbdca-
0,0’)(NH3)2] 1 oksaliplatina, [Pt(ox-O,O’)(dach)], su odobrena u svetu za leCenje kancerogenih
oboljenja (Slika 1) [3,4]. U pojedinim zemljama odobrena je upotreba jo§ tri kompleksna
jedinjenja platine(1I) (Slika 1). Nedaplatina se koristi u Japanu za leCenje tumora testisa, glave,
vrata, jajnika, grli¢ca materice 1 tumora pluca [5]. Heptapaltina se primenjuje u Juznoj Koreji za
tretman tumora Zeluca, dok se lobaplatina u Kini koristi za lecenje hroni¢ne mijeloidne
leukemije, kod metastaza tumora dojke i karcinoma pluca [4-6]. Ve¢ vise od 40 godina
kompleksi platine(IT) su najéesée koriséeni hemioterapeutici. Cinjenica da stopa izle¢enja raka
testisa nakon tretmana pacijenata cisplatinom premasuje 95%, opravdava primenu ovog
kompleksnog jedinjenja u medicini [7]. Znacaj kompleksnih jedinjenja platine u lecenju
tumorskih oboljenja dodatno je naglasen ¢injenicom da je karboplatina od strane Svetske
zdravstvene organizacije uvrstena na listu esencijalnih hemioterapeutika [8]. Podatak iz 2009.
godine, americkog centra za kontrolu i prevenciju bolesti, govori da se za lecenje tumorskih
oboljenja samo pet hemioterapeutika (metotreksat, raloksifen, medroksiprogesteron,
tamoksifen 1 leuprolid) koriste visSe od antitumorskih agenasa platine(Il) [9]. U Tabeli 1
prikazani su kompleksi platine(Il) koji se nalaze u klini¢koj upotrebi. Uprkos €injenici da su
kompleksna jedinjenja platine najvise ispitivani hemioterapeutski agensi, ve¢ viSe od petnaest
godina nijedno kompleksno jedinjenje platine nije odobreno za klini€¢ku upotrebu, ali su
istraZivanja u ovoj oblasti i dalje veoma intenzivna.
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Slika 1. Strukturne formule klini¢ki odobrenih antitumorskih kompleksa platine(II).

Gledaju¢i na globalnom nivou, potraznja za antitumorskim agensima platine je u
stalnom porastu, bez obzira na nezeljene efekte, koji su posledica primene ovih
hemioterapeutika. Pored toksicnosti (nefrotoksi¢nost, neurotoksic¢nost, ototoksi¢nost,
kardiotoksi¢nost, opadanje kose, osefaj mucnine) i ograni¢ene rastvorljivosti, javlja se i
rezistencija na odredene celijske linije, Sto je podstaklo istrazivace da i dalje istrazuju u ovoj
oblasti [10-12]. IstraZivanja su usmerena na sintezu novih kompleksnih jedinjenja platine, kao
1 na ispitivanje mehanizma njihovog antitumorskog delovanja. Kompleksna jedinjenja platine,
koja se strukturno razlikuju od cisplatine i njenih analoga, pruZaju brojne moguénosti za

pronalaZenje antitumorksih agenasa ¢iji ¢e mehanizam delovanja biti drugaciji u odnosu na
mehanizam delovanja cisplatine [13-16].

Tabela 1. Kompleksi platine(II) koji se nalaze u klini¢koj upotrebi.

Skraéeni nazivu Komercijalni ~ Odobren

ipElitzzaty toku istrazivanja naziv za upotrebu Primena
cisplatina CDDP platinol 1978 globalna
karboplatina IM8 paraplatin 1989 globalna
oksaliplatina 1-OHP eloxatin 2002 globalna
nedaplatina 254-S aqupla 1995 Japan
heptaplatina SKI2053R SunPla 1999 Juzna Korea
laboplatina D-19466 - 2010 Kina




1.1.1 Mehanizam delovanja cisplatine

Citotoksicni efekat cisplatine najve¢im delom je posledica reakcije sa DNK, kao i
interakcije sa proteinima i enzimima. Cisplatina, kao i njeni analozi, mogu se kovalentno vezati
za ¢elijsku DNK, pri ¢emu zaustavljaju replikaciju i indukuju apoptozu [17,18].

Mehanizam delovanja cisplatine i antitumorskih agenasa platine(II), koji su u klinickoj
upotrebi, ispitivan je u mnogobrojnim nauc¢nim eksperimentima od strane hemicara, biologa,
farmaceuta i lekara. Kompleksna jedinjenja prikazana na slici 1, poseduju kvadratno-planarnu
geometriju, neutralna su, u cis polozaju sadrze dva amminska (NH3) ili jedan bidentatno
koordinovani diaminski ligand. Ulogu odlaze¢ih grupa imaju dva monodentatna anjonska
liganda (hlorido ligand, CI") ili jedan helatno koordinovani anjon dikarboksilne kiseline [19,20].
Amminski ili helatno koordinovani diaminski ligand predstavljaju stabilan deo molekula i
ostaju koordinovani za Pt(II) jon tokom procesa unutarcelijskih transformacija. Za razliku od
njih, odlazeci ligandi, koji mogu biti monodentatni ili helatni anjonski ligandi, napustaju
koordinacionu sferu Pt(II) jona. Sam mehanizam je veoma sloZen proces koji se odvija u Cetiri
faze (Slika 2): transport kompleksa u ¢eliju, hidroliza kompleksa, interakcija sa DNK i procesi
koji dovode do ¢elijske smrti, odnosno do apoptoze [20].

H3N Cl
o~ pt/ [CI'] =104 mM (krvna plzma)
g

membrana

H3N

1 [CI'] = 4-10 mM (citoplazma)

Slika 2. Mehanizam delovanja cisplatine i analognih antitumorskih agenasa koji sadrze
platinu(Il). I—ulazak u ¢eliju, [I-hidroliza, IlI-interakcija sa DNK, IV—apoptoza [20].

Mehanizam kojim cisplatina difunduje u ¢elije jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjen.
Ranije se smatralo da cisplatina ulazi u unutraSnjost ¢elije iskljucivo pasivnom difuzijom, kao
neutralni molekul. Medutim, kasnije je nadeno da cisplatina moZe u¢i u ¢eliju i putem aktivnog
transporta, posredstvom membranskih proteina [21]. Zbog veli¢ine i planarnosti cisplatina lako
moze uéi u celiju pasivhom difuzijom. Shodno tome, ne moze do¢i do zasiCenja Celije
cisplatinom, ve¢ difuzija zavisi od koncentracije cisplatine koja je data intravenozno [22—24].
Transport cisplatine u ¢eliju ne mozZe biti inhibiran ¢ak ni prisustvom njenih analoga [21]. Veliki
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broj studija pokazao je da cisplatina u ¢Celiju ulazi i putem aktivnog transporta i da aktivni
transport predstavlja dominantan mehanizam preuzimanja. Aktivni transport cisplatine povezan
je sa plazma-membranskim bakar transportnim proteinom (CTRI) [21,25,26]. Na sli¢an nacéin
transport oksaliplatine vrsi se posredstvom organskih katjonskih transportnih proteina (OCTs)
[27]. Medutim, neki aldehidi usled reakcije sa membranskim proteinima mogu inhibirati aktivni
transport cisplatine u ¢eliju [28]. Kombinacija oba mehanizma (pasivni i aktivni transporat) na
najbolji na¢in moze objasniti ulazak kompleksa platine(Il) u ¢eliju.

Kvadratno-planarna geometrija cisplatine omogucava brze supstitucione reakcije
liganada, koje su neophodne da bi doslo do reakcije sa DNK. Pre kovalentnog vezivanja za
DNK dolazi do supstitucionih reakcija, u kojima se hlorido ligandi supstituiSu sa molekulima
vode. Usled visoke koncentracije hloridnih anjona (~100 mM) u krvnoj plazmi se ne odigravaju
supstitucione reakcije, ali nakon prelaska u citoplazmu, gde je koncentracija C1- manja od 20
mM, dolazi do supstitucije CI~ liganda sa molekulima vode [29]. Poluvreme reakcije nastajanja
cis-[PtCI(H2O)(NH3)2]" kompleksnog jona je priblizno 2 ¢asa. Nastali pozitivno naelektrisani
katjon moze da privuce negativno naelektrisani DNK molekul. Karboplatina i oksaliplatina
sadrze helatno koordinovani anjonski ligand, zbog ¢ega su supstitucione reakcije u vodi mnogo
sporije, tako da su vodeni rastvori ovih kompleksnih jedinjenja stabilni u periodu koji se meri
nedeljama, pa ¢ak i mesecima [30—34].

Kompleksni jon, cis-[PtCI(H2O)(NH3)2]" ulazi u jedro, a nakon toga koordinovani
molekul vode moze se supstituisati sa azotom iz nukleinskih baza DNK. Veliki broj nau¢nih
studija podrzava hipotezu da je DNK glavna meta za interakcije sa antitumorskim agensima
koji sadrze Pt(I) jon, ali postoji veliki broj dokaza da i interakcije sa proteinima i RNK takode
imaju vaznu ulogu u ovim procesima [35—37]. NajceS¢e mesto vezivanja Pt(Il) je N7 atom
nukleinske baze guanina i N3 adenina. Formiranje monofunkcionalnog adukta Pt(II)-DNK
potvrdeno je primenom '*>Pt NMR [38]. Nakon koordinovanja za DNK, moZe se i drugi hlorido
ligand supstituisati sa N-atomom nukleinskih baza, formiraju¢i unakrsne veze sa DNK.
Platina(Il) moze ostvariti vezu sa N-atom nukleinskih baza unutar istog lanca DNK
(unutarlan¢ano povezivanje) ili 1z dva razli¢ita lanca DNK (medulanano povezivanje).
Najces¢i nacin kovalentnog vezivanja cisplatine za DNK je 1,2-d(GpG) unutarlan¢ano (=65%)
1 verovatno njena antitumorska aktivnost je posledica ovog nacina vezivanja. Pored toga,
cisplatina moze ostvariti 1,2-(ApG) (=25%) 1 1,3-(GpTpG) (=10%) unutarlancano vezivanje,
kao 1 medulancano d(GpG) (<1%) koordinovanje (Slika 3). Nakon koordinovanja cisplatine za
DNK, dolazi do distorzije njene spiralne strukture, usled ¢ega dolazi do inhibicije, replikacije 1
transkripcije DNK [39,40]. Sli¢an tip interakcija sa DNK ostvaruje karboplatina, kao i
oksaliplatina [41,42]. Na slici 3 prikazani su razli¢iti nacini kovalentnog vezivanja
antitumorskih agenasa platine(Il) za DNK.

Pored reakcije sa DNK, u organizmu postoje i drugi biomolekuli koji mogu reagovati
sa antitumorskim agensima koji sadrZe platinu(Il) i na taj nacin spreciti njithovo antitumorsko
delovanje (Slika 4) [44]. Trenutno svi hemioterapeutici koji sadrze Pt(Il) jon se primenjuju
intravenozno, zbog ¢ega odmah mogu stupiti u interakciju sa komponentama koje se nalaze u
krvi, od kojih je jedna humani serum albumin (HSA). Ovaj protein je najzastupljeniji protein
humane plazme. Tiolne grupe iz cisteina, kao 1 tioetarske iz metionina, se veoma lako
koordinuju za Pt(II) i na taj nacin inhibiraju dejstvo cisplatine i njenih analoga [45,46]. Kada
ude u ¢eliju kompleks platine(Il) reaguje sa proteinima iz grupe metalotioneinina (MT) koji su
bogati sumporom, kao i sa glutationom (GSH) [47].
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Slika 3. Nacini kovalentnog vezivanja cisplatine za DNK [43]. Prikaz unutarlanc¢anog (struktura
sa pdb kodom 1DA4) i medulancanog (struktura sa pdb kodom 1A2E) kovalentnog vezivanja
kompleksa platine(Il) za DNK, u kristalnim strukturama ekstrahovanih iz PDB [48,49].
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Slika 4. Sematski prikaz reakcija koje se odigravaju u ekstracelularnom i intracelularnom
prostoru nakon tretmana cisplatinom [44] .



1.2 Polinuklearni kompleksi platine(II)

Polinuklearni kompleksi platine(Il) predstavljaju novu klasu jedinjenja platine sa
potencijalnom primenom u hemioterapiji [50—53]. U ovim kompleksnim jedinjenjima dva ili
vise platina(Il) jona povezani su mostnim ligandima. Mostni ligandi mogu biti fleksibilni
alifaticni ili kruti aromati¢ni ligandi [54—57]. Nadeno je da polinuklearni kompleksi sa
molekulom DNK ostvaruju interakcije koje se razlikuju od kovalentnog vezivanja cisplatine 1
njenih analoga. Za razliku od neutralnih platina(Il) citostatika, koji su u klini¢koj upotrebi,

polinuklearni kompleksi platine(II) u rastvoru postoje u katjonskom obliku [58].

Polinuklearni kompleksi platine(Il) u svojoj strukturi mogu imati iste ili razlicite
mononuklearne platina(Il) jedinice, pri ¢emu one mogu imati cis- ili trans-geometriju.
Polinuklearni analozi cis- ili trans-platine(Il), koji sadrze cis-{PtCI(NH3).} ili trans-
{PtCI(NH3)2} jedinice povezane alifaticnim diaminima kao mostnim ligandima, prikazani su
na slici 5. Mostni ligandi sadrze promenljiv broj ugljenikovih atoma, sto olakSava medulan¢ano
ili unutarlan¢ano povezivanje polinuklearnih kompleksa sa DNK. Dokazano je da polinuklearni
kompleksi platine(Il) sa DNK ostvaruju interakcije koje se razlikuju od interakcija cisplatine.
Dinuklearni trans-[ {PtCI(NH3)2}2(z-(H2N(CH2)sNH2))]Cl2 (Slika 5, kompleks 1) sa DNK
moze da formira 1,2-, 1,3- i 1,4-unutarlanane veze koordinujuéi se za N7 atom guanina
[59,60]. U 1,3- 1 1,4-aduktima dva vezujuéa guanina razdvojena su jednom odnosno sa dve
nukleinske baze [59]. Ovaj nacin vezivanja Pt(Il) za DNK smanjuje rezistenciju upotrebljenog
dinuklearnog kompleksa platine(II) u odnosu na cisplatinu prema ¢elijama raka jajnika [50]. U
cilju povecéanja broja interakcija sa DNK sintetisan je trinuklearni kompleks platine(II) (Slika
5, kompleks 2) [61]. Nakon sistematskog ispitivanja trinuklearni bis[trans-
diamminhloridoplatina(Il)][ u-trans-diamminbis(heksadiamin)platina(II)]nitrat (BBR3464,
kompleks 2) je uSao u fazu predklini¢kih ispitivanja. BBR3464 je pokazao veliki stepen
citotoksi¢nosti prema brojnim kancerogenim celijskim linijama, a sa DNK formira
karakteristiéne unutarlanane veze koje su odgovorne za njegovu citotoksi¢nost [62—64].
Glavni adukt koji se formira potice od 1,4-unutarlananog vezivanja. Ovaj nacin vezivanja
dovodi do usmerenog savijanja i1 lokalnog odmotavanja DNK. Druga istrazivanja su pokazala
da BBR3464 izaziva promene u strukturi DNK, tako §to B konformaciju prevodi u Z ili u A
[65,66]. In vitro 1 in vivo ispitivanja su pokazala da odredene kancerogene Celijske linije koje
su rezistentne na cisplatinu, primenom BBR3464 njihova rezistentnost se moZe smanjiti cak 1
do tr1 puta [50,63,67—69]. Sve to sugeriSe da BBR3464 moze imati veliki terapeutski potencijal.
Glavni nedostatak BBR3464 je njegova sistemska toksicnost. U prvoj fazi klinic¢kih ispitivanja
nadeno je da povecanjem doze BBR3464 dolazi do teSke mijelosupresije 1 gastrointestinalnih
poremecaja. S druge strane, u urinu je nadena veoma niska koncentracija ovog agensa kao i
niska nefrotoksi¢nost. U drugoj fazi vrSena su ispitivanja na karcinom jajnika, mikrocelijski 1
nemikrocelijski karcinom pluca, Zeluca 1 gastroezofagealni adenokarcinom, ali su rezultati bili
razli¢iti [70—73]. BBR3464 je pokazao bolju aktivnost u odnosu na cisplatinu prema
nemikrocelijskom karcinomu pluéa i uznapredovanom karcinomu jajnika. U poslednjem
sluc¢aju, BBR3464 je prikazao aktivnost koja zasluzuje dalju evaluaciju.

Polinuklearni kompleksi platine(Il) u kojima je u odnosu na BBR3464 kompleks
odlaze¢i hlorido ligand (CI7) supstituisan sa amonijakom (Slika 5, TriplatinNC, kompleks 3) ili
nekim drugim aminom (TriplatinNC-A, kompleks 4) su pokazali veliki afinitet prema DNK,
kao 1 antitumorsku aktivnost [74]. Rezultati rendgenske strukturne analize ukazuju da
TriplatinNC 1 TriplatinNC-A sa DNK ostvaruje nekovalentne interakcije, 1 to elektrostaticke
prirode kao i vodoni¢ne veze. Naime, amino grupe ovih platina(Il) kompleksa formiraju sa
fosfatnim grupama DNK interakcije, koje su u literaturi imenovane kao phosphate clamps. Za
termin phosphate clamps jo$ uvek ne postoji adekvatan prevod na srpski jezik, jer ovaj termin
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se retko pominje u literaturi. U okviru ove disertacije mi smo phosphate clamps preveli kao
fosfatno vezivanje ili vezivanje za fosfatnu ki¢mu. Radi jednostavnosti, u daljem tekstu, ova
vrsta interakcije bi¢e imenovana kao fosfatno vezivanje. Vezivanje duz fosfatne ki¢me moze
dovesti do promene konformacije B-DNK u A-DNK, kao i B-DNK u Z-DNK [74-76].
Konformacione promene indukuju bolje vezivanje u mali zljeb, jedinjenja kao $to je Hoechst
33258, a ne uticu na interkalaciju etidijum-bromida (EB) [77,78]. Ispitivanja su pokazala da
zbog visokog pozitivnog naelektrisanja TriplatinNC i TriplatinNC-A mogu kondenzovati DNK
1 indukovati agregaciju malih t-RNK molekula [79,80]. Pored toga, oni posredno inhibiraju
delovanje topoizomeraze-I. Prema tome, bioloSki mehanizam delovanja TriplatinNC 1
TriplatinNC-A ukljucuje nukleinske kiseline, kondenzaciju ili njihovu agregaciju, kao i
inhibiciju enzimske aktivnosti topoizomeraze-1 [79].

H2 H2 2+
H3N N_(CH2)4_N NH3
>Pt< >Pt<
cl NH; HaN
1
[ HN ta N 1"
N—(CH,)s—N NH HsN
3 \pt/ (CH2)e \pt/ 3 3 \pt/CI
~
o NH; H3N/ \H (CH2)6—NH2/ \NH3
2
2 (BBR3464)
_H N H2 H2 7 6+
N—(CH,)s—N
3 \Pt/ (CH2)e \Pt/NHa HaN\Pt NH3
~ yd
H3N/ NH; H3N/ \” (CH,)s—NH; NH5
2
3 (TriplatinNC)
8+
HsN ) C N
N H N NH HsN NH
3 \pt/ (CH2)s \pt/ 3 3 pt/ 3
PN N e
HsN(H,C)gHoN NH4 H3N/ N (CH5)e—NH, \NHZ(CHZ)GNHs

Ha
4 (TriplatinNC-A)

Slika 5. Strukturne formule dinuklearnih i trinuklearnih kompleksa platine(II).

Ispitivanja su pokazala da TriplatinNC i TripplatinNC-A pokazuju mikromolarnu
toksicnost prema Celijama koje su osetljive na cisplatinu i prema kancerogenim ¢elijama jajnika
koje su rezistentne na cisplatinu [81]. Sposobnost prevazilazenja rezistencije u odnosu na
cisplatinu pripisuje se celijskoj akumulaciji ovih kompleksa, koja je verovatno posledica
njihove katjonske prirode i njihovog specifiénog nacina vezivanja za DNK. TriplatinNC
indukuje apoptozu posredstvom kaspaze koja zavisi od funkcije p53 i pro-apoptoticnog proteina
BAX, na nacin sli¢an cisplatini i BBR3464 kompleksu. TriplatinNC-A indukuje apoptozu koja
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zavisi od p53 ili BAX proteina. S obzirom na ulogu p53 i BAX proteina u ¢elijskoj smrti koja
je izazvana cisplatinom, TriplatinNC-A moze imati znacajnu klinicku vrednost, ako rezultati
mogu biti primenljivi i na in vivo modelima.

Sintetisana je serija dinuklearnih kompleksa platine(II) koji kao mostni ligand sadrze
diazine 1 njihove derivate. Dinuklearni kompleksi, prikazani na slici 6, [{cis-Pt(NH3)2(u-
OH)(u-pz)](NO3)> (kompleks 5) 1 [ {cis-Pt(NH3)2(u-OH)(u-1,2,3-ta-N1,N2)](NOs)> (kompleks
6), (pz je pirazin, 1,2,3-ta je 1,2,3-triazol) su pokazali visoku citotoksi¢nost u in vitro uslovima
u odnosu na neke kancerogene humane celijske linije koje su pokazale rezistentnost na
cisplatinu [82,83]. Prisustvo odlazeée hidroksilne (OH~) grupe omogucava odredenu
fleksibilnost Pt—Pt rastojanja, sto dovodi do 1,2-unutarlancanog (1,2-d(GpG)) povezivanja sa
minimalnom distorzijom DNK.

o JL O .
H-N N—N NH; \
3 \Pt/ \Pt/ (NO3)2 \ / \ / (N03)2
HNT \0/ NH; \
" [eis-PUNHy), (- OH)(:p2)[(NOy), 5 [{eis-PtONHy),}o(4-OH)(m-1,2,3-4)[(NO3), 6
H3N\ /N / \ \ / \ /N 3Icl
/Pt\ \_/ \ Cl, \ / 2
HsN / / \

[{cis-PtCI(NH3), }2(1-p2)]Cl, 7 [ {cis-PtCI(NH3), },(z-pmn)]Cl, 8

/

HN- N \/
/F’t\I /\

HsN

3

[{CiS-PtCI(NHs)z}z(u-pde)](N03)z 9

Slika 6. Strukturne formule dinuklearnih kompleksa platine(II) sa azolima i azinima kao
mostnim ligandima.

U cilju ispitivanja uticaja Pt—Pt rastojanja u dinuklearnim kompleksima na njihovu
citotoksi¢nost, sintetisana je serija izomernih azina, koji kao mostne ligande sadrze pirazin (pz),
pirimidin (pmn) 1 piridazin (pydz) ([{cis-PtCI(NH3)2Cl}2(u-pz)]Cl> (kompleks 7), [{cis-
PtCI(NH3)2Cl}2(u-pmn)]Cla (kompleks 8) i [{cis-PtCI(NH3)2Cl}2(u-pzdz)](NO3)> (kompleks
9)) [84]. Eksperimenti su radeni na humanim c¢elijskim linijama 1 na dve L1210 kancerogene
¢elijske linije leukemije miSeva (jedna osetljiva a druga rezistentna na cisplatinu). Nadeno je



da kompleksi pokazuju manju citotoksicnost u poredenju sa cisplatinom prema humanim
¢elijskim linijama, osim prema IGROV ¢elijskoj liniji tumora jajnika.

Sintetisana je i strukturno okarakterisana serija dinuklearnih [{Pt(L)Cl1}2(u-pz)]**
kompleksa, u kojima je L bidentatno koordinovani diaminski ligand (L je etilendiamin, en; (+)-
1,2-propilendiamin, 1,2-pn; izobutilendiamin, ibn; trans-(+)-1,2-diaminocikloheksan, dach;
1,3-propilendiamin, 1,3-pd; 2,2-dimetil-1,3-propilendiamin, 2,2-diMe-1,3-pd), kao i
[{Pt(en)Cl} 2(u-pydz) *" kompleks [85—87]. Primenom rendgenske strukturne analize odredene
su kristalne strukture [{Pt(en)Cl}2(u-pz)]Cla, [{Pt(2,2-diMe-1,3-pd)Cl}2(u-pz)]Cl> i
Pt(en)Cl}2(u-pydz)]Cl> kompleksa (Slika 7, kompleksi 10, 151 16). Ispitivana je i antitumorska
aktivnost sintetisanih kompleksa u in vitro uslovima na humanim c¢elijama fibroplasta pluca

(MRC5) i na dve linije kancerogenih ¢elija, melanom (A375) i karcinom debelog creva
(HTC116).
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Slika 7. Strukturne formule dinuklearnih kompleksa platine(Il) sa pirazinom, pirimidinom i
piridazinom kao mostnim ligandima.



Nadeno je da [ {Pt(en)Cl} 2(u-pydz)]*" kompleks pokazuje antitumorsku aktivnost koja se moze
porediti sa aktivnoS¢u cisplatine. Takode, ispitivanja u in vivo uslovima su pokazala da
[{Pt(en)Cl}2(u-pydz)]** pokazuje manju embriotoksi¢nost prema embrionima zebrica (Danio
rerio) u poredenju sa cisplatinom [88].

Pored antitumorske aktivnosti dinuklearni kompleksi platine(Il) mogu inhibirati i
angiogenezu, fizioloski proces koji se karakteriSe grananjem i Sirenjem novih krvnih sudova iz
vec¢ postojecih, a koji je od vitalnog znacaja za rast tumora. Sintetisani su dinuklearni kompleksi
platine(II) sa bipiridinima kao mostnim ligandima. Na slici 8 prikazane su strukturne formule
dinuklearnih kompleksa koji kao mostne ligande sadrze 4,4 -bipiridin (4,4 -bipy, kompleks 17),
1,2-bis(4-piridil)etan (bpa, kompleks 18) i 1,2-bis(4-piridil)etene (bpe, kompleks 19).
Ispitivana je in vitro citotoksi¢nost ovih kompleksa prema humanim celijskim linijjama
karcinoma pluéa (A549), melanomu (A375), karcinomu debelog creva (HCT-116), kao i prema
normalnoj ¢elijskoj liniji fibroplasta plu¢a (MRCS5). Na osnovu ICso vrednosti zakljuceno je da
ispitivani kompleksi pokazuju neznatan citotoksic¢ni efekat prema svim ispitivanim ¢elijskim
linijjama, pri ¢emu ne pokazuju selektivnost izmedu normalnih i kancerogenih ¢elijskih linija.
Medutim, kompleks 19 pokazuje dva puta vecu citotoksi¢nost u odnosu na komplekse 17 i 18.
Rezultati molekulskog dokinga akva derivata kompleksa 17, 18 1 19 na DNK, su pokazali da
ovi kompleksi ostvaruju elektrostaticke interakcije sa fosfatnim grupama DNK, zbog velikog
pozitivnog naelektrisanja, premos¢avaju¢i mali Zljeb. Prema tome, akva kompleksi zbog
specificnog nacina vezivanja za DNK u odnosu na hlorido komplekse pokazuju vecéu
antikancerogenu aktivnost [89,90].
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Slika 8. Strukturne formule dinuklearnih kompleksa platine(Il) sa bipiridinima kao mostnim
ligandima.
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1.3 Naftiridini

Naftiridini (diazanaftaleni) su heterociklicni analozi naftalena u kojima su dva
piridinska prstena kondenzovana, sa razli¢itim medusobnim rasporedom atoma azota. Na slici
9 prikazane su strukturne formule Sest izomera naftiridina. Prvi derivat 1,8-naftiridina sintetisao
je Arnold Reiserta (Arnold Reissert) 1893. godine [91]. Tokom godina, ovi kondenzovani
piridinski prstenovi dobijali su razli¢ite nazive, piridopiridini, benzodiazini, diazadekalini ili
po ,aza*“ sistemu diazanaftaleni. Konacno, 1936. godine, ova jedinjenja su indeksirana u
Chemical Abstracts kao naftiridini. Sinteza prvog nesupstituisanog naftiridina (1,5-naftiridina)
objavljena je 1927. godine. 1,5-Naftiridin sintetisan je po modifikovanoj Skraupovoj (Skraup)
sintezi, po kojoj su hinolini sintetisani polaze¢i od 3-aminopiridina [92]. Prvi rad o sintezi
1,6-, 1,7-1 2,7-naftiridina objavljen je 1958. godine [93], a sinteza 2,6-naftiridina objavljena je
1965. godine [94,95]. U poslednjih 20 godina objavljeno je preko 600 radova koji se odnose na
1,5-naftiridin, a 400 procedura je zasticeno patentom.

1,5-naftiridin 1,6-naftiridin 1,7-naftiridin
E\Ij DEihh

= = N N N

1,8-naftiridin 2,6-naftiridin 2,7-naftiridin

Slika 9. Strukturne formule izomera naftiridina.

Naftiridini, kao 1 njihovi derivati, zbog Sirokog spektra bioloSke aktivnosti sve vise su
predmet izuc¢avanja. Na slici 10 prikazane su strukturne formule nekih derivata naftiridina, za
koje je utvrdeno da pokazuju biolosku aktivnost.

Veliko interesovanje za hemiju 1,5-naftiridina posledica je bioloSke aktivnosti ovog
jedinjenja. 1,5-Naftiridin je pokazao antiproliferativnu, antibakterijsku, antiparazitsku,
antivirusnu kao i antiinflamatornu aktivnost. Ovo jedinjenje primenjuje se u kombinaciji sa
drugim jedinjenjima za leCenje kardiovaskularnih 1 hormonskih oboljenja, kao 1 bolesti
centralnog nervnog sistema. Pored toga, 1,5-naftiridin se primenjuje u sintetickoj neorganskoj
1 organskoj hemiji kao ligand, zatim kao akceptor vodonika, a ispituju se i mogucénosti njegove
primene za proizvodnju dioda koje emituju svetlost (OLED), senzora, poluprovodnika i
solarnih celija.
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Slika 10. Derivati naftiridina koji pokaziju biolosku aktivnost.

1.3.1 Kompleksna jedinjenja sa 1,5-naftiridinom

Zbog svoje strukture, odnosno medusobnog polozaja atoma azota u 1,5-naftiridinu, ovaj
ligand se ne moze bidentatno koordinovati za jon metala. Sintetisani su heterolepticki
kompleksi platine(II) koji u koordinacionoj sferi imaju dva liganda hidroksinaftiridin i 2-(2,4-
difluorofenil)piridin [96,97]. Primenom potenciometrijskih titracija, 1D i 2D 'H NMR
spektroskopije ispitivane su reakcije 1,5-naftiridina sa kompleksima paladijuma(Il) u vodenom
rastvoru [98]. Na slici 11 prikazane su strukturne formule kompleksa koji nastaju u reakciji 1,5-
naftiridina sa [Pd(en)(H20),]*" ili [Pd(en)Cl>] kompleksima, u 1:2 i 1:1 molskim odnosima
(kompleksi 20 1 21), u vodi kao rastvaracu, kao 1 oligomerna vrsta koja nastaje u reakciji, kada
se reaktanti pomeSaju u 2:1 molskom odnosu (kompleks 22). U zavisnosti od pH vrednosti
rastvora identifikovane su razlicite vrste kompleksa.

U rekciji 1,5-naftiridinskog derivata, koji sadrzi N-heterocikli€ne supstituente i
[Ru(bpy-ds).Clz], dobijeni su razli¢iti kompleksi rutenijuma(ll) u kojima su derivati 1,5-
naftiridina bidentatno ili tridentatno koordinovani [99]. U reakciji 2-(piridin-2-il)-1,5-naftiridin
sa ekvivalentnom koli¢inom [Ru(bpy-ds).Clz], dobijen je heterolepticki Ru(Il) kompleks (Slika
12; kompleks 23), dok u reakciji 2-(1,5-naftiridin-2-il)-1,10-fenantrolina sa [Ru(tpy).Cl3]
nastaje kompleks sa tridentatno koordinovanim derivatom 1,5-naftiridina (Slika 12; kompleks
24). Neki derivati 1,5-naftiridina, koji su disupstituisani, mogu koordinovati jedan ili dva jona
metala, pri ¢emu nastaju mononuklearni ili dinuklearni kompleksi rutenijuma(Il), (kompleksi
25126; Slika 12).

U reakciji AgNOs3, CF3COOAg 1 CF3SO3Ag sa 1,5-naftiridinom sintetizovani su
polinuklearni srebro(I) kompleksi [100]. 1,5-Naftiridinski kompleksi cinka(II) koris¢eni su kao
molekuli za povezivanje porfirinskih monomernih jedinica [101]. U ovim kompleksima 1,5-
naftiridin je mostni ligand koji povezuje dve Zn-porfirinske jedinice.
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Slika 11. Kompleksi paladijuma(Il) sa 1,5-naftiridinom koji su okarakterisani u vodenom
rastvoru.

Slika 12. Nacini koordinovanja derivata 1,5-naftiridina za rutenijum(II).

Sintetetisani su kompleksna jedinjenja europijuma sa strukturno rigidnim 4-hidroksi-
1,5-naftiridinskim ligandom, kao i sa njegovim derivatima [102]. Europijum(IIl) jon zbog
velikog jonskog polupre¢nika (r = 107 pm) gradi kompleksna jedinjenja sa koordinacionim
brojem 8 ili 9 [103]. Bian 1 saradnici sintetizovali su kompleksno jedinjenje europijuma(Ill),
koje u svojoj strukturi sadrzi Cetiri bidentatno koordinovana 4-hidroksi-1,5-naftiridinska
liganda. Ista istrazivacka grupa sintetizovala je i kompleksna jedinjenja europijuma(Ill) sa
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tridentatno koordinovanom 8-hidroksi-1,5-naftiridin-2-karboksilnom kiselinom [104] i 6-
(difenilfosforil)-4-hidroksi-2-metil-1,5-naftiridinom [105]. Kompleksna  jedinjenja
dispozijuma(Ill) sa Ccetiri bidentatno koordinovana 4-hidrokso-8-metil-1,5-napftiridin-3-
karbonitrilnim ligandom su sintetizovana i1 okarakterisana. U spoljasnjoj koordinacionoj sferi
ovih kompleksa nalaze se joni aklalnih metala (Na*, K", Rb", Cs") [106].

Ve¢ je pomenuto da se primena 1,5-naftiridina, njegovih derivate, kao i kompleksnih
jedinjenja, zasniva na njihovoj bioloskoj aktivnosti, kao i1 fizickim svojstvima. Detaljnim
ispitivanjem bioloske aktivnosti ovih jedinjenja zakljuceno je da se ona mogu primenjivati kao
antibakterijski, antiparazitski, antivirusni i antiinflamatorni agensi. Pored toga oni mogu
inhibirati neke enzime, delovati kod kardiovaskularnih oboljenja kao i oboljenja centralnog
nervnog sistema.

Zahvaljujuci fizickim svojstvima 1,5-naftiridina, kao i njegovih derivata, ova jedinjenja
su nasla primenu kao senzori, kao emiteri svetlosti (OLED), nalaze se i u solarnim ¢elijama,

dodaju se kao aditivi litijjumskim baterijama, a pored toga imaju i poluprovodnicke osobine
[107].

1.3.2 Derivati 1,6-naftiridina

U literaturi nema mnogo podataka o primeni 1,6-naftiridina 1 njegovih derivata. Pored
numeracije atoma azota u polozajima 1 i 6, ovaj naftiridin se ¢esto oznacava i kao 2,5-naftiridin.
Poslednjih 10 godina hemija 1,6-naftiridina dobija na znacaju prvenstveno zbog potvrdene
antitumorske aktivnosti njegovih derivata [108]. Evidentan je sve ve¢i interes kako za sintezu
tako 1 za bioloSka ispitivanja derivata 1,6-naftiridina. Jedinjenja koja sadrze 1,6-naftiridin
primenjuju se za leCenje razliitih vrsta malignih tumora, zbog njihove antitumorske ili
antiproliferativne aktivnosti. U Tabeli 2, prikazane su ¢elijske linije na kojima su derivati 1,6-
naftiriduna pokazali antitumorsku aktivnost. Ova jedinjenja su potencijalni inhibitori veceg
broja enzima, kao §to su topo-I, mTOR, p38 mitogen-aktivirana protein kinaza, c-Met kinaza,
tirozin kinaza slezine (Syk) 1 proteasoma. Strukturni analog 1,6-naftiridina, kao §to je Genz-
644282 inhibira rak pluc¢a, debelog creva bubrega i melanoma. Pored toga, nadeno je da derivati
1,6-naftiridina imaju herbicidna, antimikrobna, antiamebic¢na, antianalgeticka, antioksidativna

Tabela 2. Celijske linije koje su koriiéene za ispitivanje antitumorske aktivnosti derivata 1,6-
naftiridina.

Tip malignog tumora

Jedinjenje debelo i¢
b leukemija dojka pluca grlu.: melanom
Crevo materice
HCC-2998
Colon 38
HT-29 Murine-p388
KM20L2 MOLM-13
ivati HCT-116 L1210 MDA-MB-435 — LLTC UACC-62
derivati ] MCF-7 H460 -
1.6- Colo 205 CPTA45 Hela LOXIMVI
J . . MGMB HOP-62
naftiridina WiDr k-562 SK-MEL-28
T-47D SW1573
SNU-C4 RPMI-82261
SW620 THP-1
SW480
CT38
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1 mnoga druga svojstva. Ova jedinjenja sa molekulima DNK ostvaruju interakcije, a deluju i
kao inhibitori receptora rasta. Pored toga, ova jedinjenja uti¢u na aktivnost polnih hormona,
pokazuju anti-HIV aktivnost, reguliSu krvni pritisk i mnoge druge metabolicke promene [108].

Naslici 13 prikazana je strukturna formula prirodnog priozvoda derivata 1,6-naftiridina,
1-metoksi-4,5,9,10-tetrahidropirido[3,2,1][ 1,6]-naftiridina-6(8H), koji je izolovan iz korena
biljke koja pripada rodu Sophora. Dokazano je da ovo jedinjenje pokazuje antibakterijsku
aktivnost.

Slika 13. Drvo Pagoda, iz ¢ijeg korena je izolovan 1-metoksi-4, 5, 9, 10-tetrahidroksi[3,2,1][1,
6]-naftiridin-6(8H).

1.3.3 Derivati 1,8-naftiridina

Do sada su najviSe izucavani derivati 1,8-naftiridina zbog njegovog antibakterijskog
dejstva, koje potice od nalidinske kiseline. Pored toga, 1,8-naftiridin i njegovi derivati pokazali
su se kao dobri ligandi za koordinovanje jona metala. Sintetisani su kompleksi 1,8-naftiridina i
njegovih derivata sa razli¢itim jonima metala, kao Sto su: Cu, Au, Zn, Mo, Re, Hg, Fe, Co, Ni,
Ru, Rh, Pd, Pt, Eu i Tr. Derivati 1,8-naftiridina su pokazali biolosku aktivnost 1 to kao anti-
HIV, antikancerogeni, antiinflamatorni, antimalarijski, antibakterijski, antiprotozoalni,
antimikobakterijski 1 antitrombocitni agensi. Derivati 1,8-naftiridina, koji imaju supstituente na
N1 i1 C7 atomima, su pokazali i citotoksi¢nu aktivnost prema kancerogenim ¢elijskom linijama
leukemije miseva P388. Nadeno je da derivat 1,8-naftiridina, vosaroksin (Slika 14), pokazuje
potencijalnu antitumorsku aktivnost i trenutno je u fazi klinickih ispitivanja. Pretpostavlja se da
ovo jedinjenje deluje tako Sto inhibira topoizomerazu II. Topoizomeraza II je jedna od meta za
antitumorske agense poput doksorubicina, etopozida, elipticina i amsakrina [109].

Slika 14. Strukturna formula vosaroksina.
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1.4 Dezoksiribonukleinska Kiselina

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) je biomakromolekul, koji se nalazi u jedru
eukariotskih celija, nosilac je naslednih informacija, odgovoran za mehanizam genetskih
procesa, rast, razvoj i starenje ¢elija. Polimer DNK je u obliku dvostruke spirale, ¢iji su lanci
antiparalelni, a izgraden je od monomernih nukleotida. U sastav nukleotida ulaze purinske
(adenin i guanin) i pirimidinske (timin i citozin) baze, monosaharid dezoksiriboza i fosfatna
grupa. Kovalentnom, N-glikozidnom vezom purinske i1 pirimidinske baza su vezane za
dezoksiribozu, grade¢i nukleozide. Nukleozidi su medusobno povezani fosfodiestarskim
vezama, gradeci nukleotide. Struktura DNK potvrdena je od strane Votsona (J. Watson) 1 Krika
(F. Crick) 1953. godine. Komplementarni lanci DNK su jedan oko drugog uvijeni gradeci
dvostruku spiralu, koja postoji zahvaljuju¢i vodoni¢nim vezama izmedu adenina jednog i
timina drugog lanca, kao 1 izmedu citozina i guanina (Slika 15a). Pored vodoni¢nih veza izmedu
komplementarnih baza, struktura DNK je stabilizovana i n—m privlaénim (steking)
interakcijama izmedu hidrofobnih aromati¢nih prstenova susednih baza unutar istog lanca
(Slika 15b). Nukleinske baze se nalaze unutar dvostruke spirale a hidrofilni deo DNK,
polianjonski dezoksiribozo-fosfatni lanac je na spoljnoj strani dvostruke spirale. DNK se javlja
u nekoliko polimorfnih oblika, a komformacije A-, B- i Z-DNK su najzastupljenije (Slika 16)
[110]. Na konformacione forme DNK ne uti¢e samo primarni niz, ve¢ i drugi faktori, kao §to
su hidratacija i jonska jacina sredine [111].

— )
guanin citozin H
[ O------H—N
adenin  timin ‘N’ ‘2/—<’N_H _______ N>—\/
. . / —( N
bazni parovi N = e Heme e o’> N—
|
. . H
n—T mterakcnjel ’
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FN N—H-=-+--Q 3
% S
N 7 NeHeoeee Ny
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vodonicne veze

(b)

()

Slika 15. Sematski prikaz dela DNK (a) sa vezama i n—m interakcijama (a,b).

Najzastupljeniji konformer pri fizioloSkim uslovima je B-DNK. Ovaj konformer desne
orjentacije ima 10 baznih parova po jednom zavoju spirale, sa smaknuéem od 36,0° po paru, i
precnikom heliksa od 2 nm. Konformacija koja je oznafena kao A-DNK je neSto Sira i
kompaktnija. Orjentacija polinukleotidnih lanaca je ista kao kod B-DNK. Ovaj konformer je
stabilan pri manjem sadrzaju vode u vlaknima (=75%). U rastvorima u kojima je koncentracija
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NaCl vec¢a od 2,5 mol/L, DNK poseduje levo orjentisanu konformaciju, koja je oznacena kao
Z-DNK. U ovoj konformaciji dvostruka spirala ima cik-cak oblik, po kome je konformacija 1
dobila ime. Z-DNK konformer je uzi u odnosu na A- i B-DNK. Spiralna struktura dva
antiparalelno orijentisana lanca formira dva zljeba, mali (minor groov) i veliki (major groov).
Ova dva Zljeba se razlikuju ne samo po veli€ini i sekvenci nukleinskih baza ve¢ i po hidrataciji,
elektrostatiCkom potencijalu i poloZaju vodonic¢nih veza. Ovi Zjebovi su pogodni za vezivanje
enzima i lekova [112].

Dezoksiribonukleinska kiselina ima vaznu ulogu u kljuénim ¢elijskim procesima, a
mnogi lekovi ispoljavaju svoje dejstvo vezivanjem za DNK. Od otkric¢a antitumorske aktivnosti
cisplatine i njenih analoga velika paznja je fokusirana na sintezu i ispitivanje antitumorske
aktivnosti jedinjenja koja sadrze jone metala. Kompleksna jedinjenja prelaznih metala, zbog
njihovih razlicitih struktura, imaju veliki potencijal da modifikuju DNK kroz razli¢ite tipove
interakcija. Zbog toga, ova klasa jedinjenja postaje predmet mnogih ispitivanja, sa primenom
za ciljanu terapiju.

Vezivanjem malih organskih i neorganskih molekula za DNK moze se zaustaviti
replikacija i transkripcija, odnosno moze se usporiti ili spreciti deoba ¢elija [113]. DNK je meta
za mnoge terapeutski vazne lekove, kao Sto su antibiotici, antivirusni i antitumorski lekovi
[114]. Mali molekuli mogu se vezati za DNK 1 na taj nacin inhibirati ili kontrolisati odredene
funkcije. Proucavanje interakcija DNK sa klinicki primenjivanim lekovima ili onim koji se
nalaze u fazi ispitivanja je veoma zna¢ajno, ne samo za razumevanje mehanizma delovanja ve¢
i za dizajniranje novih lekova. Medutim, sam mehanizam delovanja leka sa DNK jos$ uvek je
relativno malo poznat.

Slika 16. Strukrure polimorfnih oblika A-DNK, B-DNK i Z-DNK [116].

Zbog svoje veli€ine i1 slozenosti strukture, DNK ima mnogo potencijalnih mesta za
vezivanja, kako lekova tako i potencijalnih antitumorskih agenasa. Generalno postoje dva
nacina vezivanja enzima, lekova ili potencijalnih antitumorskih agenasa za DNK: ireverzibilno
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(kovalentno vezivanje) i reverzibilno (nekovalentno  vezivanje) Slika 17 [117,118].
Reverzibilno vezivanje zasniva se na nekovalentnim interakcijama izmedu molekula ili jona sa
DNK. U ovaj tip interakcija ubrajaju se: elektrostaticke interakcije, vodoni¢ne veze, van der
Valsove, hidrofobne i aromati¢ne (n—m) interakcije. Prema tome, molekuli ili joni reverzibilno
za DNK mogu se vezati elektrostaticki (fosfatno vezivanje za kicmu DNK lanca), mogu
interkalirati (grade se aromati¢ne (m—m) interakcije sa azotnim bazama izmedu kojih je
umetnuta interagujuca vrsta) ili pak se vezivati u mali ili veliki zljeb. Nedavno je nadeno da
neki kompleksi rodijuma(Ill) ostvaruju novi nacin interakcije sa DNK, koji je oznacen kao
umetanje. Pored ovih nac¢ina nadeno je da neki kompleksi metala sa DNK mogu intereagovati
na dva ili viSe nacina. Kombinacijom razli¢itih nacina vezivanja moze se poboljSati kompleks-
DNK interakcija, §to moze dovesti do bolje bioloske aktivnoste kompleksa. U Tabeli 3
prikazani su neki molekuli koji sa DNK grade kovalentne veze, interkaliraju ili ulaze u Zljebove
[119].

vezivanje za

alkllovanje interkalacija bisinterkalacija umetanje veliki Zljeb
mm
oksidacija
vezivanje za
kovalentno elektrostatlcke udenuta mali $lieb
vezivanje interakcije interkalacija ]
Pt(1I)

Slika 17. Sematski prikaz razli¢itih na¢ini interakcije lekova ili potencijalnih antitumorskih
agenasa sa DNK [117].

1.4.1 Kovalentno vezivanje

Kovalentno vezivanje je uobicajen nacin reakcije DNK sa lekovima koji se
upotrebljavaju za lecenje kancerogenih oboljenja. Veza koja se pri tome formira je nepovratna,
nastaje hemijskom reakcijom 1 dovodi do trajne modifikacije genoma, menjaju¢i njegovu
strukturu 1 funkciju. Kovalentno vezivanje dalje se moZe podeliti na reakcije alkilovanja,
koordinovanje platine(I) kompleksa 1 oksidaciju DNK. Agensi koji alkiluju DNK su lekovi
koji se najduze primenjuju u hemioterapiji. U ovu grupu agenasa spadaju azotni i sumporni
iperiti, nitrozoureaze, triazeni i etilenimini. Ova jedinjenja reaguju sa nukleofilnim delovima u
DNK, kao $to su N7 i N1 atomi nukleinskih baza guanina, odnosno adenina, pri ¢emu nastaju
kovalentni adukti, koji inhibiraju replikaciju DNK [118]. Sli¢no ovim organskim molekulima 1
kompleksi metala, nakon supstitucije liganada sa atomima azota iz nukleinskih baza mogu se
kovalentno vezati za DNK. Cisplatina sa DNK formira kovalentne veze, pri ¢emu nastaju
unutarlan¢ani i medulanc¢ani adukti (Slika 3). Slican nacin reakcija ostvaruju i analozi cisplatine
(Slika 1), kao 1 kompleksna jedinjenja drugih jona metala (Ni(II), Ru(II), Ru(IIl) itd.).
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Tabela 3. Primeri DNK interakcija poznatih agenasa [118].

Nekovalentno kovalentno vezivanje
vezivanje za zljeb DNK interkalatori
berenil aminoakridini busulfan
bisbenzimidazol arilaminoalkoholi kamptotecin
bleomucin kumarini hlorambucil
hlorokvin cistoditin J cisplatina
hromomucin A3 diplamin klomezon
diamido-2-fenilindol YO-11 YOYO-1 ciklodizon
distamycin A daunomicin jonizujuce zracenje
guanil-bisfuramidin hinolini i hinoksalini ~ azotni iperit
mitramicin etidijum-bromid nitrozoureaze:
netamicin proflavin 1,3-bis(hloroetil)-1-
netropsin ehinomicin nitrozopureaza; 1-(2-hloroetil)-
fentamidin hlorfeniramin 3-nitrozoureaza; 1-(2-hloretil)-3-
i o . (2,6-diokso-3-piperidil)-1-

pilkamicin metapirilen nitrozoureaza
SN6999 tamoksifen
SN7167 bis-naftalimid busulfan
Hoeat 33257 doksorubicin kamfotecin

M-AMSA cisplatina

indoli

Razli¢ita oksidaciona stanja 1 koordinacioni brojevi jona metala, kao i moguénost izbora
liganada, omogucavaju sintezu velikog broja kompleksnih jedinjenja, koja mogu imati visok
stepen selektivnosti u odnosu na brojne bioloSke mete. Nacin interakcija kompleksa metala sa
DNK posledica su geometrije i1 rasporeda liganada u koordinacionoj sferi jona metala. Zbog
geometrije cisplatine, dugo se smatralo da samo kompleksi koji imaju kvadratno-planarnu
geometriju, mogu da interkaliraju u DNK heliks. Kompleksna jedinjenja kvadratno-planarne
geometrije bolji su interkalatori u poredenju sa oktaedarskim 1 tetraedarskim kompleksima
[120]. Potvrdena je sposobnost interkalacije platina(Il) kompleksa, koji kao bidentatne ligande
sadrze bipiridin (bpy), fenantrolin (phen) ili terpiridin (terpy) [116]. Mononuklearni platina(1I)
kompleks, [Pt(phen)(en)]*" (gde je phen = 1,10-fenantrolin, en = etilendiamin) moze da
interkalira izmedu baznih parova DNK. Medutim, u oktaedarskim kompleksima, kao S$to je
[Co(phen)s]** ili [Ru(phen);]**, geometrijski raspored phen liganda moZe da ometa potpunu
interkalaciju. Kompleksno jedinjenje [Ru(phen)>Cl2] ne moze se kovalentno vezati za DNK
zbog sternog efekta voluminoznog phen liganda. Ispitivanja u kojima su poredena kompleksna
jedinjenja cinka(II) (tetraedarski kompleksi) i kobalta(Il) (oktaedrski kompleksi), koja sadrze
porfirinski prsten kao ligand, pokazala su da kompleksno jedinjenje kobalta(Il) interkalira u
DNK, dok je interkalacija kompleksa cinka(Il) bila inhibirana prisustvom vode u aksijalnom
polozaju. Jasno je da razli¢iti kompleksi prelaznih metala mogu na razliCite nacine intereagovati
sa molekulom DNK.

Posebno su dizajnirani neki Pt(IV) i Ru(Il) kompleksi, koji tek nakon fotoaktivacije se
kovalentno vezuju za DNK, ¢ime se moze kontrolisati citotoksi¢ni mehanizam njihovog
delovanja. Na ovaj na¢in moze se prevazic¢i toksicnost, koja se obi¢no povezuje sa agensima za
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alkilovanje DNK, kao i sa cisplatinom i njenim derivatima [118]. Trinuklearni platina(Il)
kompleks BBR3464 (Slika 5, kompleks 2) sadrzi dva hlorido liganda, koji se mogu supstituisati
sa atomima azota purinskih ili pirimidinskih baza i na taj na¢in nagraditi kovalentnu vezu sa
DNK. Pored toga ovo kompleksno jedinjenje zbog centralnog Pt(I) jona, koji u koordinacionoj
sferi sadrzi 4 atoma azota, sa DNK moZze nagraditi vodonocne veze, ili elektrostaticke
interakcije zbog +4 naelektrisanja.

U slucaju oksidacije DNK, kovalentno vezivanje je posledica interakcije sa reaktivnim
vrstama koje sadrze kiseonik (reactive oxygen species, ROS) ili sa oksometalatima. Nastajanje
ROS vrsta obicno je katalizovano prisustvom jona metala, koji aktivira molekul kiseonika i
redukuje ga. U ovom procesu nastaju reaktivni intermedijere, kao $to su superoksidi (02*" ) 1
vodonik-peroksid (H20>), koji mogu dalje reagovati gradec¢i hidroksilne radikale (HO®) i druge
metal-okso vrste [121]. U reakciji ROS-a (ili metal-okso vrsta) sa DNK obi¢no nastaju razlicite
mutagene modifikacije, u zavisnosti od prirode radikala i od nukleobaza, a u reakciji sa
dezoksiribozom dolazi do izdvajanja vodonika i1 stupnjevitih radikalskih reakcija koje se
zavrSavaju skrac¢ivanjem heliksa [122].

1.4.2 Nekovalentno vezivanje
Nekovalentni nadin vezivanja moze se ostvariti putem elektrostati¢kih interakcija,
interkalacijom, vezivanjem za mali ili veliki Zljeb, umetanjem i udenutom interkalacijom.

Elektrostaticke interakcije. Elektrostaticke interakcije su tip nekovalentnog vezivanja,
koji se javlja izmedu malih, pozitivno naelektrisanih jona i negativnog naelektrisanja fosfatnih
grupa DNK. Katjonske vrste, kao $to su joni metala ili poliamini, vezuju se duz DNK skeleta-,
ostvarajuéi nespecificne interakcije sa negativnim naelektrisanjem fosfatnih grupa [118].
Elektrostaticke interakcije izazivaju neznatnu promenu u strukturi DNK i obi¢no predstavljaju
prvi korak u vezivanju kompleksa metala za DNK. Ovaj tip interakcija zavise od jonske jacine
rastvora, 1 sa njenim opadanjem elektrostaticke interakcije izmedu kompleksnih jona metala ili
poliamini sa DNK se smanjuju [119].

Pored elektrostatickih interakcija, kompleksna jedinjenja i drugi molekuli mogu
istovremeno sa atomima kiseonika iz fosfatnih grupa nagraditi vodonic¢ne veze (elektrostaticki
pojacane vodoni¢ne veze). Polinuklearni kvadratno-planarni tetraam(m)inski platina(Il)
kompleksi vezuju se za fosfatne grupe DNK a interakcija je nazvana fosfatno vezivanje. U
ovom tipu interakcije aminske N-H grupe grade vodoni¢ne veze sa kiseonikovim atomima iz
fosfatnih grupa DNK, pri ¢emu jedan atom kiseonika ostvaruje dve vodoni¢ne veze sa
am(m)inima koji se nalaze u koordinacionoj sferi platine(Il) (Slika 18a). U zavisnosti od toga
da li pozitivno naelektrisana vrsta interaguje sa jednim ili dva lanca DNK, ovo vezivanje moZe
da bude unutarlan¢ano ili medulancano. Kada se povezuju fosfatne grupe istog lanca, to
vezivanje se naziva unutarlancano fosfatno vezivanje ili vezivanje duz fosfatne kicme (od eng.
backbone tracking). Kod medulancanog fosfatnog vezivanja razlikujemo dva nacina vezivanja,
u zavisnosti od toga da li se vezivanje lanaca vr$i poprecno ili uzduzno. Kod popre¢no fosfatnog
vezivanja, pozitivno naelektrisana vrsta interaguje istovremeno sa najvise dve fosfatne grupe
sa istog lanca, stoga se ovaj na¢in vezivanja moze nazavati premoscavanje Zljeba (od eng.
groove spanning). S druge strane, kod uzduznog fosfatnog vezivanje, u interakcijama ucestvuje
tri ili viSe fosfatnih grupa lanca. Vezana vrsta se pruza duz lanca DNK, prekrivajuéi Zljeb, i
istovremeno ometajuci prilaz ka njemu. U ovim interakcijama ne ucestvuju azotne baze DNK,
stoga se ovaj nacin vezivanja naziva prekrivanje zljeba (od eng. groove covering).Ovaj tip
interakcije sa DNK ostvaruje trinuklearni kompleks TriplatinNC-A (Slika 5, kompleks 4), koji
se vezuje za fosfatne grupe duz istog lanca (ili unutarlanc¢ano fosfatno vezivanje, Slika 18b), ili
premos¢ava mali Zljeb (od eng. minor groove spanning). Primenom metode molekulskog
dokinga ispitivane su interakcije kompleksa 17, 18 1 19 (Slika 8), kao 1 njihovih akva derivata
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sa DNK. Nadeno je da se hlorido kompleksi vezuju za mali zljeb koji je bogat A-T sekvencom,
dok akva derivati, zbog visokog pozitivnog naelektrisanja, ostvaruju elektrostaticke interakcije,
koje su prvi put opisane na ovim primerima i nazvane su prekrivanje malog zljeba (od eng.
minor groov covering).

TriplatinNC-A N
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HaN N—(CH )5/ :2 N
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Slika 18. Sematski prikaz vodoniénnih veza koje nastaju izmedu kiseonikovog atoma fosfatnih
grupa DNK i amino N-H grupa, koji se nalaze u koordinacionoj sferi platine(Il) (a). Prikaz
vezivanja TriplatinNC-A duz fosfatne kicme DNK preuzet iz Proitenske baze podataka (PDB),
iz kristalne struktue sa pdb kodom 2DYW [75].

Interkalacija. Pocetkom 60-ih godina proslog veka L. S. Lerman (Leonard Solomon
Lerman) proucavaju¢i nacine interakcije akridina i proflavina (Slika 19a) sa DNK, da bi
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objasnio jak afinitet ovih molekula za DNK, predlozio je novi nacin interakcije koji je nazvan
interkalacija (Slika 19¢) [123]. U svojoj strukturi interkalatori obi¢no imaju aromati¢ne
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Slika 19. Strukturne formule interkalatora (a, b). NajceS¢e proucavani interkalirajuci ligandi

(c).
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prstenove koji mogu biti kondenzovani i imaju pozitivno naelektrisanje. Na slici 19b prikazane
su strukturne formule interkalatora etidijum-bromida i proflavin-hlorida. Za interkalaciju je
karakteristi¢an ulazak planarnih aromati¢nih molekula ili liganada izmedu baznih parova DNK
sa kojima ostvaruju m—m steking interakcije. Interkalatori pokazuju manju selektivnost u
poredenju sa molekulima ili jonima koji ulaze u Zljebove (interaguju sa azotnim bazama, ali ne
grade sa njima steking interakcije). Dokazano je da postoji specifican nacdin interakcije
aromati¢nih prstenova modifikovanih polinuklearnih kompleksa. Interkalacija dovodi do
povecanja rastojanja izmedu baznih parova, pri ¢emu dolazi do distorzije spirale i izduzenja
DNK, sto je praceno odmotavanjem heliksa [119]. Strukturne modifikacije izazvane
interkalatorima mogu dovesti do funkcionalnih promena, kao Sto je inhibicija transkripcije i
replikacije, koje mogu usporiti ili spreciti rast ¢elija. Interkalatori su planarni a njihova prosec¢na
povrsina je ~28 A® [116]. Neki od najviSe proucavanih liganada, koji imanju svojstva
interkalatora prikazani su na slici 19c. Na slici 20 prikazana je struktura klasi¢ne interkalacije
antitumorskog agensa elipticina za DNK.

ZT

=

+

Slika 20. Prikaz klasi¢ne interkalacije antitumorskog agensa elipticina za DNK. Preuzet iz
Proitenske baze podataka (PDB), iz kristalne strukture sa pdb kodom 1Z3F [124].

Koordinovanjem organskih aromati¢nih liganada za jone d-metala, nastaje nova klasa
interkalatora (metalointerkalatori) [125]. Aromati¢ni ligandi metalointerkalatora interkaliraju
izmedu baznih parova zahvaljuju¢i n—n steking interakcijama, dok drugi neinterkalirajuci
ligandi ovih molekula mogu ostvariti interakcije sa zljebovima, zbog ¢ega je ponekad teSko
razlikovati interkalaciju 1 interakciju sa zljebovima. U zavisnosti od strukture, neki
metalointerkalatori mogu imati 1 udenutu interkalaciju (od eng. threading intercalation), kod
koje planarni deo interagujuce vrste gradi steking interakcije sa azotnim bazama, dok ostatak
interaguje sa malim ili velikim zljebom DNK [126].

Umetanje. Ovaj tip interakcije kompleksa sli¢an je interakciji metalointerkalatora sa
DNK. Kompleksi metala, koji sadrze planarne ligande, ulaze u DNK putem umetanja a ligand
ostvaruje interakcije sa baznim parovima. Medutim, dok metalointerkalatori uzrokuju
odmotavanje DNK spirale, jer aromaticni ligandi interkaliraju izmedu baznih parova, ova vrsta
kompleksa zamenjuje jednu nukleinsku bazu a sa drugom ostvaruje w interakcije (Slika 21a).
[125]. Ova vrsta interakcije lako se moze prepoznati u in vivo uslovima [127]. Kompleks
[Rh(bipi)2(chrisi)] koji ostvaruje ovaj tip interakcije sa DNK prikazan je na slici 21b. Ova vrsta
kompleksa moze ciljano reagovati sa DNK 1 predstavlja obecavajuca jedinjenja za primenu u
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hemioterapiji, koja imaju potpuno drugaciji mehanizam delovanja u poredenju sa cisplatinom i
doksorubicinom.
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Slika 21. Prikazi strukture u kojoj je [Rh(bipy)2(chrisi)] (chrisi je 5,6-hrizenhinolindiimin)
kompleks umetnut u staking strukturu DNK. Struktura je preuzeta iz Proitenske baze podataka
(PDB), iz kristalne strukture sa pdb kodom 3GSK [128] (a). Strukturna formula umetanje,
[Rh(bipi)2(chrisi)] kompleksa (b).

Vezivanje za veliki i mali Zljeb. Interakcija molekula ili jona sa malim ili velikim
zljebom DNK ostvaruje se zahvaljujuéi elektrostatickim, van der Valsovi i hidrofobnim
interakcijama kao i gradenjem vodoni¢nih veza (Slika 22) [129]. Mali i veliki zljeb u B-DNK
konformaciji razlikuju se u elektrostatickom potencijalu, moguénosti gradenja vodoni¢nih veza,
sternom efektu 1 hidrataciji. U poredenj sa malim Zljebom, u velikom Zljebu se nalazi vise
funkcionalnih grupa, zbog ¢ega se veliki broj proteina vezuje upravo za ovaj zljeb [130].
Medutim, mali molekuli stupaju u interakcije sa malim zljebom DNK u kome su favorizovane
van der Valsove interakcije. Klasi¢ni molekuli koji ulaze u mali Zljeb sadrZe nekondenzovane
aromatic¢ne prstenove, koji mogu da rotiraju 1 zauzmu pogodne konformacije za ulazak u ovaj
zljeb [131]. Kao $to je ranije pomenuto ovaj Zljeb je uZi i sadrzi viSe A-T od G-C sekvence,
tako da mali zljeb poseduje veci elektronegativni potencijal [129,132]. Dodatna specificnost, a
takode 1 stabilnost Zljebova je posledica intermolekulskih vodoni¢nih veza (Slika 15).

6AST
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Slika 22. Prikaz vezivanja antitumorskog agensa u malom (a) i velikom Zljebu (b) DNK.
Strukture su preuzete iz Proitenske baze podataka (PDB), iz kristalnih struktua sa pdb kodom
6AST (a) 1 IBWG (b) [133,134].

Molekuli ili joni koji ulaze u mali zljeb mogu formirati vodoni¢ne veze sa A-T
parovima, preko kiseonika koji se nalazi u polozaju C2 timina i atoma azota N3 adenina (Slika
23a). Medutim, vodoni¢ne veze izmedu guanina i citozina u G-C paru inhibiraju vodoni¢no
vezivanje malih molekula ili jona za N3 atom guanina (Slika 23b). Postojanje vodoni¢ne veze
izmedu atoma kiseonika u polozaju C2 citozina i amino grupe guanina inhibira ulazak malih
molekula ili jona u mali zljeb u polozaju G-C para [130,131]. Prirodni antibiotik netropsin zbog
svoje strukture vezuje se u malom zljebu, koji je bogat A-T parovima. Pored toga, molekuli kao
Sto su 2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-karboksamidin (DAPI) i Hoechst 33258 takode se vezuju
u malom zljebu.

9 ------- H—N 7 ﬁ N—H------- O\ ﬁ
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Slika 23. Prikaz parova nukleinskih baza, vodoni¢nih veza koje oni grade, kao 1 akceprorskih
atoma u malom 1 velikom zljebu [127].

Kompleksna jedinjenja rutenijuma(Il) sa voluminoznim ligandima, kod kojih je
favorizovano gradenje vodoni¢nih veza sa DNK, mogu da udu samo u veliki Zljeb. Tako na
primer, A-[Ru(TMP);]** (TMP = 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolin) i [Ru(phen)>(11-(9-
Yakridinil)dipirido[3,2-a:20,30-c]fenazin)]** intereaguju samo sa C-G baznim parovima velikog
zljeba. Kompleksno jedinjenje bakra, [ Cu(ferocenilmetilbis(2-piridilmetilamin)(dppz)](ClO4)a,
sa DNK ostvaruje isti nacin interakcije. Tetrakatjonski spiralni supramolekulski cilindar,
[Fea(CasH20N4)3]Cly je jedno od prvih kompleksnih jedinjenja za koje je utvrdeno da stupa u
interakciju sa velikim zljebom [119].

Dvostruki nacin vezivanja. Analizom struktura jedinjenja koja se vezuju za DNK, moze
se zakljuciti koje su to strukturne karakteristike za pojedine, gore opisane nacine vezivanja.
Postojanje aromati¢nih prstenova, naroCito kondenzovanih, uslov je za interkalaciju molekula,
kao Sto je postojanje jona metala, koja nisu sterno zaklonjena i imaju koordinovane lako
odlazec¢e ligande, uslov za kovalentno vezivanje molekula ili jona za DNK. Pokazalo se da
jedinjenja koja imaju visSestuko pozitivno naelektrisanje, imaju afinitet da se elektrostaticki
vezu za fosfatnu kiému DNK, dok vezivanje za Zljeb nema jasno izrazene strukturne
karakteristike. Pokazano je da voluminozna jedinjenja imaju veci afinitet vezivanja za veliki
zljeb. Ukoliko neko jedinjenje poseduje istovremeno dve ili viSe strukutrnih karakteristika,
moguce je da ostvare dvostruki nacin vezivanja za DNK.
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Koordinaciono nezasi¢eni kompleksi ili kompleksi koji sadrze labilne ligande mogu se
za DNK vezati istovremeno kovalentnom vezom 1 interkalirati. Jedan od prvih proucavanih
metalointerkalatora je kvadratno-planarni [Pt(phen)(en)](NO3). kompleks (phen = 1,10-
fenantrolin, en = etilendiamin (Slika 24a) [117]. Na osnovu podataka rendgenske strukturne
analize zakljuc¢eno je da kompleks reaguje sa DNK na nacin sli¢an klasi¢nom interkalatoru
etidijum-bromidu. Interkalacija nije ograni¢ena samo na kvadratno-planarne komplekse.
Sposobnost interkalacije kompleksa zavisi od njihove geometrije, simetrije, kao 1 od
sposobnosti liganada da interkaliraju. Oktaedarski kompleksi cinka, iridijuma, gvozda, kobalta,
osmijuma, rodijuma i rutenijuma kao i tetraedarski kompleksi kobalta(Il) ([Co(phen)2]*",
[Cu(phen)2]*") su sintetisani i potvrdeno je da sa DNK ostvaruju interakcije tipa interkalacija.

©

Slika 24. Strukturne formule metalointerkalatora [Pt(phen)(en)](NOs)2 (a), fleksibilnog Pt(II)
bisinterkalatora (b) 1 udenutog interkalatora naftalen-diimid (c).

Bisinterkalacija. Bisinterkalatori su bifunkcionalni molekuli, koji u svojoj strukturi
sadrze dva aromatic¢na interkaliraju¢a prstena, koji su povezani alifaticnim lancem i imaju
sposobnost istovremene interkalacije (Slika 24b). Ovi molekuli ¢esto se jace vezuju za DNK u
poredenju sa monointerkalatorima [130]. Pove¢anjem broja aromati¢nih prstenova, moze se
posti¢i veca selektivnost 1 specificnost vezivanja za DNK. Pored toga, alifati¢ni niz, koji
povezuje dva aromati¢na dela ovih molekula, mogu sa DNK nagraditi vodoni¢ne veze, van der
Valsove interakcije ili u¢i u zljebove [117].

Udenuta interkalacija. Specifican naCin interakcije molekula ili jona sa DNK, koji
mogu istovremeno da interkaliraju, dok se ostatak molekula vezuje unutar zljeba. Planarni deo
molekula izgleda kao da je udenut u steking arhitekturu DNK, dok preostali deo viri izvan
steking strukture, interaguju¢i sa zljebom. Stoga je ovaj nacin vezivanja nazvan udenuta
interkalacija. Ovaj tip interkalatora ¢esto sadrzi voluminozne grupe, koje su obi¢no 1 pozitivno
naelektrisane. Aromati¢ni deo ovih interkalatora, interkalira izmedu baznih parova, dok se
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katjonski supstituenti vezuju za mali 1 veliki Zljeb, a u nekim sluc¢ajevima i sa fosfatnom
ki¢mom. Naftalen diimid je tipi¢an primer ovog tipa interkalatora i njegova struktura prikazana
je na slici 24c. Ovaj tip interkalacije dovodi do znatnih strukturnih promena u DNK, koje su
pracene raskidanjem vodoni¢nih veza ili n—n interakcija. Sporija disocijacija ovih interkalatora
u poredenju sa klasi¢nim moZze imati vaznu ulogu u inhibiciji transkripcije i replikacije DNK.
Prirodni antraciklin antibiotik nogalamicin, veoma sporo disosuje i pokazuje visok stepen
citotoksi¢nosti [117]. Nogalamicin ima Secerne jedinice na oba kraja planarne aglikonske
hromofore (Slika 24). Seéerne jedinice nisu planarne, zbog &ega ne uéestvuju u interkalaciji.
Potvrdeno je da kod ove strukture, Secerne jedinice interraguju i sa malim 1 sa velikim zljebom
(Slika 24). Da bi doslo do interkalacije, DNK mora ili da se privremeno otvori ili savija duz ose
heliksa da bi omogucila umetanje hromofora izmedu parova baza. Konformaciona promena
nogalamicina je prime¢ena u aduktu sa DNK, posmatrano u odnosu na slobodni nogalamicin.
Vezivanje nogalamicina za DNK izaziva ozbiljnu deformaciju baznih parova interkalacionog
mesta, u geometrijama vodoni¢nog vezivanja leka i stepenu hidratacije. Polozaj leka u ovom
aduktu je stabilizovan brojnim nekovalentnim interakcijama, ukljuujuéi van der Valsove
interakcije i vodoni¢ne veze sa rastvarac¢em i DNK heliksom.

Slika 24. Prikazi strukture nogalamicina i nogalamicin-DNK adukta, kod koje se lek vezuje za
DNK preko udenute interkalacije. Struktura adukta je preuzeta iz Proitenske baze podataka
(PDB), iz kristalnih struktura sa pdb kodom 182D [135].

Koordinacija i interkalacija. Kompleksi metala koji imaju aromati¢ne ligande, za DNK
se mogu vezati kovalentno (jon metala) ili interkalirati (aromati¢ni ligand). Tipi¢an primer
kompleksa koji u reakciji sa DNK se kovalentno vezuje 1 interkalira je
[PtCl(en)(ACRAMTU)](NO3)2, (ACRAMTU je 1-[2-(akridin-9-ilamino)etil]-1,3-
dimetiltiourea, Slika 25a). Ovo kompleksno jedinjenje sa DNK formira monofunkcionalne
adukte, sa istovremenom interkalacijom akridinske hromofore izmedu baznih parova koji se
nalaze u neposrednoj blizini mesta koordinovanja (Slika 26).

Koordinovanjem za N7 atom guanina 1 interklacijom u veliki zljeb nastaje dominantni
Pt/DNK adukt (80%). Pored ovog nacina [PtCl(en)(ACRAMTU)](NO3). kompleks se moze
vezati 1 za N3 atom iz adenina i interkalirati u mali zljeb (20%). Ovaj nacin interakcije potvrden
je primenom NMR spektroskopije. U ovim reakcijama ne formiraju se bifunkcionalni adukti sa
DNK, ne dolazi do spiralnog savijanja, ali u blizini mesta kordinovanja primeceno je
odmotavanje heliksa [117].
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Slika 25. Strukturne formule kompleksa koji sa DNK ostvaruju dvostruki nacin vezivanja -
koordinacija i interkalacija, [PtCl(en)(ACRAMTU)]*" (a), umetanje, [Rh(bpi)2(chrisi)] (b),
koordinacija i umetanje, dinuklearni mesSoviti kompleks Rh(III)/Pt(II) (c¢1id).




Slika 26. Prikazi strukture u kojoj [PtCl(en)(ACRAMTU)] kompleks istovremeno interkalira i
koordinaciono se vezuje za DNK. Struktura je preuzeta iz Proitenske baze podataka (PDB), iz
kristalne strukture sa pdb kodom 1XRW [136].

Koordinovanje i umetanje. Dinuklearni mesSoviti kompleks rodijuma(III) (Slika 25¢) i
platine(II) je prvi sintetisani kompleks za koji je nadeno da se za DNK moze kovalentno vezati
i istovremeno umetati. Platina(Il) se kovalentno vezuje, a deo kompleksa koji sadrzi
rodijum(IIT) sa DNK ostvaruje interakciju umetanjem. U kompleksnom jedinjenju
[Rh(chrisi)(phen)(DPE-PtCI(NH3)2)]Cls, gde je DPE = 1,1-di(piridin-2-il)etanol) (Slika 25d),
Pt(II) jon moze sa DNK nagraditi samo jednu kovalentnu vezu, a ispitivanja su pokazala da to
nije N7 atom guanina ve¢ N3 adenina u malom Zljebu [132].

Koordinovanje i vezivanje u Zljebove. Modifikovanjem kompleksnih jedinjenja, koja su
strukturno sli¢na cisplatini, moze se posti¢i dvostruka interakcija sa DNK 1 to putem
kovalentnog vezivanja i vezivanjem pogodnih liganada u zljebove. Na slici 27 prikazano je
kompleksno jedinjenje platine(Il) sa distamicinom, koji se sli¢no netropsinu vezuje za mali
zljeb [117].

Slika 27. Strukturna formula kompleksnog jedinjenja platine(Il) sa distamicinom (* - hiralni C-
atom).
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2. PREDMET ISTRAZIVANJA

Naucna istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije obuhvataju sinteze i
karakterizacije dinuklearnih kompleksa platine(Il), koji kao mostne ligande sadrze 1,5-
naftiridin (1,5-nphe) ili 1,6-naftiridin (1,5-nphe), ispitivanje njihovih interakcija sa bioloski
vaznim molekulima (DNK, BSA, HSA i N-acetilovanim metionil-glicinom (Ac-L-Met-Gly)),
primenu molekulskog dokovanja, kao i bioloska ispitivanja. Zadaci u okviru ovih istrazivanja

su:

1.

Sinteza dinuklearnih kompleksa platine(Il), opSte formule [{Pt(L)Cl}2(u-
X)](ClOs4)2, gde je X 1,5-naftiridin (1,5-nphe, Pt1-Pt7) ili 1,6-naftirid (1,6-nphe,
Pt8 1 Pt9) mostni ligand. Ligand L je 2NH3 (amminski ligand) u Ptl i Pt8
kompleksima ili bidentatno koordinovani diaminski etilendiamin (en, Pt2 i Pt9),
(£)-1,2-propilendiamin (1,2-pn, Pt3), trans-(+)-1,2-diaminocikloheksan (dach, Pt4)
1,3-propilendiamin (1,3-pd, PtS), 2,2-dimetil-1,3-propilendiamin (2,2-diMe-1,3-pd,
Pt6) i (¥)-1,3-pentandiamin (1,3-pnd, Pt7). Karakterizacija kompleksa izvrSice se
primenom spektroskopskih metoda, UV-Vis (ultravioletna-vidljiva
spektrofotometrija), NMR (‘H i 3C) (nuklearno-magnetno-rezonantna
spektroskopija), IR (infra-crvena spektroskopija) 1 MS (masene spektrometrije,
Pt1-Pt7).

. Primenom UV-Vis spektrofotometrije 1 fluorescentne spektroskopije ispitivace se

interakcije sintetisanih kompleksa da CT-DNK (Pt1-Pt9), BSA (Pt8 i Pt9) i HSA
(Pt2, Pt3 1 PtS). Rekcije akva derivata Pt2, Pt3 1 PtS kompleksa (Pt2w, Pt3w 1
PtSw) sa N-acetilovanim metionil-glicinom (Ac-L-Met-Gly) ispitivade se
primenom 'H NMR spektroskopije.

. Metodom molekulskog dokinga ispitivae se nacini interakcija dinuklearnih

platina(Il) kompleksa sa DNK, HSA i1 BSA. Metodom kvanto-mehanickih
proracuna NMR spektara ispitivace se nacini koordinovanja 1 reakcije Pt2w, Pt3w
1 PtSw kompleksa sa Ac-L-Met-Gly.

Citotoksicni potencijal Pt1-Pt7 kompleksa u in vitro uslovima ispitivace se na
tumorskim ¢elijskim linijama miSeva, karcinom dojke (4T1), debelog creva (CT26)
i pluc¢a (LLC1), kao 1 na zdravim ¢elijskim linijama (humane ¢elije fibroblasta pluca
(MRC-5) i mezenhimalne mati¢ne ¢elije miSa (MSC) izolovane iz koStane srzi).
Citotoksicni potencijal Pt8 1 Pt9 kompleksa u in vitro uslovima ispitivace se na
tumorskim ¢elijskim linijama miSeva (karcinom dojke (4T1) i debelog creva
(CT26)), kao 1 na humanim tumorskim ¢elijskim linijama (karcinom dojke (MDA-
MB-468), debelog creva (HCT-116) i pluc¢a (A549)). Predvideno je i ispitivanje na
zdravim mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama misa (MSC).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Hemikalije i reagensi

Kalijum-tetrahloridoplatinat(Il) (K>[PtCls]), etilendiamin (en), (£)-1,2-propilendiamin
(1,2-pn), trans-(£)-1,2-diaminocikloheksan (dach), 1,3-propilendiamin (1,3-pd), 2,2-dimetil-
1,3-propilendiamin (2,2-diMe-1,3-pd), (¥)-1,3-pentandiamin (1,3-pnd), 1,5-naftiridin (1,5-
nphe), 1,6-naftiridin (1,6-nphe), dezoksiribonukleinska kiselina izolovana iz grudne zlezde
teleta (CT-DNK), govedi serum albumin (BSA), humani serum albumin (HSA), 3,8-diamino-
5-etil-6-fenilfenantridinium bromid (ethidium-bromid, EtBr), fosfatni pufer (PBS, pH 7,4; 2,7
mM KCI; 137 mM NaCl) i deuterijum-oksid (D20) su komercijalno dostupne hemikalije 1
nabavljene su od Sigma-Aldrich Chemical Co. Sve hemikalije upotrebljene u ovom radu bile
su analitiCkog stepena CistoCe. Dipeptid L-metionilglicin (L-Met-Gly) nabavljen je od
kompanije Bachem A. G. Terninalna amino grupa u ovom dipeptide acetilovana je po postupku
koji je publikovan u literaturi [137]. Mononuklearni kompleksi cis-[PtCl2(NH3)2], [Pt(L)CL2] (L
je en, 1,2-pn, dach, 1,3-pd, 2,2-diMe-1,3-pd, 1,3-pnd), koji su upotrebljeni kao polazne
supstance za sintezu odgovaraju¢ih dinuklearnih kompleksa platine(I) sintetisani su po
modifikovanim postupcima koji su publikovani [138-140]. Sastav 1 cisto¢a kompleksa
provereni su primenom elementalne mikroanalize, UV-Vis spektrofotometrije (ultravioletna-
vidljiva spektrofotometrija) kao i NMR ('H i '*C) (nuklearno-magnetno-rezonantna
spektroskopija) 1 IR spektroskopije (infra-crvena spektroskopija). Bidestilovana voda koja je
demineralizovana (otpornost > 10 MQ-cm) upotrebljena je za pripremanje rastvora.

3.2 Fizicka merenja

Za merenje pH vrednosti koriS¢en je pH-metar Mettler Toledo Seven Copmact S220-U,
koji je kalibrisan u odnosu na Metler Toledo puferske rastvore za pH = 4,0 i pH = 7,0. Sva pH
merenja su radena na 25 °C.

Elementalne mikroanalize za C, H, i N parametre radene su u Mikroanalitickom
odeljenju Hemijskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Elektronski apsorpcioni spektri (UV-Vis) su snimljeni na Shimadzu UV-Vis
spektrofotometru, koji je opremljen sa termostatom u kvarcnim kivetama Suprasil debljine 1,00
cm. Koncentracije rastvora dinuklearnih platina(Il) kompleksa bile su 5-10~> M. UV-Vis spektri
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su snimani u opsegu od 200 nm do 400 nm na 25 °C. Eksperimentalni rezultati su obradivani
primenom kompjuterskog programa Microsoft Office Excel.

Fluorescentna merenja su radena na RF-1501 PC spektrofotometru (Shimadzu, Japan).
Ekscitacija i emisija rastvora snimane su na 10 nm.

Infra-crveni (IR) spektri su snimljeni na Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR
spektrometru, primenom KBr tehnike. Spektri su snimani u opsegu od 450 — 4000 cm ™.

Nuklearno-magnerno rezonantni (NMR) 'H i '3C spektari snimnjeni su u deuterisanoj
vodi (D20) kao rastvaracu uz primenu trimetil-sililpropan-3-sulfonat (TSP) kao referentnog
standarda (‘H na 200 MHz, '3C na 50 MHz)). Spektri su snimani na Varian Gemini 200 MHz
spektrometru. Hemijska pomeranja su data u ppm, a konstante kuplovanja u hercima (Hz).

Masena spektroskopija visokog razlaganja (HRMS) sintetisanih jedinjenja je izvrSena
na Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC/MS masenom spektometru na Univerzitetu u
Ljubljani.

3.3 Sinteza dinuklearnih kompleksa platine(II)

Sintetisani dinuklearni platina(Il) kompleksi su opste formule [{Pt(L)Cl}2(z-
X)](ClOs4)2. Kada je X mostni 1,5-naftiridinski ligand (1,5-nphe), L je 2NH3 (Ptl), en (Pt2),
1,2-pn (Pt3), dach (Pt4), 1,3-pd (Pt5), 2,2-diMe-1,3-pd (Pt6) ili 1,3-pnd (Pt7), dok u slucaju
kada je X mostni 1,6-naftiridinski ligand (1,6-nphe), L je 2NH3 (Pt8), odnosno en (Pt9).
Kompleksi su sintetisani po postupcima koji su opisani u literaturi, polaze¢i od mononuklearnih
cis-[PtCI>(NH3)2] kompleksa, odnosno [Pt(L)Clz] kompleks [84,85,141,142].

Sintetisani mononuklearni cis-[PtClo(NHs)2] 1 [Pt(L)Cl2] kompleksi su prevedeni u
odgovarajuée monodimetilforamid komplekse, cis-[PtCI(NH3)2(DMF)]", odnosno u
[Pt(L)CI(DMF)]" kompleks. U suspenziju koja sadrzi 0,30 mmol cis-[PtClo(NH3)2], odnosno
[Pt(L)Cl2] kompleksa u dimetilformamidu (DMF) dodato je 49,26 mg (0,29 mmol) AgNOs3,
molski odnos Pt(Il):AgNO3 = 1:0,98. Reakciona smesa ostavljena je na mesalici u mraku za
vreme od 24 h. Talog AgCl odvojen je cedenjem a rastvor svetlo-zute boje koji sadrzi cis-
[PtCI(NH3)2(DMF)]" odnosno [Pt(L)CI(DMF)]* kompleksni jon upotrebljen je za sintezu
odgovaraju¢ih dinuklearnih kompleksa platine(Il), koji sadrze 1,5- odnosno 1,6-naftiridinski
mostni ligand. U dimetilformamidu rastvoreno je 19,5 mg (0.15 mmol) 1,5-naftiridina ili 1,6-
naftiridina. U ovaj rastvor dodat je rastvor koji sadrzi cis-[PtCI(NH3)2(DMF)]" ili
[Pt(L)CI(DMF)]" kompleksni jon. Reakciona smesa ostavljena je na mesalici u mraku za vreme
od 24 h. Nakon uparavanja rastvaraca na rotacionom vakuum uparivacu, suvi ostatak je ispran
nekoliko puta etrom, a zatim je rastvoren u vodenom rastvoru LiClO4 (0,5 M). 1z dobijenog
rastvora izdvojio se talog Zute boje, dinuklearnih kompleksa platine(Il), koji je odvojen
cedenjem, ispran metanolom, a zatim etrom 1 osuSen pod standardnim uslovima. Prinos
dinuklearnih [{Pt(L)C1}2(1~X)](C104)2 kompleksa bio je izmedu 35 i 64%. Cistoca i sastav
kompleksa potvrdeni su primenom elementalne mikroanalize, NMR ('H i 3C) i IR
spektroskopije, kao 1 UV-Vis spektrofotometrije. Struktura Pt1-Pt7 dodatno je potvrdena i
primenom ESI-HRMS spektroskopije.

IzraCunato za [cis-{PtCI(NHz3)2}2(-1,5-nphe)](ClO4)> (Ptl) (CsHisNsCl4OgPt2: Mr =
858,23): C, 11,20%; H, 2,11%; N, 9,79%. Nadeno: C, 11,13%; H, 2,19%; N, 9,65%. 'H NMR
(200 MHz, D20, 6, ppm): 8,24 (dd, 2H, C3H, C7H), 9,69 (d, 2H, C4H, C8H), 10,38 (d, 2H,
C2H, C6H). *C NMR (50 MHz, D,0, §, ppm): 130 (C3,C7), 147 (C4,C8), 147 (C4a,C8a), 161
(C2,C6). IR (KBr, v, cm™): ~3299, 3225 (vas(N-H)); 1622, 1514 (C=N/C=N 1,5-naftiridin);
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1093, 1083, 625 (ClO47). UV-Vis (H20, Amax, nm): 317 (¢ = 10,5-10° Mlem™). ESI-HRMS
(CH3CN): [[{PtCI(NH3)2}2(s-1,5-nphe)]Cl04]" (m/z = 758,97), [PtCI(NH3)2(u-1,5-nphe)]”
(m/z = 395,04), [{PtCI(NH3)2}2(-1,5-nphe))** (m/z = 328,51), [PtCI(NH;3)2]" (m/z = 262,98).

IzraCunato za [{Pt(en)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClO4)2 (Pt2) (Ci2H22NeClsOgPto: Mr =
910,31): C, 15,83%; H, 2,44%; N, 9,23%. Nadeno: C, 15,48%; H, 2,56%; N, 8,99%. '"H NMR
(200 MHz, D,0, 6, ppm): 8,17 (m, 2H, C3H, C7H), 9,61 (d, 2H, C4H, C8H), 10,25 (d, 2H,
C2H, C6H). 1*C NMR (50 MHz, D,0, §, ppm): 129 (C3,C7), 141 (C4,C8), 147 (C4a,C8a), 159
(C2,C6). IR (KBr, v, em™): ~ 3280-3197 (vas(N-H)); 1631, 1586, 1511 (C=N/C=N 1,5-
naftiridin); 1145, 1089, 626 (C1047). UV-Vis (H20, Amax, nm): 317 (¢ = 11,0-10°* M'cm™). ESI-
HRMS (CH3CN): [[{Pt(en)Cl}2(u-1,5-nphe)]C104]" (m/z = 811,00), [Pt(en)Cl(z-1,5-nphe)]”
(m/z = 421,05 [{Pt(en)C1}2(u-1,5-nphe)|** (m/z = 354,03),), [Pt(en)CI]" (m/z = 290,00).

IzraCunato za [{Pt(1,2-pn)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClOs)> (Pt3) (CiaHosNeClsOgPt: Mr =
938,36): C, 17,92%; H, 2,79%; N, 8,96%. Nadeno: C, 17,73%; H, 2,66%; N, 8,89%. '"H NMR
(200 MHz, D,0, 6, ppm): 8,16 (d, 2H, C3H, C7H), 9,58 (m, 2H, C4H, C8H), 10,22 (d, 2H,
C2H, C6H). *C NMR (50 MHz, D,0, §, ppm): 130 (C3,C7), 142 (C4,C8), 147 (C4a,C8a), 161
(C2,C6). IR (KBr, v, cm™): ~235, 3144, 3068 (vas(N-H)); 1590, 1514 (C=N/C=N 1,5-
naftiridin); 1105, 1087, 626 (C1047). UV-Vis (H20, Amax, nm): 317 (¢ = 9,7-10> Mlem™!). ESI-
HRMS (CH3CN): [[{Pt(1,2-pn)Cl}2(-1,5-nphe)]ClO04]" (m/z = 839,03), [Pt(1,2-pn)CI(u-1,5-
nphe)]* (m/z = 435,07), [ {Pt(1,2-pn)Cl}2(u-1,5-nphe) |** (m/z = 370,04), [Pt(1,2-pn)CI]" (m/z =
303,02).

IzraCunato za [{Pt(dach)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClO4)2 (Pt4) (C20H34NeCl4OsPtr: Mr =
1018,49): C, 23,59%; H, 3,36%; N, 8,25%. Nadeno: C, 23,29%; H, 3,42%; N, 8,36%. 'H NMR
(200 MHz, D0, 4, ppm): 8,16 (m, 2H, C3H, C7H), 9,58 (m, 2H, C4H, C8H), 10,23 (m, 2H,
C2H, C6H). *C NMR (50 MHz, D,0, §, ppm): 130 (C3,C7), 142 (C4,C8), 147 (C4a,C8a), 161
(C2,C6). IR (KBr, v, cm™): ~ 3273, 3231 (vas(N-H)); 1595, 1513 (C=N/C=N 1,5-naftiridin);
1170, 1095, 624 (ClO47). UV-Vis (H20, Amax, nm): 317 (¢ = 10,5-10° M 'ecm™). ESI-HRMS
(CH3CN): [[{Pt(dach)Cl}2(u-1,5-nphe)]Cl104]" (m/z = 919,09), [Pt(dach)Cl(x-1,5-nphe)]" (m/z
=475,10), [{Pt(dach)Cl1}2(u-1,5-nphe)]*" (m/z = 409,07), [Pt(dach)CI]" (m/z = 343,05).

Izracunato za [{Pt(1,3-pd)Cl}2(x-1,5-nphe)](Cl04)> (Pt5) (Ci14H26N6Cl4OgPto:
Mr = 938,36): C, 17,92%; H, 2,79%; N, 8,96%. Nadeno: C, 17,81%; H, 2,84%; N,
8,85%. 'H NMR (200 MHz, D-0, 8, ppm): 8,18 (m, 2H, C3H, C7H), 9,58 (d, 2H, C4H,
C8H), 10,27 (d, 2H, C2H, C6H). '*C NMR (50 MHz, D>0, §, ppm): 130 (C3,C7), 142
(C4,C8), 148 (C4a,C8a), 161.2 (C2,C6). IR (KBr, v, cm™): ~ 3241, 3135 (vas(N-H));
1599, 1590, 1510 (C=N/C=N 1,5-naftiridin); 1096, 1080, 623 (ClO4"). UV-Vis (H>O,
Amax, nm): 317 (¢ = 12,3:10° M'em™). ESI-HRMS (CH3CN): [[{Pt(1,3-pd)Cl1}2(x-1,5-
nphe)]C104]" (m/z = 839,03), [Pt(1,3-pd)Cl(u-1,5-nphe)]" (m/z = 435,07), [{Pt(1,3-
pd)Cl1}2(u-1,5-nphe)** (m/z = 370,04), [Pt(1,3-pd)CI]" (m/z = 303,02).

Izracunato za [{Pt(2,2-diMe-1,3-pd)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClO4)2 (Pt6)
(C18H34N6Cl4OgPt2: Mr=995,05): C, 21,74%; H, 3,45%:; N, 8,45%. Nadeno: C, 21,54%;
H, 3,52%; N, 8,69%. '"H NMR (200 MHz, D,O, §, ppm): 8,16 (dd, 2H, C3H, C7H), 9,57
(d, 2H, C4H, C8H), 10,27 (d, 2H, C2H, C6H). '*C NMR (50 MHz, D>0, §, ppm): 130
(C3,C7), 142 (C4,C8), 148 (C4a,C8a), 161 (C2,C6). IR (KBr, v, cm™): ~ 3255 (vas(N-
H)); 1603, 1514 (C=N/C=N 1,5-naftiridin); 1174, 1089, 625 (ClO47). UV-Vis (H:O,
Amax, nm): 316 (¢ = 9,0-10° M'em™). ESI-HRMS (CH3CN): [[{Pt(2,2-diMe-1,3-
pd)Cl}2(u-1,5-nphe)]C104]" (m/z = 895,10), [Pt(2,2-diMe-1,3-pd)C1(u-1,5-nphe)|" (m/z
= 463,10), [{Pt(2,2-diMe-1,3-pd)Cl}2(u-1,5-nphe)]*" (m/z = 397,07), [Pt(2,2-diMe-1,3-
pd)CI]" (m/z =331,05).
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Izra¢unato za [{Pt(1,3-pnd)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClO4)2 (Pt7) (CisH34NecClsOgPto:
Mr = 995,05): C, 21,74%; H, 3,45%; N, 8,45%. Nadeno: C, 21,54%; H, 3,52%; N,
8,69%. '"H NMR (200 MHz, D>0, 8, ppm): 8,17 (m, 2H, C3H, C7H), 9,58 (m, 2H, C4H,
C8H), 10,23 (m, 2H, C2H, C6H). 13C NMR (50 MHz, D>0, &, ppm): 130 (C3,C7), 142
(C4,C8), 147 (C4a,C8a), 161 (C2,C6). IR (KBr, v, cm™): ~ 3233 (vas(N-H)); 1595, 1514
(C=N/C=N 1,5-naftiridin); 1093,1080, 623 (ClO47). UV-Vis (H20, Amax, nm): 317 (¢ =
11,0-10° M-'em™). ESI-HRMS (CH3CN): [[{Pt(1,3-pnd)Cl1}2(z-1,5-nphe)]Cl104]" (m/z =
895,10), [Pt(1,3-pnd)Cl(u-1,5-nphe)]" (m/z = 463,10), [{Pt(1,3-pnd)Cl1}2(u-1,5-nphe)]**
(m/z =397,07), [Pt(1,3-pnd)CI]" (m/z = 331,05).

IzraCunato za [cis-{PtCI(NH3)2}2(u-1,6-nphe)](Cl1O04)> (Pt8) CsHisNeClaOgPto:
Mr = 858,23): C, 11,20; H, 2,11; N, 9,79. Nadeno: C, 11,33; H, 2,19; N, 9,88%. 'H NMR
(200 MHz, D>0, 4, ppm): 7,96 (dd, C3H), 8,90 (d, C8H), 9,09 (d, C4H), 9,52 (d, C7H),
9,68 (d, C2H), 9,84 (s, C5H). '*C NMR (50 MHz, D20, §, ppm): 128 (C3), 129 (CS,
C4a), 140 (C4), 152 (C7) 152 (C2), 156 (C8a), 161 (C2), 165 (C5). IR (KBr, v, cm™!):
3433 (vas(N—H)) 3210, 3099 (vs(N—H)); 1631, 1584 (C=N/C=N 1,6-naftiridin); 1108,
1086, 626 (C1047). UV-Vis (H,0, Amax, nm): 320 (¢ =5,7-10° M ' cm™).

Izracunato za [{Pt(en)Cl}2(u-1,6-nphe)](ClO4)2 (Pt9) (Ci12H22N6Cl4OgPta: Mr =
910,31): C, 15,83; H, 2,44; N, 9,23. Nadeno: C, 15,97; H, 2,49; N, 9,34%. '"H NMR (200
MHz, D20, §, ppm): 7,90 (dd, C3H), 8,86 (d, C8H), 9,01 (d, C4H), 9,39 (d, C7H), 9,62
(d, C2H), 9,78 (s, C5H). *C NMR (50 MHz, D20, §, ppm): 125 (C3), 127 (C8, C4a),
143 (C4), 152 (C7), 155 (C8a), 161 (C2), 165 (C5). IR (KBr, v, cm!): 3467 (vas(N-H))
3230, 3102 (vs(N—-H)); 1632, 1585 (C=N/C=N 1,6-naftiridin); 1089, 625 (ClO47). UV-
Vis (H20, Amax, nm): 323 (¢ =6,2:10° M ' cm™).

3.4 Dobijanje [{Pt(L)(H20)}2(x-1,5-nphe)]** kompleksa

Hlorido kompleksi [{Pt(en)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClOs)> (Pt2), [{Pt(1,2-pn)Cl}2(p-1,5-
nphe)](C104)2 (Pt3) i [ {Pt(1,3-pd)Cl}2(u-1,5-nphe)](ClO4)2 (PtS), prevedeni su u odgovarajuce
akva analoge, [{Pt(en)(H20)}2(u-1,5-nphe)]*" (Pt2w), [{Pt(1,2-pn)(H20)}2(u-1,5-nphe)]**
(Pt3w) i [{Pt(1,3-pd)(H20)}2(p-1,5-nphe)]*" (PtSw), reakcijom sa 1,98 ekvivalenata AgNOs u
odnosu na hlorido komplekse platine(Il) u deuterijum-oksidu kao rastvaracu, po postupku koji
je ranije publikovan [143,144]. Talog AgClOs odvojen je cedenjem, a sveZe pripremljeni
rastvori Pt2w, Pt3w 1 PtSw kompleksa Cuvani su u frizideru 1 kori§¢eni u daljim
eksperimentima.

3.5 Ispitivanje interakcija Pt1-Pt9 kompleksa sa CT-DNK

3.5.1 Elektronska apsorpciona spektrofotometrija

Interakcije dinuklearnih Pt1-Pt9 kompleksa sa CT-DNK ispitivane su primenom
UV-—Vis spektrofotometrije. Apsorpcioni spektri snimani suu 0,01 M rastvoru fosfatnog
pufera (PBS) na 37 °C i pri pH = 7,4. Koncentracija CT-DNK odredena je iz odnosa
apsorpcije na 260 1 280 nm (A260/A280). Ako je odnos apsorpcije od 1,8 do 1,9, to znaci
da se CT-DNK oslobodila proteinskog dela i rastvor se moZe upotrebiti za ispitivanja
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interakcija. Rastvor CT-DNK je stabilan do 7 dana, ako se ¢uva u frizideru na 4°C.
Koncentracija CT-DNK izracunata je iz odnosa apsorpcije na 260 nm i ekstincionog
koeficijenta ¢ = 6600 Mcm™ (¢ = A/e-d, d = 1 cm) [145]. Pripremljeni su rastvori
Pt(II)/CT-DNK u razli¢itim molskim odnosima. U rastvorima Pt(II)/CT-DNK
koncentracija dinuklearnih platina(Il) kompleksa bila je konstantna, dok je koncentracija
CT-DNK bila promenljiva. U seriji rastvora koji su pripremljeni polaze¢i od Pt1-Pt7
kompleksa sa CT-DNK koncentracija platina(Il) kompleksa bila je 8 uM, a
koncentracija CT-DNKa od 0—16 uM. Serija rastvora Pt8 i Pt9 komplesa sa CT-DNK,
takode je pripremljena sa fiksnom koncentracijom platina(Il) kompleksa (7,20 uM) i
razli¢itim koncentracijama CT-DNK od 0-12,8 uM (r = [CT-DNK]/[kompleks] =
0—1,6).

Da bi odredili unutrasnju konstantu vezivanja (Ky) CT-DNK za ispitivane
dinuklearne komplekse platine(Il) snimani su UV—Vis spektri Pt(I1)/CT-DNK rastvora,
Kb je odredena primenom jednacine:

[DNK]/(ea — &r) = [DNK]/(eb — &) + 1/Kb* (€0 — 1)
gde je [DNK] koncentracija CT-DNK, &, je ekstincioni koeficijenat Pt(I) kompleksa
pri odredenoj koncentraciji CT-DNK, &f 1 &, predstavljaju ekstincione koeficijente
slobodnog kompleksa i kompleksa kada je vezan za CT-DNK. Rezultati UV—-Vis
meranja prikazani su graficki kao zavisnost [DNK]/(ea — &r) ()-0sa) od koncentracije
[DNK] (x-osa). Nagib linearne zavisnosti je 1/(e» — €r), dok je odsecak na y-osi 1/Ky-(€b
— gr). Brojna vrednost unutrasnje konstante vezivanja (Ky) odredena je iz odnosa nagiba
linearne zavisnosti i odsecka na y-osi.

Slobodna (Gibsova) energija (AG) za Pt8(Pt9)/CT-DNK adukte izratunata je na
osnovu jednacine

AG = —-RTIn K

gde je R univerzalna gasna konstanta (R = 8,314 JK 'mol™!), T je temperature (K) a Ky je
izraCunata unutrasnja konstanta vezivanja.

3.5.2 Fluorescentna spektroskopija

Primenom emisione fliorescentne spektroskopije ispitivane su interakcije Pt1-Pt9
kompleksa sa CT-DNK u prisustvu interkalatora etidijum-bromida. Etidijum-bromid 1
CT-DNK pomeSani su u 1:1 molskom odnosu u 0,01 M PBS (pH = 7,4). Nakon toga,
napravljena je serija rastvora dodavanjem dinuklearnih kompleksa platine(Il), u kojima je
odnos koncentracija Pt(II) kompleksa u odnosu na CT-DNK/EtBr bio od 0 do 0,9. Emisioni
spektri snimani su u opsegu od 550-750 nm, sa ekscitacijom na Aex = 527 nm 1 emisijom na Aem
= 612 nm. Stern-Volmerova (Stern—Volmer) konstanta (Ksy) odredena je primenom jednacine

Io/1=1+K«[Q]
gde su Ip i1 I intenziteti fluorescencije u odsustvu i prisustvu platina(Il) kompleksa u
rastvor CT-DNK/EtBr, a [Q] je koncentracija ispitivanih dinuklearnih kompleksa
platine(II). Dobijeni rezultati predstavljeni su grafic¢ki kao zavisnost Io/I od [Q]. Iz nagiba
dobijene linearne zavisnosti odredena je brojna vrednost Stern—Volmerove (Ksv)
konstante.

Konstanta vezivanja (Ka), kao 1 broj vezuju¢ih mesta Pt(II) kompleksa za CT-DNK
dobijeni su primenom logaritamske Skecerdove (Scatchard) jednacine:

log(Io—I)/T = logKa + n-log[Q].
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Rezultati su prikazani graficki kao zavisnost log(Io—I)/I od log[Q]. Vrednost K. dobijena
je iz preseka prave sa y-osom, a broj vezujucih mesta (n) iz nagiba prave.

3.6 Ispitivanje interakcija Pt(IT) kompleksa sa serum albuminima

Interakcije Pt8 i Pt9 kompleksa sa BSA ispitivane su primenom emisione fluorescentne
spektroskopije. Emisioni spektri snimani su u opsegu od 300—500 nm, sa ekscitacijom na Aex =
295 nm [146]. Napravljena je serija rastvora BSA/Pt(Il) u kojima je koncentracija BSA bila
konstantna (8 uM), a koncentracija Pt(I) se povecavala (do 25 uM). Smanjenje intenziteta
fluorescencije, usled interakcija BSA sa Pt(II) kompleksima, pra¢eno je na A = 352 nm.
Emisioni spektri snimani su pod istim eksperimentalnim uslovima, 0,01 M PBS (pH = 7,4) na
25 °C. Stern—Volmerona (Ksv) konstanta odredena je primenom jednacine

Io/I=1+K«[Q] =1+ kqto[Q]
gde je lo intenziteti fluorescencije triptofana u BSA, a I intenziteti fluorescencije triptofana u
BSA u prisustvu Pt(IT) kompleksa. Konstanta gasenja fluorescencije je kg, To je prosecno vreme
fluorescencije BSA u odsustvu kompleksa (1o = 10 s), a [Q] je koncentracija Pt(1I) kompleksa.
Stern—Volmerova (Ksv) konstanta, dobijena je graficki iz nagiba prave, kada se na y-osu nanesu
vrednosti o/l a na x-osu [Q]. Konstanta vezivanja kompleksa za BSA odredena je primenom
Skecerdove jednacina

log(Io—I)/I = logKa + n-log[Q]

Iz graficke zavisnosti log(Io—I)/I od log[Q] odredena je brojna vrednost K. kao i broj vezujué¢ih
mesta (n).

Interakcije kompleksa Pt2, Pt3 1 Pt5S sa humanim serum albuminom (HSA) ispitivane
su primenom elektronske apsorpcione spektrofotometrije 1 emisione spektroskopije.
Apsorpcioni spektri HSA/Pt(II) kompleksa snimani su u oblasti od 220—-450 nm, pri ¢emu je
koncentracija HSA bila konstantna (8 uM), a koncentracija dinuklearnih Pt(Il) kompleksa je
bila u opsegu od 0 do 160 uM. Svi apsorpcioni spektri su smimljeni pod istim eksperimentalnim
uslovima u 0,01 M PBS (pH = 7,4) na 25 °C.

Snimljeni su i emisioni spektri istih rastvora u opsegu od 300-500 nm, sa ekscitacijom
na Aex = 295 nm. Smanjenje intenziteta emisije posmatrano je na 360 nm. Stern—Volmerove
konstanta, kao 1 ostale konstante, izraCunate su primenom Stern—Volmerove 1 SkeCerdove
jednacine.

3.7 'H NMR spektroskopija

Reakcije akva derivata Pt2, Pt3 i PtS kompleksa (Pt2w, Pt3w i PtSw) sa N-
acetilovanim dipeptidom L-metionil-glicinom (Ac-L-Met-Gly) ispitivane su primenom 'H
NMR spektroskopije. Rastvori Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa koncentracije 20 mM 1 20 mM
rastvor Ac-L-Met-Gly u D>O kao rastvaracu pomesani su u 1:1 molskom odnosu. Sve reakcije
su ispitivane pri pH =2,0-2,5 na 25 °C [144].
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3.8 Kvantno-hemijski proracuni

Kvanto-mehanicki proracuni NMR spektara Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa radeni su
primenom Gaussian 09 programskog paketa [147]. Primenom Solvatacionog modela
zasnovanog na gustini (SMD) izvrSena je optimizacija struktura glicina, dipeptida (Met-Gly) 1
kompleksa platine(II), kao i njihovih odgovaraju¢ih NMR spektara. Prora¢unima vibracionih
frekvencija potvrdeno je postojanje odgovaraju¢ih geometrija. KoriS¢eni su strogi kriterijumi
konvergencije bez simetri¢nih ili geometrijskih ograni¢enja. Za ove proracune koriS¢en je
wb97xd funkcional, 6-311g+(d,p) bazis za nemetale, kao i LanL2DZ bazis za platinu, uz
racunanje njenog pseudo-potencijala.

Mehanizam koordinovanja Ac—-L-Met—Gly dipeptida za dinuklearne Pt2w, Pt3w i
PtSw komplekse predviden je koris¢enjem B3LYP metode, 6-31G(d,p) bazisa za nemetale i
Lanl2dz bazisa za platinu. Solvatacija je ukljucena kori§¢enjem SMD metode.

3.9 Molekulski doking

Hidroliza kompleksa platine(Il) u citoplazmati¢nom matriksu ¢elije predstavlja kljucni
korak u antikancerogenoj aktivnosti hlorido kompleksa platina(Il) i njihovoj reakciji sa DNK
[148]. Shodno tome, primenom molekulskog dokinga ispitivani su nacini vezivanja
hidrolizovanih Pt1-Pt7 (Ptlw—Pt7w) kompleksa sa DNK, ¢ija je struktura preuzeta iz
Proteinske baze podataka (skraceno PDB, struktura sa pdb kodom 1BNA) [149]. Odabrana
struktura DNK predstavlja sinteticki dvolancani  d(CpGpCpGpApApTpTpCpGpCpG)
dodekamer, sa dva regiona bogata G-C parovima, 1 jednim regionom bogatim A-T parom,
smesten izmedu dva navedena regiona. Molekulski doking uraden je i na apo obliku (forma bez
gvozda) rekombinantnog N-reZnja humanog serum transferina (skra¢eno ApoTfN, struktura sa
pdb kodom1BP5) [150]. Strukture Pt1w—Pt7w kompleksa optimizovane su wb97xd metodom,
uz koriS¢enje 6-31g** bazisa za nemetala 1 LanL.2DZ bazis za platinu. Merz—Kollman-ova
atomska naelektrisanja su izraunata za sve atome, prema Semi putem RESP procedure [151].

Za pripremu struktura DNK 1 transportnog proteina koriS¢en je softverski program
AutoDock 4.2 [152]. Program AutoDockTools [152] je koriS¢en za generisanje doking
parametara za optimizovane strukture ispitivanih platina(Il) kompleksa, DNK 1 proteinske
strukture. Strukture biomolekula (DNK ili proteina) posmatrane su kao rigidni sistem, dok su
Pt(IT) kompleksi imali slobodnu promene strukture, jer su neke (jednostuke) veze imale slobodu
rotacije. Kutija koja definiSe ispitivani prostor, a koja sadrzi ceo biomolekul, je kori§¢ena za
vezivanje ispitivanih platina(II) kompleksa tokom molekulskog dokinga, dok je Lamarckov
genetski algoritam koriS¢en kao metoda pretrage za virtuelni skrining sa 50 orijentacija za svaki
doking proracun. Za vizuelizaciju i analizu rezultata dockinga koriS¢en je Discoveri Studio
(BIOVIA softverski proizvod) [153].

Primenom molekulskog dokinga ispitivane su interakcije Pt2, Pt3 1 PtS
kompleksa sa rigidnom strukturom Humanog serum albumina (HSA), primenom
AutoDockTools za pripremu doking proracuna i softverskog programa AutoDock za
proracune [154]. Najstabilniji modeli vezivanja dobijeni su primenom rigidnog dokinga
sa 100 mogucih orijentacija, uz koriS¢enje Lamarckian genetskog algoritma. Strukture
HSA (pdb kod: 1BMO) [155] su dobijene iz Proteinske baze podataka (Protein Data
Bank, skraceno PDB) [156]. Za analizu interakcija na mestima vezivanja za HSA
koris¢ena je simulacija primenom Discoveri Studio [153].
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3.10. Bioloska ispitivanja

3.10.1 Pripremanje rastvora platina(II) kompleksa

Napravljena je serija rastvora ispitivanih dinuklearnih platina(Il) kompleksa, kao i
cisplatine u bidestilovanoj vodi, koncentracije 10 mM, a zatim su rastvori filtrirani kroz
Millipore filter od 0,22 mm. Ovako dobijeni rastvori su razblazeni ¢elijskim medijumom
neposredno pre upotrebe. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid) je
rastvoren (5 mg/mL) u fizioloSkom rastvoru fosfatnog pufera (pH = 7,20) i filtriran kroz
Millipore filter od 0,22 mm pre upotrebe. Svi reagensi su kupljeni od Sigma Chemicals.

3.10.2 Celijske linije

Misije ¢elijske linije karcinoma dojke (4T1), debelog creva (CT26) i plu¢a (LLC1),
humane ¢elijske linije karcinoma dojke (MDA-MB-468), debelog creva (HCT-116) i pluca
(A549), kao i normalne humane celijske linije fibroblast plu¢a (MRC-5) su dobijene od
American Tipe Culture Collection (ATCC, SAD). Mezenhimalne mati¢ne ¢elije misa (mMSC),
izolovane iz koStane srzi, dobijene su od Gibco-a (kataloski br. S1502-100) 1 koriS¢ene su
kao kontrole (netumorske Ccelije). Sve Celijske linijje ¢uvane su u DMEM medijumu
(,,Dulbecco's Modified Eagle's Medium®), koji sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma (FBS),
penicilin, streptomicin , L-glutamin i neesencijalne aminokiseline (Sigma Aldrich, Minhen,
Nemacka). Celijske linije su kultivisane na 37 °C u vlaznoj atmosferi (5% C02/95% vazduha).
Bojenje tripan plavim je obezbedilo upotrebu samo zivih ¢elija za in vitro eksperimente.

3.10.3 MTT test

Citotoksicnost Pt1-Pt9 kompleksa ispitivana je primenom MTT kolorimetrijskog testa
[157]. Ispitivane éelijske linije razblaZene su medijumom do 5-10* éelija/mL i alikvoti (5-10°
¢elija/100 mL) su postavljeni u posude koje sadrze 96 otvora. Posude su inkubirane 24 h pod
standardnim uslovima (37 °C/5%CQO>). Nakon inkubacije dodate su odgovarajuce koliine
ispitivanih Pt1-Pt9 kompleksa i cisplatine. Netretirane ¢elijske linije sluzile su kao kontrolne
¢elije. Nakon toga svi uzorci su inkubirani 48—72 h, a zatim je uklonjen medijum 1 u svaki otvor
dodat je MTT rastvor (pH 7,2; 5 mg/mL). Nakon 4 h inkubacije na 37 °C u 5% CO2, medijum
koji sadrzi MTT je uklonjen i za rastvaranje suvog ostatka upotrebljen je dimetilsulfoksid
(DMSO) (150 pL), kome je dodat glicinski pufer (20 pL). Na A = 595 nm ocitana je apsorpcija
rastvora na ELISA ¢itacu (Zenyth 3100, AnthosLabtec Instruments). Procenat citotoksi¢nosti
izraCunat je primenom formule

% citotoksi¢nosti = 100—((E-B)/(S—B)-100) [158]
gde je E apsorpcija tretiranih Celija, B je apsorpcija kontrolnih ¢elija, S je apsorpcija mrtvih
¢elija. Ispitivani kompleksi testirani su 1 odredena im je ICso vrednost u tri odvojena
eksperimenta. Indeks selektivnosti izracunat je iz odnosa ICso (mMSC)/ ICso (4T1 ili CT26).

3.10.4 Apoptoza

Analiza apoptoze (Celijske smrti) uzrokovana Pt1-Pt9 kompleksima ili cisplatinom
odredena je protonom citometrijom primenom Annexin V-FITC apoptoznog kompleta. Za
detekciju apoptoze celije su postavljene u posude kulture T25 i ostavljene su da rastu preko
no¢i. Nakon §to su Celije dostigle konfluentnost, medijum je zamenjen testiranim kompleksima
(15 pM). Tretirane Celije su inkubirane na 37 °C u 5% COz tokom 24 h. Kultivisane celije su
isprane dva puta sa fosfatnim puferom i resuspendovane u vezuju¢em puferu (10 x pufer: 0,1
M Hepes/NaOH (pH 7,40), 1,4 M NaCl, 25 mM CaCly) tako da je koncentraciji ¢elija bila 1-10°
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mL-!. U 100 pL suspenzije koja sadrzi ispitivane ¢éelije i komplekse dodat je Aneksin FITC i
propidijum-jodid (PI), a nakon toga smesa je inkubirana 15 minuta na sobnoj temperaturi (25
°C) u mraku. Nakon inkubacije, 400 uL vezujuceg pufera je dodato u svaku epruvetu i obojene
¢elije su analizirane nakon 1 h koris¢enjem FACS Calibur proto¢ne citometrije (BD, San Jose,
SAD). Posto, Aneksin V-FITC bojenje prethodi gubitak integriteta membrane koji prati kasnija
faza identifikovana od strane PI, Aneksin FITC pozitivan a PI negativan ukazuje na ranu
apoptozu, dok je za prezivele Celije Aneksin V-FITC negativan, PI negativan. Za ¢elije koje su
u kasnoj apoptozi ili su mrtve i Aneksin V-FITC i PI su pozitivni. Odredeni su procenti obojenih
¢elija, a podaci su analizirani softverom FlowJo (Tree Star).

3.10.5 Kaspaza-3, Bcl-2 i Ki-67 ekspresija

Da bi se detaljno ispitao nacin celijske smrti ekspresija kaspaze-3, Bcl-2 1 Ki-67
odredena je na tumorskim ¢elijama 4T1 i A549, koje su tretirane Pt8 kompleksom, nakon 24
h. Koncentracija Pt8 kompleksa za 4T1 ¢elijsku liniju bila je 46,4 uM, a za A549 49,6 uM.
Nakon inkubacije ¢elije su fiksirane i permeabilizovane puferom (BD Bioscience). Za detekciju
kaspaze-3 koriS¢ena su antitela zecije Anti-Caspase 3 (IC1799G, Novus Biologicals, San
Diego, USA) i praéene su sekundarnim FITC-konjugovanim DNK anti-zecijim IgG mAb
Bcl-2 monoklonskih antitela (10C4, eBioscience, San Dijego, SAD). Za bojenje Ki-67 tretirane
1 netretirane Celije su inkubirane sa antitelima Ki-67 (11-5698-82, eBioscience, San Diego,
SAD). Na kraju inkubacije sa relevantnim antitelima, tumorske ¢éelije su analizirane protocnom
citometrijom na FACS Calibur Flov Citometer (BD Biosciences, San Jose, CA). Svi podaci su
analizirani koris¢enjem FlovJo (Tree Star).

3.10.6 Test Celijske apsorpcije Pt1—-Pt7 kompleksa
Pripremanje uzoraka

Dva puta po 10° LLC1 ¢elija je zasejano u ukupnoj zapremini od 5 mL RPMI medijuma.
Ispitivane celije su inkubirane 24 h, a nakon toga u rastvore je dodato po 2 pM Pt1-Pt7
kompleksa za vreme od 2 h na 37 °C. Nakon toga, medijum-kompleks je uklonjen, a ¢elije su
isprane sa 5 mL PBS i peletirane.

Celije su pripremljene na sledeéi na¢in. Uzorci su izmereni na analiti¢koj vagi u bo¢ici
(zapremina 1,5 mL). Zatim je u uzorak dodato 0,3 mL koncentrovane azotne kiseline 1 0,1 mL
vodonik-peroksida. Uzorci su lagano zagrevani oko 15 minuta na vodenom kupatilu na 85 °C.
Nakon toga, uzorci su razblaZeni u normalnim sudovima do 10 mL. Tako pripremljeni uzorci
su analizirani primenom ICP-QMS (The Quadrupole Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry). Kvadrupolna induktivno spregnuta masena spektrometrija plazme.

Hemikalije i instrumentacija

Sve upotrebljene hemikalije bile su analitickog stepena Cistoce (Sigma-Aldrich). Da bi
se smanjio nivo kontaminacije tokom pripreme uzorka, koncentrovana azotna kiselina (65%,
v/v) je dodatno preciS¢ena destilacijom. Vodonik-peroksid je bio puriss. p.a. 30% (v/v).
Standardni rastvor plazme platine 1000 pg/mL (Alfa Aesar) je koriS¢en za kalibraciju
instrumenta uz odgovarajuce razblaZivanje. Za pripremu svih standarda i uzoraka kori$¢ena je
ultra Cista voda. Ultra Cista voda je pripremljena propustanjem dvostruko dejonizovane vode
kroz Milli-Q sistema (18,2 MQ).

Analiza je izvrSena tehnikom masene spektrometrije (ICP-QMS) na instrumentu
Thermo Scientific iICAP Q ICP-MS (Thermo Scientific). Sva merenja na ICP-QMS su radena
u rezimu diskriminacije kineticke energije (KED) sa helijumom kao kolizionim ¢elijskim
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gasom. Kvantifikacija svih uzoraka je uradena koriS¢enjem eksterne standardne kalibracije.
KoriS¢eno je Sest standardnih rastvora u kojima je koncentracija platine bila: 1, 2, 5, 10, 251 50
ng/L, a slepa proba pripremljena u 1% destilovanoj azotnoj kiselini. Koeficijent korelacije
linearne regresije bio je 1,0000.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Devet novih dinuklearnih platina(Il) kompleksa, opste formule [{Pt(L)Cl}2(u-
X)](Cl04)2, gde je X 1,5-naftiridin (1,5-nphe, Pt1-Pt7) ili 1,6-naftirid (1,6-nphe, Pt8 i Pt9)
mostni ligand. Ligand L je 2NH3 (amminski ligand) u Ptl i Pt8 kompleksima ili bidentatno
koordinovani diaminski etilendiamin (en, Pt2 i Pt9), (£)-1,2-propilendiamin (1,2-pn, Pt3),
trans-(+)-1,2-diaminocikloheksan (dach, Pt4) 1,3-propilendiamin (1,3-pd, Pt5), 2,2-dimetil-
1,3-propilendiamin (2,2-diMe-1,3-pd, Pt6) i (+)-1,3-pentandiamin (1,3-pnd, Pt7) sintetisani su
polaze¢i od mononuklearnih cis-[PtCI>(NH3)2] ili [Pt(L)Clz2] kompleksa (Slika 28) [141,142].
Kompleksi Pt1-Pt7 imaji isti mostni 1,5-naftiridinski ligand, ali se razlikuje po monodentatno
koordinovanim amminskim (Pt1) i bidentatno koordinovanim diaminskim ligandima (Pt2-
Pt7). Mostni 1,6-nphe ligand povezuje dve cis-[PtCI(NH3):]" jedinice u Pt8 odnosno dve
[Pt(en)Cl]" jedinice u Pt9 kompleksu. Sintetisani kompleksi su okarakterisani pomocu
elementalne mikroanalize, UV-Vis spektrofotometrijom, IR i NMR ('H i 1*C) spektroskopijom.
Strukture Pt1-Pt7 dodatno su potvrdene i na osnovu rezultata masene spektroskopije (HRMS).

Primenom UV-Vis spektrofotometrije 1 fluorescentne spektroskopije ispitivane su
interakcije sintetisanih dinuklearnih kompleksa platine(Il) sa dezoksiribonukleinskom
kiselinom, koja je izolovana iz grudne Zlezde teleta (CT-DNK). Pored toga, primenom
fluorescentne spektroskopije 1 UV-Vis spektrofotometrije ispitivane su interakcije pojedinih
sintetisanih kompleksa platine(Il) sa serum albuminom koji je izolovan iz krvi goveda (BSA) 1
N-acetilovanim metionil-glicinom (Ac-L-Met-Gly). Metodom molekulskog dokinga dobijene
su informacije o nacinu interakcija dinuklearnih platina(Il) kompleksa sa DNK 1 albuminima
(HSA 1 BSA). Dodatno, primenom teorijskih proratuna dobijeni su podaci o nacinima
vezivanja Pt2, Pt3 1 PtS kompleksa sa HSA, kao 1 reakcije akva derivata ovih kompleksa, Pt2w,
Pt3w i PtSw, sa N-acetilovanim metionil-glicinom [141,142,144].

In vitro citotoksi¢na aktivnost Pt1-Pt9 kompleksa ispitivana je na celijskim linijama
humanih (karcinom dojke (MDA-MB-468), debelog creva (HCT-116) 1 plu¢a (A549),) kao 1

poredenje upotrebljene su zdrave humane Ccelijske linije fibroblasta plu¢a (MRC-5) 1
mezenhimske mati¢ne celije miSeva (mMSC). Ispitivan je uticaj razli¢itih diaminskih, kao i
amminskog liganda u Pt1-Pt9 kompleksima, a takode i uticaj polozaja heteroatoma (N) u
aromati¢nim kondenzovanim prstenovima naftiridinskih liganada [141,142].
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Slika 28. Strukturne formule ispitivanih dinuklearnih Pt1-Pt9 kompleksa. Ugljenkovi atomi u
heterocikli¢nim naftiridinskim ligandima numerisani su u skladu sa [IUPAC-ovim pravilima.
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4.1 Sinteza i karakterizacija dinuklearnih platina(Il) kompleksa koji sadrze
1,5-naftiridin ili 1,6-naftiridin kao mostni ligand

4.1.1 Sinteza Pt1-Pt9 kompleksa

Sematski prikaz sinteze dinuklearnih Pt1-Pt9 kompleksa dat je na slici 29. U reakciji
mononuklearnih cis-[PtCl2(NH3)2] ili [Pt(L)CLz] kompleksa sa AgNOs u 1:0,98 molskom
odnosu u dimetilformamidu (DMF) kao rastvaracu dolazi do supstitucije jednog hlorido liganda
molekulom rastvara¢a (DMF), pri ¢emu u rastvoru nakon odvajanja taloga (AgCl) cedenjem,
ostaje  cis-[PtCI(NH3)2(DMF)]" odnosno [Pt(L)CI(DMF)]" kompleks. U rastvor
monodimetilforamid kompleksa dodat je rastvor mostnog liganada (1,5-nphe odnosno 1,6-
nphe) u DMF-u u 2 : 1 molskom odnosu. Nakon uparavanja rastvaraca, talog je rastvoren u
vodenom rastvoru LiClO4. Dinuklearni Pt1-Pt9 kompleksi su dobijeni kao amorfne supstance
bledozute boje [141,142].

N N
AN /Cl + AgNO; uDMF AN /DMF
L Pt - L pt + X
N/ \CI - AgCl / AN 0,5 mol

N Cl
DMF
24 h
(L =2NHs;, en, 1,2-pn, dach, 1,3-pd, B
2,2-diMe-1,3-pd, 1,3-pnd)
(X' =1,5-nphe ili 1,6-nphe) < \ / \ /

SN NI |
N

{[PYL)CII2(-X)}(NO3),

- DMF
u visku LiClO,

\/ \/
/\/‘\/\

\_/

{[PY(L)ClI2(2-X)}(ClO4),

2CIO,

Slika 29. Sematski prikaz sinteze dinuklearnih [{Pt(L)C1}2(x-X)](C104)2 kompleksa.

4.1.2 Spektroskopska karakterizacija Pt1-Pt9 kompleksa

NMR spektroskopija. Na Slici P1 (Prilog) prikazani su NMR (‘H i 3C) spektri
sintetizovanih Pt1-Pt9 kompleksa, a hemijska pomeranja za slobodne moste ligande 1 Pt1-Pt9
komplekse data su u Tabeli 4. Nakon helatnog koordinovanja L liganda (L = en, 1,2-pn, dach,
1,3-pd, 2,2-di-Me-1,3-pd i 1,3-pnd) za Pt(II) jon u [{Pt(L)Cl}2(x-X)]*" kompleksima, u 'H
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NMR spektru signali koji poticu od alifaticnih metil, metilenskih i metinskih protona bidentatno
koordinovanih diaminskih liganada se pomeraju ka nizem polju, odnosno ka viSem hemijskom
pomeranju. Takode, signali koji poticu od ugljenikovih atoma slobodnih L liganada, nakon
koordinovanja za Pt(II) jon se pomeraju ka visSem hemijskom pomeranju.

U aromati¢noj oblasti u 'H NMR spektrima Pt1-Pt7 kompleksa kao i slobodnog 1,5-
naftiridinskog liganda nalaze se tri grupe signala (H2/H6, H3/H7 i H4/HS8). Nakon
koordinovanja 1,5-nphe za dve [Pt(L)CI]" jedinice signali koji poti¢u od protona slobodnog
liganda se pomeraju ka nizem polju, odnosno ka visem hemijskom pomeranju za Ad = 1,65-
2,26 ppm (H2/H6), Ao = 1,66-2,38 ppm (H4/H8) 1 Ao = 0,68-0,76 ppm (H3/H7). Pomeranje
signala koji odgovaraju aromaticnim protonima naftiridinskog prstena posledica su
delokalizacije m-elektrona na pozitivno naelektrisani platina(I) jon. Nakon mostnog
koordinovanja 1,6-naftiridinskog liganda za platina(Il) jone, u aromati¢noj oblasti za Pt8 1 Pt9
kompleks javlja se Sest signala. Signali za Pt8 kompleks se nalaze u oblasti od 7,96 do 9,84
ppm, a za Pt9 u oblasti od 7,90 do 9,78 ppm (Tabela 4).

Tabela 4. 'H i '>*C NMR hemijska pomeranja (6, ppm) za slobodne 1,5-nphe i 1,6-nphe mostne
ligande, kao i za odgovarajuce dinuklearne platina(Il) komplekse u D>O kao rastvaracu

NMR
q BC
ligand/

kompleks H2/H6 H4/H8 H3/H7 C2/C6 C4/C8  C3/C7  C4a/C8a
1,5-nphe 8,57 dd 7,91 d 7,48 dd 154 138 128 143
Pt1 10,38 d 9,69 d 8,24 dd 161 147 131 148
Pt2 10,25 d 9,61 d 8,17m 160 141 129 148
Pt3 10,22 d 9,58 m 8,16 d 161 143 130 148
Pt4 10,23 m 9,58 m 8,16 m 162 142 130 147
PtS 10,27 d 9,58 d 8,18 m 161 142 130 148
Pt6 10,27 d 9,57d 8,16 dd 161 142 131 148
Pt7 10,23 m 9,58 m 8,17 m 161 143 130 148

qH B3C

H2/H5 H3/H8 H4/HS8 c2 C3 4 C5 (C7 Ccfa C8a

1,6-nphe 8,86 d 7,55 m 8,28 d 155 124 140 158 148 125 151
Pt8 9684 H2 | 7,96 dd H3 | 9,094 Hd 161 128 140 165 152 129 156

9,84 sH5 890dH8  9,52dH7

9,62dH2 790ddH3 9,01 d H4
Pt ’ ’ ’ 161 125 143 165 152 127 1
? 9,78 sH5 8,86dH8 9,39 dH7 6 5 143 165 15 7 155

U C NMR spektrima Pt1-Pt7 kompleksa u aromati¢noj oblasti javljaju se Cetiri
signala (C2/C6, C3/C7, C4/C8 i C4a/C8a) koji su pomereni ka nizem polju u odnosu na signale
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slobodnog 1,5-naftiridinskog liganda (Ao = 3-9 ppm, Tabela 4). Nakon koordinovanja 1,6-
naftiridina za dve cis-[PtCI(NH3):2]" jedinice u Pt8, odnosno dve [Pt(en)Cl]" jedinice u Pt9
kompleksu, signali koji odgovaraju C-atomima mostnog liganda pomeraju se za Ad = 1-7 ppm
ka visem hemijskom pomeranju (Tabela 4). Hemijska pomeranja za H 1 C atome u saglasnosti
su sa rezultatima za sli¢éne komplekse koji su ranije opisani u literaturi [85-87].

UV-Vis spektrofotometrija. UV-Vis apsorpcioni spektri Pt1-Pt9 kompleksa,
koncentracije 5-10° M u vodi kao rastvara¢u, snimani su u opsegu od 200 nm do 400 nm na
25 °C. Talasne duzine na kojima platina(Il) kompleksi pokazuju maksimum apsorpcije (Amax,
nm), kao i odgovarajuéi molarni ekstincioni koeficijenti (¢, M 'em™) prikazani su u
Eksperimentalnom delu rada (Poglavlje: 3.3). Na slici 30a prikazani su UV-Vis spektri
sintetisanih Pt1-Pt7, a na Slici 30b Pt8 i Pt9 kompleksa. Sli¢nost UV-Vis spektara sintetisanih
kompleksa sugeriSe na isti nac¢in kooridovanja 1,5-naftiridina u Pt1-Pt7 i 1,6-naftiridina u Pt8
1 Pt9 kompleksima. Apsorpcioni maksimumi Pt1-Pt7 kompleksa nalaze su u oblasti ~316—
317 nm 1 mogu se pripisano LMCT prelazima (prenos naelektrisanja liganda na metal).
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Slika 30. UV-Vis spektri dinuklearnih Pt1-Pt7 (a) 1 Pt8 i Pt9 (b) kompleksa.
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Zbog n—m* elektronskih prelaza, nakon koordinovanja mostnog liganda za Pt(I) jon, dolazi
do blagog batohromnog pomeranja apsorpcionih maksimuma. Apsorpcioni maksimumi Pt8
(Amax = 320 nm) 1 Pt9 (Amax = 323 nm) kompleksa, takode pokazuju batohromno pomeranje
nakon koordinovanja 1,6-nphe, zbog n—n* elektronskih prelaza u heterociklicnom 1,6-nphe
ligandu.

IR spektroskopija. IR spektri Pt1-Pt9 kompleksa snimljeni u opsegu od 4000 do 450
cm’! pokazuju trake koje odgovaraju koordinovanim 1,5-nphe i 1,6-nphe ligandima, kao i trake
bidentatno koordinovanih diaminskih (L) i monodentatno koordinovanih amminskih liganada.
IR spektri sintetizovanih kompleksa prikazani su na slici P2. U IR spektrima dinuklearnih
platina(IT) kompleksa su uocene dve veoma jake i $iroke trake u oblasti od 3300-3099 cm™,
koje odgovaraju asimetri¢nim i simetricnim vibracijama koordinovanih diaminskih liganada u
Pt2-Pt7 i Pt9 kompleksima i amminskom ligandu u Ptl i Pt8 kompleksima [159]. Traka
srednje ja¢ine u oblasti 1632-1584 cm™! potice od C=C i C=N vibracija aromati¢nog 1,5-1 1,6-
naftiridinskog prstena. Jake trake u oblasti 1174-1080 cm™!, kao i jake sa jednim maksimumom
na ~625 cm™! ukazuju na postojanje ClO4 jona u spoljasnjoj koordinacionoj sferi dinuklearnih
platina(II) kompleksa i mogu se pripisati v(ClO) i 3(OCIO) vibracijama [160].

4.2. Ispitivanje interakcija dinuklearnih platine(I) kompleksa sa
biomolekulima

4.2.1 Interakcije dinuklearnih kompleksa platine(Il) sa DNK

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) je jedan od vezuju¢ih molekula u bioloskim
sistemima koja je odgovorna za Sirok spektar intracelularnih interakcija [159-164].
Antitumorski kompleksi platine(1l), koji se trenutno nalaze u klinickoj primeni se vezuju za
DNK, zbog ¢ega su ispitivanja nacina interakcije potencijalnih antitumorskih kompleksa
platine(Il) sa DNK veoma znafajna. Primenom elektronske apsorpcione spektrofotometrije
(UV-Vis) 1 fluorescentne spektroskopije ispitivane su interakcije Pt1-Pt9 kompleksa sa DNK.

UV-Vis spektrofotometrijska merenja

UV-Vis spektrofotometrija je jednostavna i1 efikasna metoda, koja se koristi za
odredivanje nacina koordinovanja ili interakcija kompleksa metala sa DNK [165,166].
Kompleksi prelaznih metala mogu sa DNK ostvariti kovalentne ili nekovalentne interakcije, Sto
je 1 prikazano u Opstem delu ovog rada (Poglavlje: 1.3). Interakcije Pt1-Pt9 kompleksa sa
DNK, koja je izolovana iz grudne Zlezde teleta (CT-DNK) prac¢ene su primenom UV-Vis
spektrofotometrije u rastvoru fosfatnog pufera (PBS, pH = 7,4) na 37 °C. Apsorpcioni spektri
Pt2 i Pt5, kao 1 Pt8 1 Pt9 kompleksa u odsustvu 1 prisustvu rastu¢e koncentracije CT-DNK
prikazani su na slikama 31 i 32. Koncentracija ispitivanih dinuklearnih kompleksa bila je
konstantna (8 uM), dok je koncentracija CT-DNK bila u opsegu od 0 do 20 uM za reakcije sa
Pt1-Pt710d 0 do 16 uM za reakcije Pt8 i Pt9 kompleksa sa CT-DNK. Rezultati koji su dobijeni
za Pt1-Pt7 komplekse su skoro identi¢ni, tako da su u ovom radu prikazani samo UV-Vis
spektri interakcija Pt2 (Slike 31a) 1 PtS (Slike 31b) kompleksa sa CT-DNK. Kao $to se moze
videti sa slike 31 intenzitet apsorpcije Pt2 i PtS kompleksa opada nakon dodatka CT-DNK.
Smanjenje apsorpcionog maksimuma, odnosno hipohromizam, u ispitivanim reakcijama je H%
~ 5. U UV-Vis spektrima nije doslo do pomeranja apsorpcionog maksimuma nakon dodatka
CT-DNK u rastvor kompleksa.
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Slika 31. Apsorpcioni spektri Pt2 (a) 1 PtS (b) kompleksa u 0,01 M fosfatnom puferu pre i
nakon dodatka CT-DNK. Strelicom je oznacena promena apsorpcije nakon dodatka CT-DNK

u rastvor platina(Il) kompleksa. Na graficima desno prikazana je linearna zavisnost [DNK]/(ea
— ¢f) u odnosu na [DNK] za Pt2 odnosno Pt5 kompleks.

Unutrasnje konstante vezivanja (Kp) izraCunate su na osnovu promene apsorpcije na
odgovarajucoj talasnoj duzini nakon dodatka CT-DNK prema jednacini koja je data u
Eksperimentalnom delu rada (3.4) Dobijeni rezultati prikazani su graficki kao zavisnost
[DNK]/(ga-€r) od koncentracije DNK. Nagib dobijene prave ima vrednost 1/(ep-€f), dok je
odsecak na y osi 1/Ky-(eb-€r). Unutrasnja konstanta vezivanja (Kp) odredena je iz odnosa nagiba
prave i odsecka na y osi (Slika 31). Dobijene vrednosti za unutra$nje konstante vezivanja (Ky)
su prikazane u Tabeli 5. Na osnovu brojnih vrednosti Ky, kao 1 na osnovu brojnih vrednosti
hipohromizma (H% = 5), mozZe se zakljuciti da ispitivani Pt1-Pt7 kompleksi, koji imaju rigidni
mostni 1,5-naftiridinski ligand sa CT-DNK ostvaruje veoma slabe interakcije. Veca brojna
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vrednost Ky za Pt1 kompleks u odnosu na Pt2—Pt7 moze se pripisati uticaju dva monodentatno
koordinovana amminska liganda, §to dovodi do vece fleksibilnosti Pt1 kompleksa u odnosu na
dinuklearne komplekse platine(Il) koji sadrze bidentatno koordinovane diaminske ligande
(Pt2—Pt7). Na osnovu brojnih vrednosti Ky izracunata je promena Gibsove energije (AG,
Tabela 5) Pt(II)/CT-DNK adukta primenom jednacine: AG = —RTInKy. Negativne vrednosti
Gibsove energije ukazuju na spontanost interakcija dinuklearnih kompleksa platine(Il) sa CT-
DNK.

Na slici 32 prikazani su UV-Vis spektri interakcija Pt8 i Pt9 kompleksa sa CT-DNK.
Na osnovu UV-Vis spektrofotometrijskih podataka moze se zakljuciti da i u reakcijama
dinuklearnih Pt(II) kompleksa, kod kojih je 1,6-nphe mostni ligand, nakon dodatka CT-DNK u
rastvor kompleksa intenzitet apsorpcije blago opada sa veoma malim hipohromizmom, na
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Slika 32. Apsorpcioni spektri Pt8 (a) (Pt9) (b) kompleksa u 0,01 M fosfatnom puferu pre i
nakon dodatka CT-DNK. Strelicom je oznacena promena apsorpcije nakon dodatka CT-DNK
u rastvor platina(Il) kompleksa. Na graficima desno prikazana je linearna zavisnost [DNK]/(ea
— &r) u odnosu na [DNK] za Pt8 odnosno Pt9 kompleks.
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osnovu ¢ega mozemo zakljuciti da dolazi do slabih interakcija ispitivanih kompleksa sa CT-
DNK. Dobijene vrednosti za unutrasnje konstante vezivanja (Ky) su prikazane u Tabeli 5. Na
osnovu brojnih vrednosti unutrasnjih konstanti vezivanja (Ky) za Pt8 i Pt9 komplekse mozemo
zakljuciti da ovi kompleksi sa CT-DNK ostvaruju slabe interakcije. Unutrasnja konstanta
vezivanja (Kp) za klasiéni interkalator etidijum-bromida (EtBr), iznosi 1,23-10° M [167] i
jasno je da su vrednosti Ky koje su dobijene u nasim eksperimentima oko 100 puta manje u
poredenju sa Ky, za EtBr. Pretpostavka je da ispitivani kompleksi sa CT-DNK ostvaruju
interakcije koje su elektrostaticke prirode i posledica su interakcije pozitivno naelektrisanog
kompleksnog katjona (+2) i negativno naelektrisanih fosfatnih grupa u CT-DNK.

Veca brojna vrednost Ky, za Pt8 kompleks u odnosu na Pt9, takode se moze pripisati
uticaju dva monodentatno koordinovana amminska liganda, $to dovodi do vece fleksibilnosti
Pt8 u odnosu na dinuklearni kompleks platine(I) koji sadrzi bidentatno koordinovani
etilendiaminski ligand (Pt9). Negativne vrednosti Gibsove energije ukazuju na spontanost
interakcija Pt8 1 Pt9 kompleksa sa CT-DNK.

Kao $to je prikazano u Tabeli 5, mostni naftiridinski ligandi ne uticu na jacinu
interakcija ispitivanih kompleksa sa CT-DNK. Unitrasnje konstante vezivanja za Ptl i Pt8
(Kp(Ptl) = 5,1-10° M1, Kyp(Pt8) = 5,2:10° M! ), kao i za Pt2 i Pt9 (Ky(Pt2) = 3,5:10° M,
Ko(Pt9) = 3,8:10° M) komplekse su priblizno iste, na osnovu ¢ega mozemo zakljuéiti da
polozaj atoma azota u kondenzovanim piridinskim prstenovima ne uti¢e na jacinu interakcija
ovih kompleksa sa CT-DNK.

Fluorescentna spektroskopija

Primenom emisione fluorescentne spektroskopije ispitivane su interakcije dinuklearnih
platina(Il) kompleksa sa CT-DNK. Kao tipi¢an interkalator za ova ispitivanja koriSéen je
etidijum-bromid (EtBr). Etidijum-bromid je flourescentna boja, koja sadrzi heterocikli¢ni
aromati¢ni fenantridin, koji zbog interkalacije planarnog fenantridinskog prstena izmedu
baznih parova DNK heliksa emituje intenzivnu flurescenciju [168]. Interakcije Pt1-Pt9
kompleksa sa EtBr/CT-DNK aduktom ispitivane su u rastvoru fosfatnog pufera (PBS, pH =
7,4) na 25 °C. U emisionom spektru etidijum-bromida nakon dodatka CT-DNK javlja se
intenzivna emisija na Aem = 612 nm (Aex = 527 nm) [169]. Nakon dodatka dinuklearnih
platina(Il) kompleksa (Pt1-Pt9) dolazi do blagog smanjenja fluorescentne emisije sa
povecanjem koncentracije ispitivanih dinuklearnih platina(Il) kompleksa. Smanjenje
fluorescencije ukazuje da dolazi do istiskivanja intekaliranog EtBr i1 pojave slobodnog EtBr,

¢iji je intenzitet emisije slabiji od intenziteta interkaliranog EtBr.

Emisioni spektri EtBr/CT-DNK adukta u prisustvu Pt1-Pt7 kompleksa su veoma sli¢ni.
Na slici 33. prikazani su emisioni spektri EtBr/CT-DNK adukta 1 odgovarajuci spektri nakon
dodatka Pt2 i PtS kompleksa, a na slici 34. emisioni spektri EtBr/CT-DNK u odsustvu i
prisustvu Pt8 i Pt9 kompleksa. Nakon dodatka rastvora platina(Il) kompleksa intenzitet emisije
na 612 nm blago opada, §to ukazuje na veoma slabo vezivanje ispitivanih platina(Il) kompleksa
za CT-DNK.

Intenzitet interakcija Pt1-Pt9 kompleksa sa EtBr/CT-DNK aduktom odreden je na
osnovu Stern-Volmerove konstante (Ks) primenom Stern-Volmerove jednacine
(Eksperimentalni deo Poglavlje 3.5.2.) Dobijeni rezultati prikazani su graficki kao zavistnost
Io/I od [Q]. Iz nagiba dobijene prave odredena je Stern-Volmerova konstanta (Ksy).
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Slika 33. Emisioni spektri EtBr/CT-DNK u prisustvu Pt2 (a) 1 PtS (b) kompleksa u 0,01 M
fosfatnom puferu

Dobijene vrednosti za Stern-Volmerovu konstantu (Ksy), kao 1 za konstantu stabilnosti
(Ka), koja je odredena primenom Skecerdove jednacine (Eksperimentalni deo Poglavlje 3.5.2.),
(Tabela 5) ukazuju da nasi ispitivani kmpleksi nisu dobri interkalatori 1 da sa CT-DNA
ostvaruju slabe interakcije, koje se mogu pripisati interakcijama pozitivno naelektrisanih
kompleksnih jona i1 negativno naelektrisanih fosfatnih grupa u DNK (elektrostaticke
inetrakcije). Ovi rezultati su u saglasnosti sa vrednostima za unutrasnje konstante vezivanje
(Kb) koje su dobijene primenom UV-Vis spektrofotometrije. Broj vezivnih mesta za ispitivane
komplekse (n = 1), potvrduje da se kompleksi vezuju na isti nacin. Poredenjem brojnih
vrednosti K, kompleksa koji kao mostni ligand sadrze 1,6-nphe (Pt8 1 Pt9), jasno je da prisustvo
dva NHj3 liganda u Pt8 kompleksu u odnosu na bidentatno koordinovani etilendiaminski ligand
u Pt9 doprinosi vecoj fleksibilnosti Pt8 kompleksa a samim tim ovaj kompleks ostvaruje jace
interakcije sa DNK. Vrednosti Kg ukazuju da dinuklearni Pt1-Pt9 kompleksi u malom
procentu istiskuju etidijum-bromid iz EtBr/CT-DNK adukta.
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Slika 34. Emisioni spektri EtBr/CT-DNK u prisustvu Pt8 (a) i Pt9 (b) kompleksa u 0,01 M
fosfatnom puferu. Na graficima desno prikazana je linearna zavisnost lo/I od koncentracije
kompleksa ([Q])

4.2.2 Interakcije dinuklearnih kompleksa platine(IT) sa BSA

Serum albumin, kao najzastupljeniji protein koji se nalazi u krvnoj plazmi, pored uloge
u odrzavanju koloidnog osmotskog pritiska, ima vaznu ulogu u transportu mnogih biomolekula
kao Sto su steroidi, masne kiseline i hormoni. Ispitivanje nacina vezivanja bioloski aktivnih
jedinjenja sa serum albuminom mogu dati korisne informacije o vezi izmedu strukture i
terapijske efikasnosti lekova, njihove biodistribucije, toksicnosti, a nekada ¢ak i o0 mehanizmu
delovanja leka [170]. Serum albumin igra vaznu ulogu u transportu mnogih farmaceutskih
preparata do obolelog mesta jer ¢ini skoro 55% ukupnih proteina u krvnoj plazmi [171]. Serum
albumin izolovan iz krvi goveda (bovine serum albumin, BSA) je najviSe izu€avani serum
albumin zbog lake dostupnosti i njegove strukturne slicnosti sa humanim serum albuminom
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(humane serum albumin, HSA) [172,173]. Ova dva proteina imaju veoma sli¢nu primarnu
strukturu (Slika 35 [174]. Humani serum albumin sadrzi jedan triptofan na poziciji Trp-214,
dok BSA sadrzi dva triptofanska ostatka, Trp-134 i Trp-214. Primarnu strukturu BSA ¢ini 583
aminokiselinskih ostataka. U proteinu se razlikuju tri domena: domene I, II i ITII. Svaki domen
sadrzi po dva poddomena koji su oznaceni kao poddomen A i poddomen B. Poznato je da se
lekovi obi¢no vezuju za poddomen IIA i IIIA [175,176]. Pored toga S$to su odgovorni za
transport lekova, ovi proteini su odgovorni i za smanjenje toksi¢nosti kompleksa platine(II) koji
se trenutno primenjuju za leCenje malignih oboljenja. Interakcije lekova i/ili potencijalnih
lekova sa BSA mogu se pratiti primenom fluorescentne spektroskopije, na osnovu smanjenja
intenziteta emisije BSA na Aemmax = 352 nm.

Tabela 5. Unutrasnje konstante vezivanja (Ky) i promena Gibsove energije (AG) dobijene
primenom UV-Vis spektrofotometrije za reakcije Pt1-Pt9 sa CT-DNK. Stern-Volmerove
konstante (Ksv), konstante stabilnosti (Ka) 1 broj vezivnih mesta (n) ispitivanih dinuklearnih
platina(Il) kompleksa sa CT-DNK dobijene primenom fluorescentne spektroskopije

kompleks  Kp-10° (M) AG (kJ/mol) K¢ -10*(M1)  Ka-10* (M) n
Pt1 3,1 -22,0 1,1 4.8 1,0
Pt2 3,5 21,0 1,4 0,7 1,0
Pt3 3.8 21,2 1,4 3,9 0,9
Pt4 3.7 21,2 0,9 1,0 1,0
Pt5 2,5 -20,2 1,5 3,9 1,0
Pt6 24 -20,1 1,9 2,9 0,9
Pt7 3.2 -20,8 0,6 1,1 0,7
Pt8 5.2 -22,1 1,0 5,3 1,1
P19 3,8 21,2 12 0,4 1,0

Fluorescentna spektroskopija

Primenom emisione fluorescentne spektroskopije ispitivane su interakcije Pt8 i Pt9
kompleksa sa BSA. Fluorescencija proteina ukazuje na prisustvo triptofana, tirozina i
fenilalanina, odnosno prisustvo aromati¢nih aminokiselina [177]. Kada se ekscitovanje vrSi na
Aex = 295 nm fluorescencija je posledica prisustva triptofana u proteinu. Fluorescencija tirozina
prakti¢no je potpuno ugaSena ako je jonizovan ili blizu C- ili N-terminalne aminokiseline, a
fluorescencija fenilalanina je takode ugasSena ako je u proteinu prisutan triptofan [178,179].
Rastvor govedeg serum albumina (BSA) daje intenzivnu fluorescentnu emisiju na Aemmax = 352
nm, kada je ekscitovan na 295 nm. Nakon dodatka Pt8 ili Pt9 kompleksa u rastvor BSA uoc¢eno
je da sa povecanjem koncentracije kompleksa, dolazi do smanjenja intenziteta fluorescencije
(Slika 36), na osnovu Cega se moze zakljuciti da ispitivani kompleksi intereaguju sa ovim
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biomolekulom. Promene u emisionim spektrima BSA/Pt(II) kompleksa ukazuju na interakcije
proteina sa kompleksima, koje dovode do promene u sekundarnoj strukturi BSA [180].

Slika 35. 3D struktura BSA sa obeleZenim domenima, subdomenima i najée$¢im vezivnim
mestima za lekove (Sudlovo mesto I 1 Sudlovo mesto II).

Na osnovu smanjenja intenziteta emisije BSA sa povec¢anjem koncentracija Pt8 1 Pt9
kompleksa, primenom jednacina koje su prikazana u eksperimentalnom delu rada (Poglavlje
3.6.) odredene su: Stern-Volmerova konstante stabilnosti (Ksy), konstante brzine ,,gasenja“
fluorescencije (kq), konstante vezivanja (Ka) kao 1 broj vezivnih mesta (n). Vrednosti konstanti
prikazane su u Tabeli 6. ProseCno vreme fluorescencije BSA u odsustvu kompleksa je
70 = 10" s, na osnovu ¢ega je izracunata konstanta brzine ,,gasenja* fluorescencije (kq, M ' s™1).

Iz linearnosti Stern-Volmerovih grafika moZze se zakljuciti da oba kompleksa dovode do gaSenja
emisije triptofata u BSA. Vrednosti Ky 1 kq ukazuju da se ispitivani kompleksa mogu vezati za
BSA. Priblizne brojne vrednosti Ksy za Pt8 1 Pt9 komplekse (Tabela 6) ukazuju na veoma slican
afinitet vezivanja ovih kompleksa za BSA. Konstante ,,gasenja** fluorescencije su veée od 10'°
(kq>10" M! s71) §to ukazuje na stati¢ki mehanizam gasenja emisije [181]. Vrednosti konstanti
vezivanja (Ka.) 1 broj vezivnih mesta (n) izracunati su na osnovu Skecerdove jednaine
(Poglavlje 2.6.) iz linearne zavisnosti log[(Io-1)/I] od log[Q] (Slika 37). Na osnovu vrednosti K,
moze se zakljuciti da se Pt8 1 Pt9 kompleksi mogu vezati za BSA. Vrednosti K, za ispitivane
komplekse su manje u poredenju sa Ki za avidin (K,=10'> M), koji ostvaruje najjace
nekovalentne interakcije sa biomolekulima, tako da se veza Pt8 /Pt9-BSA moze lako raskinuti
cak 1 pre dolaska do ciljanog mesta u ¢eliji [182,183]. Konstanta vezivanja K, je priblizno 4
puta veca za Pt8 u odnosu na Pt9 kompleks, Sto se moZze pripisati prisustvu dva amminska
liganda u Pt8 kompleksu, koji mogu ostvariti ve¢i broj vodoni¢nih veza sa BSA u odnosu na
Pt9 kompleks, koji sadrzi bidentatno koordinovani etilendiaminski ligand. Broj vezivnih mesta
za oba kompleksa je ~ 1, §to znaci da ispitivani kompleksi ostvaruju samo interakciju sa jednim
vezivnih mestom u molekulu BSA.
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Slika 36. Emisioni spektri BSA u prisustvu Pt8 i Pt9 kompleksa. [BSA]=1,0-10"°M, [Q] = (0
—2,5)-107° M; dex = 295 nm. Grafik desno predstavlja zavisnost Io/I od koncentracije kompleksa
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Tabela 6. Stern-Volmerova konstante (Ksy), konstante gaSenja (kq), konstante vezivanja (Ka) 1
broj vezivnih mesata (n) za interakcije izmedu BSA 1 dinuklearnih Pt8 i Pt9 kompleksa.

kompleks K -10* (M)  kq-10"2 M 1sh Ka10* (M) n
Pt8 4,9 4,9 1,0 0,8
Pt9 3,8 3.8 0,3 0,8
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Slika 37. Linearna zavisnost log[(Io-1)/)] od log[Q] na osnovu Skecerdove jednacine za
interakcije P t8 1 Pt9 kompleksa sa BSA

4.3. Molekulski doking

Molekulski doking je veoma korisna tehnika kojom se moZe predvideti nacin interakcije
ili vezivanja kako lekova, tako i1 potencijalnih terapeutskih agenasa za DNK (Slike 3, 5, 18, 20,
22 1 26). U odnosu na nacin vezivanja za DNK polinuklearni platina(Il) kompleksi se mogu
podeliti u dve grupe: kompleksi koji se kovalentno vezuju za DNK (trinuklearni kompleks
platine(Il) BBR3464, neklasicni kompleks platine(Il), (Slika 5) i kompleksi koji sa DNK
ostvaruju nekovalentne interakcije [184,185]. Kristalna struktura Pt(II)/DNK adukta u kome je
trinuklearni kompleks platine(Il) (triplatinNC-A, Slika 5) nekovalentno vezan za DNK,
pokazuje novi nacin vezivanja, koji se razlikuje od interkalacije 1 vezivanja za Zljebove (Slika
22). Ovaj nacin nekovalentnog vezivanja oznacen je kao vezivanje za fosfatnu kicmu DNK (od
eng. phosphate clamp motif), koji ukljucuje unutarlancano fosfatno vezivanje, duz fosfatne
kicme DNK (backbone tracing) i premosc¢avanje Zljeba (groove spanning) [186].

Rezultati molekulskog dokinga ispitivanih kompleksa sa DNK su pokazali da je fosfatno
vezivanje jedinstveno nekovalentno vezivanje kompleksa koji imaju naelektrisanje +2 za DNK,
a obuhvata vezivanje duz fosfatne ki¢me i premosc¢avanje Zljeba.

U ovom radu rezultati molekulskog dokinga koriS¢eni su da bi se pretpostavio moguci
nacin vezivanja akva derivata (Pt1w—Pt7w) dinuklearnih Pt1-Pt7 kompleksa za DNK. Naime,
poznato je da supstitucija labilnih liganada molekulom vode (hidroliza) u kompleksima
platine(II), koji se trenutno primenjuju za leenje tumorskih oboljenja, predstavlja klju¢ni korak
u njihovoj antitumorskoj aktivnosti, kao i u njithovim reakcijama sa DNK [148]. Shodno tome,
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primenom molekulskog dokinga ispitivane su interakcije [cis-{Pt(H2O)(NH3)2}2(u-1,5-
nphe)]**, Ptlw i [{Pt(L)(H20)}2(x-1,5-nphe)]**, Pt2w—Pt7w) kompleksa sa DNK, ¢ija je
struktura uzeta iz Proteinske baze podataka (pdb code: 1BNA) [148]. Struktura DNK i
optimizovane strukture dinuklearnih Pt1w—Pt7w kompleksa prikazane su na slici 38.

Energije vezivanja, adukta koji imaju najvecu stabilnost, su u opsegu od —8,60 do —10,63
kcal/mol, (Tabela 7). U aduktima koji su prikazani na slici 39, kao i na slikama P3—P6,
Pt1w—Pt7w kompleksi sa DNK grade vodoni¢ne veze koje nastaju izmedu (Pt)-N-H 1 (Pt)—
O-H grupa kompleksa platine(I) 1 kiseonika fosfatnih grupa DNK. Ovi nac¢ini nekovalentnog
vezivanja patina(Il) kompleksa za DNK oznaceni su kao fosfatno vezivanje. Vecina kompleksa
(Ptlw—Ptéw, Slika 39) se vezuje za fosfatnu kicmu uz premoscavanje Zljeba (groove
spanning), dok samo Pt7w (Slika 39) se vezuje duz fosfatne kicme (backbone tracing). Razlika
u energijama vezivanja je rezultat razli¢itog broja vodoni¢nih veza, njithove geometrije kao 1 da
li su (Pt)-N—H i (Pt)-O—H grupe ukljuc¢ene u vodoni¢no vezivanje. Medutim, rezultati analize
razlaganja energije vezivanja (Tabela 7) pokazuju da elektrostaticka energija (E2) ima veci
doprinos privlacenja od energije vodoni¢nog vezivanja (E1). Naime, postoje veoma jaka
elektrostaticka (Kulonova) privlacenja izmedu pozitivno naelektrisanih akva kompleksa
platine(I) (+4) i negativnog naelektrisanja fosfatne kicme DNK. Ovi rezultati su u saglasnosti
sa rezultatima koji su dobijeni na osnovu UV-Vis spektrofotometrije. Primenom
eksperimentalne UV-Vis metode, nadeno je da dolazi do elektrostati¢kih interakcija izmedu
pozitivno naelektrisanih kompleksa platine(II) i negativnog naelektrisanja fosfatne ki¢me
DNK.

region bogat

G=(C

Tregion bogat
A=T Ptdw PtSw

region bogat

\/_'_l .—(’ .|
\ /
Secer — fosfat

Ptow

Slika 38. Strukturna DNK (pbd code:1BNA) i optimizovane strukture ispitivanih dinuklearnih
[{Pt(L)(H20)}2(x-1,5-nphe)]*" kompleksa (Pt1w-Pt7w).

Molekulski doking je uraden i za hlorido derivate ispitivanih kompleksa, i zakljuceno je da pet
dinuklearnih platina(Il) kompleksa (Pt1, Pt2, Pt4, Pt5 i Pt7) prvenstveno se za DNK vezu na
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nacin oznacen kao premoscavanje zljeba, dok je vezivanje unutar malog Zljeba energetski
favorizovano za Pt3 1 Pt6 komplekse (Slika P7). Nadeno je da akva derivati dinuklearnih
platina(Il) kompleksa (Ptlw—Pt7w) imaju sklonost da se za DNK vezu po modelu
premosc¢avanja Zljeba, osim Pt7w kompleksa, koji ima neSto vecu sklonost da se veze duz
fosfatne kicme DNK. Ispitivani kompleksi kao mostni ligand sadrze 1,5-nphe, i u odnosu na
polinuklearne platina(Il) komplekse koji su prikazani na Slici 5, koji izmedu terminalnih
platina(II) jona imaju tetraamminskeplatina(II) jedinice, pokazuju isti nacin vezivanja za DNK,
samo §to ispitivani dinuklearni platina(IT) kompleksi pokazuju nesto vecu tendenciju da ostvare
interakciju putem premoscavanja zljeba. Energija vezivanja (kcal/mol) i rezultati analize
razlaganja energije vezivanja za Ptlw—Pt7w komplekse sa DNK. Ovi rezultati su dobijeni
primenom molekulskog dokinga.

Tabela 7. Energija vezivanja (kcal/mol) 1 rezultati analize razlaganja energije vezivanja za
Pt1w—Pt7w komplekse sa DNK. Ovi rezultati su dobijeni primenom molekulskog dokinga.

ukupna energij a razlaganj € energij (S (Et =El +E2+E3+E4-E5)

kompleks (Ev) El E2 E3 E4 E5
Ptlw -8,60 2,44 835 40,59 4220 40,59
Pt2w -10,63 2,52 921  +10,63 +1,10  +10,63
Pt3w 9,14 2,55 7,70 0 4229 +1,10 42,29
Ptdw 9,33 3,28 0 7,15 4222 +1,10 0 42,22
PtSw -9,38 3,46 7,03 42,45 +1,10 42,45
Pt6w -10,27 3,91 746 4274 41,10 +2,74
Pt7w -9.47 477 -635  +235  +1,65 4235 Et-

ukupna slobodna energija vezivanja

El1-vdV (van der Valsova energija) + H-veza (energija vodonicnog vezivanja)+ desolvataciona energija
E2-energija elektrostatickog vezivanja

E3- ukupna unutrasnja energija

E4-torziona slobodna energija

E5- nevezivna energija sistema

Poznato je da polinuklearni kompleksi platine(I) sa bioloski vaznim ligandima kao Sto
su spermin 1 spermidin, pokazuju bioloSku sli¢nost sa kompleksima prikazanim na Slici 5.
Medutim, platina(Il) kompleksi sa sperminom ili spermidinom u reakciji sa DNK prvenstveno
grade medulancane unakrsne veze dugog dometa [184—186]. U literaturi postoje podaci da
dinuklearni platina(IT) kompleksi, opste formule [{Pt(NH3)3}2(u-(HaN(CH2)aNH2))]*, mogu
da izazovu konformacione promene u strukturi DNK (prelazak B — Z formu DNK ili prelazak
B — A formu DNK), za razliku od nekoordinovanog spermina [65,187]. Nacin vezivanja, koji
je oznacCen kao premosc¢avanje zljeba, znatno viSe utice na tercijarnu strukturu B-DNK heliksa,
Sto ukazuje na kondenzaciju DNK [78]. Kao posledica ovih konformacionih promena dolazi do
oslobadanja interkaliranog etidijum-bromida (EtBr) i gaSenja njegove fluorescencije, Sto
olakSava vezivanje drugih molekula za mali Zljeb. Kooperativno vezivanje je rezultat vezivanja
za mali zljeb i fosfatnog vezivanja polinuklearnih kompleksa platine(Il) [75-77], dok je gaSenje
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fluorescencije EtBr povezano sa konformacionim promenama u tercijarnoj strukturi DNK u
kojoj nije favorizovana interkalacija EtBr. Takode, poznato je da kompleksi TriplatinNC 1
TriplatinNC-A prikazani na Slici 5, znatno vise uticu na kondenzaciju DNK u poredenju sa
nekoordinovanim sperminom [79,80]. GaSenje fluorescencije EtBr i premosc¢avanje Zljeba, koje
je predvideno molekulskim dokingom, ukazuje da vezivanje ispitivanih dinuklearnih platina(II)
kompleksa dovodi do kondenzovanja DNK.

Kompleksi triplatinNC—tipa (Slika 5) pokazuju ve¢i afinitet da sa DNK ostvare
vezivanje duz fosfatne kicme (region bogat G=C), dok za premosc¢avanje zljeba (region bogat
A=T)) pokazuje manji afiniteta [78,79]. Rezultati molekulskog dokinga su pokazali da
ispitivani dinuklearni kompleksi platine(Il) imaju ve¢i afinitet za vezivanje uz premos¢avanje
zljeba (groove spanning) u regionu koji je bogat A=T nukleinskim bazama, dok je manje
uobicajeno vezivanje duz fosfatne kicme (backbone tracking). Razlike u nafinima vezivanja
ispitivanih dinuklearnih platina(Il) kompleksa i kompleksa triplatinNC—tipa za DNK posledica
su prirode mostnih liganda. Ispitivani kompleksi u svojoj strukturi imaju veoma rigidan,
aromaticni 1,5-naftiridinski ligand, dok centarlni deo triplatinNC—tipa kompleksa cine
fleksibilne platina(Il)-amminske jedinice, koje imaju tendenciju elektrostatickog i vodoni¢nog
vezivanja za DNK. Prema tome, dominantnu ulogu u odredivanju nacina vezivanja Pt1-Pt7
kompleksa za DNK ima mostni aromaticni ligand.

PtSw Ptow Pt7w
-9.38 -10.27 -9.47

Slika 39. Strukture najstabilnijih naina vezivanja Ptlw—Pt7w kompleksa za DNK, koje su
dobijene primenom molekulskog dokinga.
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Faktori od kojih najviSe zavisi citotoksi¢nost kompleksa platine su ¢elijska apsorpcija,
metabolicka transformacija kompleksa platine(Il) usled reakcije sa biomolekulima, kao i
formiranje adukata sa DNK. Povecanje pozitivnog naelektrisanja polinuklearnih Pt(II)
kompleksa dovodi do povecanja Celijske apsorpcije, zbog Cega je celijska apsorpcija Triplatin
NC (3) kompleksa znatno bolja u poredenju sa kompleksom 1, dinuklearnim kompleksu
prikazanim na slici 5 [81]. Zbog nekovalentnih interakcija sa DNK kompleks 3 (TriplatinNC)
u poredenju sa cisplatinom (kovalentni nadin vezivanja) ima mnogo vec¢u moc¢ celijske
apsorpcije. Nasi rezultati su u skladu sa ovim zapazanjem, jer svi ispitani dinuklearni platina(II)
kompleksi pokazuju nesto bolju ¢elijsku apsorpciu u poredenju sa cisplatinom.

Uprkos sli¢nim nacinima vezivanja ispitivanih kompleksa za DNK, u poredenju sa
TriplatinNC, razlike u njihovoj citotoksiCnosti mogu se pripisati manjem pozitivhom
naelektrisanju Pt1-Pt7 kompleksa (+2) i prisustvu hemijski aktivnih Pt—Cl veza, koje Cine
ispitivane komplekse drugacijim hemijskim agensima u reakcijama sa biomolekulima.

4.4 BioloSka ispitivanja

Naftiridin, kao 1 njegovi izomeri, zbog potencijalnih antiinflamatornih, antivirusnih,
antimikrobnih, antituberkuloznih, antikancerogenih i1 drugih svojstava postaju predmet
intenzivnog proucavanja [188]. Mononuklearni platina(Il) kompleks, cis-[PtCI(NH3)2(1,8-
naph)]NOs, pokazao je priblizno isti citotoksi¢ni kapacitet kao i cisplatina, prema nekim
kancerogenim ¢elijskim linijama [189]. Pored toga, kompleksi iridijuma(Ill) i rodijuma(IIl) sa
1,8-naftiridinom pokazali su citotoksi¢nu aktivnost prema ¢elijskim linijjama karcinoma
debelog creva 1 dojke [190]. Derivati cisplatine, sa dibenzo[c,4][1,6]naftiridin-6-on su
redukovali prezivljavanje ¢elija humanog karcinoma debelog creva [191]. Cilj ovog dela rada
bio je da se ispita citotoksi¢ni potencijal dinuklearnih kompleksa platine(Il) koji kao mostni
ligand sadrze 1,5-naftiridin (Pt1-Pt7) ili 1,6-naftiridin (Pt8 1 Pt9).

4.4.1 Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti Pt1-Pt7 kompleksa

Citotoksicni  potencijal  sintetisanih  Pt1-Pt7 kompleksa primenom MTT
kolorimetrijskog testa u in vitro uslovima ispitivan je na tri tumorske celijske linije miSeva,
karcinom dojke (4T1), debelog creva (CT26) i plu¢a (LLC1), kao i na dve zdrave ¢elijske linije,
humane ¢elije fibroblasta plu¢a (MRC-5) i mezenhimalne mati¢ne ¢elije miSa (MSC) izolovane
iz koStane srzi. Rezultati citotoksi¢nosti ispitivanih kompleksa poredeni su sa citotoksi¢nim
potencijalom cisplatine. Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabeli 8, kao ICso vrednosti (ICso
vrednosti Pt1-Pt7 kompleksa i1 cisplatine odredene su sa grafika koji prikazuje procenat
preZivljavanja (vijabilnost) ¢elija u funkciji koncentracije ispitivanog kompleksa, kao ona
koncentracija agensa (uM) koja smanjuje prezivljavanje ispitivane kulture celija za 50%).
Vrednosti prikazane u Tabeli 8 predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta +
standardna devijacija, pri cemu je svaki eksperiment raden tri puta.

Rezultati MTT testa su pokazali da Pt1-Pt7 kompleksi skoro 1 ne pokazuju citotoksicni
efekat prema Celijskim linijama karcinoma dojke (4T1), dok je citotoksicni efekat prema
¢elijskim linijjama karcinoma plu¢a (LLC1) miSeva veoma nizak (Tabela 8, Slika 40). U oba
sluc¢aja Ptl kompleks je pokazao najvece smanjenje citotoksicnog potencijala, posebno prema
LLCI ¢elijama. Procenat preZivelth LLCI1 ¢elija nakon tretiranja sa Ptl kompleksom 1
cisplatinom pri koncentraciji od 62,5 pM je bio veoma slican (Slika 40). U poredenju sa
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Table 8. ICso (uUM) vrednosti za ispitivane Pt1-Pt7 komplekse i1 cisplatinu nakon 72 h
inkubacije na 4T1, CT26, LLC1, MSC i MRC-5 ¢elijskim linijama. Podaci su predstavljeni kao

srednje vrednosti = SD (standardna devijacija) iz tri eksperimenta

Celijske linije
kompleks
4T1 CT26 LLC1 MSC MRC-5
Pt1 64,5+9,2 3,3+1,0 18,2+3,1 8,1+1,3 37,0£1,7
Pt2 191,3+36,2 42,0+7,2 111,7£16,3 121,843,1 378,7+4,0
Pt3 523,6+83,6 >1000 337,7£56,2  117,6+2,5 310,8+4.9
Pt4 193,2+39,5 174,9+£18,9  119,7£20,0 66,8+3,8 93,8+11,4
Pt5 327,2+76,1 >1000 183,8+21,4  133,5+6,9 198,2+2,5
Pt6 185,7+£22,0 331,0+£92,1 171,4+22,1 | 120,0+£8,2 150,6+3,3
Pt7 186,2+31,5 483,5£87,6  159,9+18,5 72,2+12.8 135,24£3,9
cisplatina <7.,8 29,1+5.9 <7.8 <7.8 <7,8
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100 - 100 -
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Slika 40. Procenat prezivelih 4T1, CT26, LLC1, MSC i MRC-5 ¢elija nakon 72 h u prisustvu
Pt1-Pt7 kompleksa i cisplatine.
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cisplatinom, svi dinuklearni Pt1-Pt7 kompleksi pokazuju manje citotoksi¢ne efekte u odnosu
na zdrave celijske linije (MSC i MRC-5). Analizom ICso vrednosti moze se zakljuéiti da
ispitivani kompleksi pokazuju veoma nisku citotoksi¢nu aktivnost prema 4T1 1 LLC1 ¢elijskim
linjjama (Tabela 8). Najvecu aktivnost pokazao je Ptl kompleks prema celijskim linijama
karcinoma pluca (LLCI, ICso = 18,2 + 3,1) 1 prema cCelijskim linijama karcinoma dojke (4T1,
ICs0 = 64,5 £ 9,2), ali mnogo slabiju u poredenju sa cisplatinom (ICso < 7,8). Kompleksi Pt1 i
Pt2 pokazali su neSto vecu citotoksi¢nu aktivnost prema misijem karcinomu debelog creva
(CT26), narocito Pt1 kompleks ¢ija je aktivnost (ICso = 3,3 £ 1,0) viSestruko veca od cisplatine
(ICs0 = 29,1 £5,9). Medutim, pri nizim koncentracijama (< 30 uM) i Pt2 kompleks pokazao je
bolju citotoksi¢nu aktivnost prema CT26 ¢elijskim linijama u odnosu na cisplatinu (Slika 40),
nakon 72 h. ICso vrednost za Pt2 kompleks bila je viSa u odnosu na ICsg za cisplatinu (Tabela
8). Medutim, ICso za Pt1 kompleks bila je znatno niza u poredenju sa ICso za cisplatinu (Tabela
8).

Na osnovu ICso vrednosti prikazanih u Tabeli 8, moZemo zakljuciti da Ptl 1 Pt2
kompleksi pokazuju selektivnu aktivnost u odnosu na CT26 ¢elijsku liniju u poredenju sa
zdravim Celijskim linijjama MSC 1 MRC-5. ICso vrednost Pt1 kompleksa za CT26 bila je 2,5
odnosno 12 puta niza u odnosu na ICso vrednosti koje je ovaj kompleks pokazao prema MSC i
MRC-5 ¢elijskim linijjama. Skoro identi¢an odnos ICso vrednosti prema CT26, MSC 1 MRC-5
¢elijskim linijjama dobijen je i u slucaju tretiranja Celijskih linija sa Pt2 kompleksom (Tabela
8).

Celijska smrt (apoptoza)

Apoptoza (programirana smrt celije) javlja se kako u fizioloskim tako i u patoloskim
procesima u organizmu. Ovaj oblik ¢elijske smrti ograni¢en je na pojedinacne ¢elije, koje
izvrSavaju ,,samouniStenje” 1 pracen je zapaljenskim procesima. Usled primene mnogih
hemoterapeutika dolazi do apoptoze.

Primenom proto¢ne citometrijske analize ispitivana je indukcija apoptoze CT26 Celijskih
linija pod uticajem Pt1-Pt7 kompleksa i cisplatine. Nakon 24 h inkubacije CT26 ¢elija sa
ispitivanim kompleksima 1 cisplatinom (15 uM) uzorci su obojene Annexin V 1 propidijum-
jodidom (PI). Svi testirani kompleksi nakon 24 h indukuju apoptoti¢ku smrt CT26 ¢elija (Slika
41). Prema MTT testu preZivljavanja, kompleksi Pt1 1 Pt2 su imali ve¢i citotoksiéni efekat na
CT26 u poredenju sa cisplatinom pri koncentracija od 15 pM.

Celijska apsorpcija

Poznato je da antitumorski kompleksi platine(Il) u ¢eliju mogu uéi pasivhom difuzijom
kroz plazma membranu ili aktivnim transportom, posredstvom brojnih transportnih proteina
[192]. Za aktivni transport platine(Il) kompleksa odgovorni su Cu-transportni proteini (Ctrs),
organski katjon transporteri (OCTs), nosaci rastvorenih supstanci (SLCs) i ATP-vezujuéi setovi
(ABC) koji mogu da transportuju neke lekove [192]. Da bi odredili koli¢inu Pt1-Pt7
kompleksa, kao i cisplatine, koja ulazi u tumorsku ¢eliju, izvrSena je kvantifikacija sadrzaja
kompleksa u LLC1 ¢elijama primenom masene spektrometrije sa indukovano-spregnutom
plazmom (ICP-QMS). Rezultati Sest nezavisnih eksperimenata su prikazani na slici 42 i1 Tabeli
9. Swvi ispitivani dinuklearni Pt(I) kompleksi su pokazali viSi nivo Celijske apsorpcije u
poredenju sa cisplatinom. Kompleks Ptl koji sadrzi dve Pt(Il) jedinice strukturno sli¢ne
cisplatini, kao 1 Pt2 i Pt5 kompleksi (Pt2 sadrZi petoclani etilendiamin a PtS Sesto¢lani 1,3-
propandiaminski prsten), pokazuju znatno vecu apsorpciju od strane ¢elije (5-9 puta) u odnosu
na preostale ispitivane komplekse platine(Il). Veoma slaba Celijska apsorpcija Pt3, Pt4, Pt6 1
Pt7 kompleksa je posledica prisustva alkil grupa na petoclanom etilendiaminskom (Pt3 i Pt4)
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1 Sestoclanom 1,3-propandiaminskom (Pt6 1 Pt7) prstenu. Kako ne postoji drasti¢na razlika u
veli¢ini (sterni efekat) Pt2 1 Pt3 kompleksa, kao 1 Pt5, Pt6 1 Pt7, jasno je da pasivni transport
nije odgovoran za drasti¢ne razlike u pogledu ¢éelijske apsorpcije ispitivanih kompleksa. Naime,
uvodenjem alkil supstituenata povecava se elektronska gustina na helatnim prstenovima i
hidrofobnom delu kompleksa, ali time istovremeno dolazi do smanjenja fleksibilnosti prstena.
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Slika 41. Dijagrami toka koji pokazuju procente ranih apoptotickih, kasnih apoptotickih i
prezivelih CT26 celija nakon 24 h inkubacije sa Pt1-Pt7 kompleksima i cisplatinom (15 uM)
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Slika 42. Celijska apsorpcija Pt1-Pt7 kompleksa i cisplatine (2 pM) od strane LLC1 éelija
nakon 2 h inkubacije na 37 °C u DMSO. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardna
devijacija iz Sest nezavisnih eksperimenata
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Fleksibilnost nesupstituisanih peto¢lanih i1 Sestoclanih prstenova posledica je brze inverzije
prstena (promena konformacije). Konformacija supstituisanih diaminskih prstenova u kojoj su
supstituenti u aksijalnom (ili pseudoaksijalnom) polozaju je veoma nepovoljna zbog sternog
odbijanja supstituenata [193]. Poznato je da molekulsko prepoznavanje, koje dovodi do
specifi¢nih interakcija izmedu proteina i liganada, prvenstveno zavisi od entalpijskog efekta,
dok entropijski efekat, koji je posledica fleksibilnosti liganada, moze da kompenzuje slabije
interakcije proteina i liganada [194]. U naSem radu, veca fleksibilnost nesupstituisanih helatnih
diaminskih prstenova omogucava bolju dostupnost NH» grupe za gradenje vodonicnih veza,
kao 1 vecu konformacionu slobodu kompleksa u kontaktu sa biomolekulima. Da bi razjasnili
mehanizam Celijske apsorpcije 1 transporta Pt1-Pt7 kompleksa, primenom molekulskog
dokinga ispitivane su interakcije kompleksa sa humanim serum transferinom (ApoT{N).

Tabela 9. Koncentracija platina(Il) kompleksa (png/g) koju su apsorbovale LLC1 ¢elije nakon 2
h inkubacije na 37 °C u DMSO kao rastvaracu. Rezultati su dobijeni primenom masene
spektrometrije sa indukovano-spregnutom plazmom (ICP-QMS). Rezultati predstavljaju
srednju vrednost Sest nezavisnih merenja. Koeficijent korelacije linearne regresije je 10000.

koncentracija platina(Il) kompleksa (pg/g)

kompleks
apsorbovano standardna devijacija

Pt1 4,23 0,07
Pt2 6,52 0,10
Pt3 1,51 0,03
Pt4 1,51 0,04
Pt5 4,94 0,07
Pt6 1,20 0,03
Pt7 1,05 0,02
cisptatina 0,72 0,02
netretirana celija 0,01 0,01

Rezultati molekulskog dokinga su pokazali da se Ptl, Pt2 i PtS kompleksi vezaju za petlju
humanog seruma transferina, dok su Pt3, Pt4, Pt6 i Pt7 kompleksi vezani u oblasti izmedu dve
spirale (Slika 43 1 44). Osim toga mesto vezivanja Pt3, Pt4, Pt6 i Pt7 kompleksa veoma je blizu
metioninskom ostatku na poziciji 313 (Met-313). Ovaj metioninski ostatak ima afinitet za
koordinovanje za platinu(Il), Sto je potvrdeno i NMR spektroskopijom (koordinovanje
jedinjenja platine(Il) za N-reZanj transferina). Primarna uloga humanog serum transferina je
vezivanje i transport jona metala, prvenstveno jona gvozda(Ill), u ¢eliju posredstvom receptora
endocitoze. Nasi rezultati su pokazali da male koli¢ine Pt3, Pt4, Pt6 i Pt7 kompleksa se
koordinuju za humani serum transferin, §to utice na koli¢inu kompleksa koji ude u ¢eliju. Pored
toga, rezultati molekulskog dokinga ukazuju na slicnosti u vezivanju Pt3, Pt4, Pt6 1 Pt7
kompleksa za protein, $to je direktna potvrda i sli¢ne ¢elijske apsorpcije ovih kompleksa.
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Met313 T Met3ts

-4.59 kcal/mol

-6.13 kcal/mol

Met313

Slika 43. Strukture najstabilnijih adukata Pt1-Pt7 kompleksa sa humanim serum transferinom
(ApoTfN) (forma bez gvozda (apo) rekombinantnog N-reznja), koje su dobijeni primenom
molekulskog dokinga.

4.4.2 Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti Pt8 i Pt9 kompleksa

Citotoksi¢ni potencijal Pt8 i Pt9 kompleksa primenom MTT kolorimetrijskog testa u in
vitro uslovima ispitivan je na dve tumorske celijske linije miseva, karcinom dojke (4T1) i
debelog creva (CT26), kao i na tri humane tumorske celijske linije: karcinom dojke (MDA-
MB-468), debelog creva (HCT-116) i plué¢a (A549). Pored ovih ¢elijskih linija, ispitivanja su
vr§ena 1 na zdravim mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama misa (MSC), koje su izolovane iz
kostane srzi. Rezultati citotoksi¢nosti ispitivanih kompleksa poredeni su sa citotoksi¢nim
potencijalom cisplatine. Citotoksi¢ni potencijal Pt8 i Pt9 kompleksa meren je nakon 48 h
inkubacije. Rezultati ispitivanja prikazani su na Slici 45, a u Tabeli 10 date su dobijene ICso
vrednosti. Dinuklearni platina(Il) kompleksi, koji kao mostni ligand sadrze 1,6-naftiridin su
pokazali manji citotoksi¢ni potencijal u poredenju sa cisplatinom, a procenat prezivelih Celija
bio je manje zavistan od koncentracije (Slika 45).
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Slika 44. Najstabilnije orijentacije i mesta vezivanja Ptl1-Pt7 kompleksa sa prikazom
aminokiselina u okruzenju za humani serum transferin (ApoTfN) (forma bez gvozda (apo)
rekombinantnog N-reznja), koje su dobijene primenom molekulskog dokinga.

65



>

4T1 MDA-MB-468
100

—— Pt8
Pto
—— cisplatina

——Pt8
Pt9
—s—cisplatina

prezivele celije, (%)
prezivele ¢elije, (%0)
L

391 7.81 15,63 31,25 62.5 125 250 500 391 781 15.63 31,25 62,5 125 250 300

=]

160

le elije, (Vo)
le ¢elije, (%)
g

100

—+ Pt8 —+— Pt8
80 Pt9 =] Pt9
—+= cisplatina . —a— cisplatina
= 40
40
20 20

391 7.81 15,63 31.25 62,3 128 250 500 3.91 4 1563 3128 62,5 125 250 00
nM M

prezive
z
preZive!

£

le éelije, (Vo)
le éelije, (%)

—Pt8
60 Pto
—a—Cisplatina

—— Pt8
&0 Pto
—w— cisplatina

prezive
prezive
.
2

391 281 1563 3125 625 125 250 1563 31,28 62,5 125 250 500
M M

g
"

Slika 45. Procenat prezivelih 4T1, MDA-MB-468, CT26, HCT-116, A549 1 MSC ¢elija nakon
48 h inkubacije u prisustvu Pt8, Pt9 kompleksa i cisplatine

Na osnovu MTT testa moze se zakljuciti da Pt9 kompleks ima manju citotoksi¢nu aktivnost u
odnosu na ispitivane celijske linije (ICso > 281,03, Table 10). Kompleks Pt8 ima veci
citotoksi¢ni potencijal prema ¢vrstim (solidnim) tumorima u poredenju sa Pt9 kompleksom.
Poredenjem ICso vrednosti za Pt8 1 cisplatinu jasno je da je Pt8 kompleks na ispitivanim
¢elijskim linijama pokazao najmanje dva puta manju citotoksi¢nost (Slika 45, Tabela 10).
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Tabela 10. ICso (uM) vrednosti za ispitivane Pt8, Pt9 komplekse i cisplatinu nakon 48 h
inkubacije na 4T1, MDA-MB-468, CT26, HCT-116, A549 i MSC ¢elijskim linijjama. Podaci
su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD (standardna devijacija) iz tri eksperimenta.

kompleks | Pt8 Pt9 cisplatina
¢elijske linije
4T1 46,41+2,83 281,03+9,29 22,14+0,83
MDA-MB-468 48,02+1,48 359,96+3,74 5,77+0,59
CT26 88,93+6,78 460,77+13,86 7,75+0,65
HCT-116 95,68+4,61 1375,35+3,29 27,58+1,54
AS549 49,63+2,86 >500 3,70+0,90
MSC 82,68+2,59 >500 4,59+1,04

Na osnovu razlika u N-donorskim ligandima, Pt8 sadrzi dva amminska (NH3) liganda,
dok Pt9 sadrzi bidentatno koordinovan etilendiamin, moze se objasniti razlika u citotoksi¢nom
potencijalu ova dva kompleksa. Na osnovu ovih ispitivanja moze se zakljuciti da ligandi mogu
imati klju¢nu ulogu u citotoksi¢noj aktivnosti kompleksa platine(Il). Kompleks Pt8 je pokazao
nesto bolju aktivnost prema 4T1, MDA-MB-468 1 A549 ¢elijama sa ICso vrednostima 46,41;
48,02 149,63 uM (Table 10). Pri visim koncentracijama (62,5-500 uM) Pt8 kompleks pokazao
je sli¢nu citotoksicnost prema ¢éelijskim linijjama karcinoma dojke 4T1 (misa) i MDAMB- 468
(humane) kao i cisplatina (Slika 45). Citotoksi¢nost cisplatine i Pt8 kompeksa prema humanom
karcinomu pluca (A549) bila je uporediva pri koncentracijama u opsegu 125-500 puM.
Medutim, pri nizim koncentracijama, citotoksicni efekat cisplatine bio je znatno jac¢i. Zdrave
mezenhimalne mati¢ne celije misa (MSC) tretirane su Pt8 i Pt9 kompleksima, kao i1
cisplatinom, da bi utvrdili neZeljeni citotoksi¢ni efekat prema zdravom tkivu (Slika 45, Tabela
10). Pt9 kompleks pokazao je veoma visoku toksi¢nost prema MSC kao 1 prema tumorskim
¢elijama, dok je aktivnost Pt8 kompleksa zavisila od koncentracije. Medutim, ICso vrednost
Pt8 kompleksa bila je znatno veca u poredenju sa ICso vrednostima za ¢vrste (solidne) tumore.
Dobijene ICso vrednosti za oba kompleksa (Pt8 1 Pt9) su bile najmanje 16 puta vece u poredenju
sa ICso vrednostima za cisplatinu (Tabela 10).

Na osnovu dobijenih rezultata izraunat je indeks selektivnosti (IS) za Pt8, Pt9
komplekse 1 cisplatinu. Indeks selektivnosti predstavlja odnos ICso vrednosti koje su dobijene
za zdrave ¢elijske linije (MSC) i1 ICso vrednosti za tumorske celijske linije (4T1 1 A549). Na
osnovu IS vrednosti prikazanih u Tabeli 11, moze se zakljuciti da Pt8 1 Pt9 kompleksi imaju
najmanje devet puta veci indeks selektivnosti u poredenju sa cisplatinom. Na osnovu ovih
podataka moze se zakljuciti da Pt8 1 Pt9 kompleksi mogu imati manje nezeljenih efekata u
odnosu na cisplatinu. U poredenju sa cisplatinom Pt8 kompleks ima nize ICso vrednosti i1 visi
indeks selektivnosti, zbog ¢ega je dalje koriS¢en za utvrdivanje moguceg mehanizma delovanja
na 4T1 1 A549 c¢elijske linijje.
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Tabela 11. Indeks selektivnosti (IS) Pt8, Pt9 i cisplatine u odnosuna 4T1 1 A549 ¢elijske linije.
indeks selektivnosti (IS) (ICso MSC/ ICso )

kompleks 4TI A549

Pt8 1,781715 1,666106

Pt9 3,070847 1,356001

cisplatina 0,207317 0,592258
Celijska smrt

Primenom proto¢ne citometrijske analize ispitivana je indukcija apoptoze 4T1 1 A549
¢elijskih linija u prisustvu Pt8 kompleksa. Nakon 24 h inkubacije 4T1 ¢elija u prisustvu Pt8
kompleksa (46,405 uM) populacija apoptotickih 4T1 ¢elija u ranoj fazi apoptoze bila je Cetiri
puta veca u poredenju sa netretiranim 4T1 ¢elijama (12,70% : 3,01%) (Slika 46). Povecanje
procenta kasne apoptoze 4T1 ¢elija (18,87% : 4,22%), kao 1 nekroti¢nih ¢elija (7,23% : 2,74%)
takode je zavisilo od prisustva Pt8 kompleksa. Pri koncentraciji od 49,625 uM Pt8 kompleksa
dolazi do povecanja apoptotickih ¢elija humanog karcinoma pluéa (A549) u ranoj (13 puta,
4,21% : 54,9%,) 1 kasnoj (4 puta, 4,36% : 17,7%) fazi apoptoze (Slika 46). Ovi rezultati su
pokazali da u prisustvu Pt8 kompleksa znatno se smanjuje broj prezivelih ¢elija raka i da ovaj
kompleks indukuje apoptoticku smrt éelija.
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Slika 46. Procenat rano apoptoticnih, kasno apoptoti¢nih i nekroti¢nih 4T1 1 A459 ¢elija nakon
inkubacija sa Pt8 kompleksom u poredenju sa netretiranim ¢elijama. Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SD. Proto¢na citometrijska analiza Annexin V/PI dvostrukog bojenja nakon
inkubacije ¢elija sa Pt8 kompleksom nakon 24 h (*p < 0,05).

Programirana ¢elijska smrt moZe biti indukovana kaspaza-3 putem. Ovaj put aktivacije
nastaje kao posledica disbalansa pro-apoptoticnog kaspaza-3 i anti-apoptoticnog Bcl-2
proteina. Radi pojasnjenja mehanizma pojacane apoptoze 4T1 i A549 Celija nakon tretiranja sa
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Pt8 kompleksom, primenom protocne citometrije analiziran je uticaj kompleksa na ekspresiju
kaspaza-3 i Bcl-2 proteina. Analizom dobijenih rezultata koji su prikazani na slici 47, moze se
zakljuciti da ¢elije koje su tretirane Pt8 kompleksom za razliku od netretiranih imaju znacajno
povecanje procenta kaspaza-3 proteina. U prisustvu ispitivanog kompleksa procenat kaspaza-3
proteina za 4T1 ¢elijsku liniju povecan je sa 5,05% na 16,93% , dok je povecanje u slucaju
AS549 ¢elija bilo od 7,3% na 15,24%. Istovremeno, pod istim reakcionim uslovima zabelezeno
je smanjenje ekspresije anti-apoptoti¢nog Bcl-2 proteina u odnosu na netretirane celije. Za 4T1
¢elije smanjenje je bilo dva puta, a za A549 tri puta. U prisustvu Pt8 kompleksa doslo je do
procentualnog povecanja pro-apoptoticnog i smanjenja anti-apoptoti¢nog proteina. Sve ovo ide
u prilog zakljucku da ispitivani Pt8 kompleks unet u tumorske ¢elije indukuje njihovu apoptozu.
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Slika 47. Ekspresija kaspaza-3 1 Blc-2 proteina u 4T1 1 A549 Celijskim linijjama nakon 24 h
inkubacije u prisustvu Pt8 kompleksa (*p < 0,05).

Protein Ki-67 nalazi se u jedru ¢elije i predstavlja marker za odredivanje proliferativnog
indeksa tumorskih ¢elija. Ekspresija ovog proteina usko je povezana sa ¢elijskim ciklusom
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[195]. Poznato je da postoji pozitivna korelacija izmedu ekspresije ovog proteina i raka dojke
[196]. Visoka ekspresija Ki-67 proteina ukazuje na metastaze. Prema tome, pracenje indeksa
ovog proteina moze doprineti ranom otkrivanju tumorskih oboljenja i metastaza. Primenom
proto¢ne citometrije odreden je procenat Ki-67 proteina u 4T1 ¢elijama nakon tretmana sa Pt8
kompleksom. Rezultati su pokazali da za razliku od netretiranih (11,52%), procenat Ki-67 se
znatno smanjuje u 47T1 ¢Celijama (6,92%), koje su tretirane sa Pt8 kompleksom (Slika 48). Do
dvostrukog smanjenja ekspresije Ki-67 proteina doslo je i na A549 celijama nakon 24 h
inkubacije sa Pt8 kompleksom (netretirane A549 — 4,95%; A549+Pt8 — 2,25%, Slika 48). Na
osnovu ovih ispitivanja moze se zakljuciti da u prisustvu Pt8 kompleksa proliferacija
kancerogenih celija je usporena. Prema tome, antitumorska aktivnost ispitivanog Pt8

kompleksa manifestuje se apoptozom i inhibicijom proliferacije tumorskih ¢elija.
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Slika 48. Analiza ekspresije Ki-67 proteina u 4T1 1 A549 Celijskim linijjama nakon 24 h
inkubacije u prisustvu Pt8 kompleksa (*p < 0,05).

4.5 Ispitivanje interakcija Pt2, Pt3 i PtS kompleksa i njihovih akva derivata
sa N-acetilovanim metionil-glicinom i humanim serum albuminom

U ovom delu rada primenom 'H NMR spektroskopije ispitivane su reakcije akva
derivata Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa (Pt2w, Pt3w i PtSw) sa N-acetilovanim L-metioninglicinom
(Ac-L-Met—Gly). Pored toga, na osnovu kvantno-hemijskih proracuna predloZen je
mehanizam hidrolize peptidne veze u ispitivanom dipeptidu. Primenom UV-Vis
spektrofotomentrije 1 fluorescentne spektroskopije ispitivane su interakcije Pt2, Pt3 i Pt5
kompleksa sa humanim serum albuminom (HSA), a molekulskim dokingom odredena su mesta
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vezivanja ovih kompleksa za protein [144]. Na Slici 49 prikazane su molekulske formule Pt2w,
Pt3w i PtSw kompleksa, kao i ispitivanog Ac—L-Met—Gly dipeptida.

— 4+ — — 4+ 1 4+
H,O F"t—NHz HZO—I‘Dt—NH2 HZO—F"t—NHz
N N
N N
2N—Pt—OH2 2N—Pt—OH2
&/NH? ( NH2
Pt2w Pt3w PtSw
H O
N OH
hd ;
o (0]
N
Ac-L-Met-Gly

Slika 49. Strukturne formule Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa i1 N-acetilovanog L-metionilglicina
(Ac—L-Met-Gly).

4.5.1 Reakcije Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa sa Ac—L—-Met-Gly

Hidroliza Ac—L-Met—Gly - eksperimentalni rezultati

Primenom 'H NMR spektroskopije ispitivane su reakcije Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa
(Slika 49) sa N-acetilovanim L-metionil-glicinom (Ac—-L-Met-Gly). Platina(Il) kompleksi i
dipeptid mesani su u 1:1 molskom odnosu u D>O kao rastvaracu na 37 °C 1 pH oblasti od 2,0
do 2,5. Ranija ispitivanja su pokazala da je reakcije nephodno izvoditi u kiseloj sredini, da ne
bi doslo do gradenja polimernih hidrokso-platina(Il) kompleksa [85-87,139,197-199]. Ispitivan
je sterni uticaj bidentatno koordinovanih diaminskih liganada (L = en, 1,2-pn i 1,3-pd) u Pt2w,
Pt3w i PtSw kompleksima na hidrolizu Met—Gly peptidne veze u Ac-L-Met-Gly. Na osnovu
'"H NMR spektara jasno je da u reakcijama Pt2w i PtSw sa Ac-L-Met-Gly ne dolazi do
hidrolize Met-Gly peptidne veze za vreme od 24 h, jer se u toku reakcionog vremena nije
pojavio signal na 3,77 ppm koji odgovara metilenskim protonima slobodnog glicina. U 'H
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NMR spektru Ac—L-Met—Gly u prisustvu Pt3w kompleksa tokom 24 h reakcionog vremena
javlja se signal na 3,77 ppm, $to ukazuje da Met—Gly peptidna veza hidrolizuje (Slika 50, Slike
P8 i P9). Nakon 15 minuta reakcije dolazi do smanjenja intenziteta signala na 2,11 ppm, koji
potice od S—CH3 protona nekoordinovanog Ac—L—Met—Gly i1 povecanja intenziteta signala u
oblasti od 2,40 do 2,54 ppm, koji odgovara S—CH3 protonima koordinovanog dipeptida za Pt(II)
jon preko atoma sumpora. Ova hemijska pomeranja su u saglasnosti sa literaturnim podacima
za reakcije platina(Il) kompleksa sa razliCitim peptidima koji sadrze metionin
[85—-87,199-204]. Koordinovanje tioetarskog sumpora iz dipeptida za Pt2w i Pt3w komplekse
praceno je raskidanjem jedne Pt(II)-1,5-nphe veze u intermedijernom platina(Il)-peptid
kompleksu ([ {Pt(en)(Ac—L-Met-Gly—S)}(u-1,5-nphe) { Pt(en)(H.0)} ]*), pri ¢emu nastaju dva
mononuklearna kompleksa (P1 i P2, Slika 51). U 'H NMR spektru javljaju se promene i u
aromati¢noj oblasti. Evidentno je smanjenje intenziteta dubleta na 10,22—-10,27 ppm, koji potice
od C2H i C6H protona mostnog 1,5-nphe liganda, i pojava novog signala na 9,76 ppm, koji
poti¢e od monodentatno koordinovanog 1,5-nphe u P2 kompleksu.
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Slika 50. 'H NMR spektri reakcije Pt3w kompleksa sa Ac-L-Met-Gly dipeptidom (D20, t =
37 °C, pH = 2,0-2,5). (m) metilenski protoni glicina u nekoordinovanom Ac—-L—Met-Gly, (e)
metilenski protoni glicina u Ac-L-Met—Gly koji je koordinovan za Pt(Il), () metilenski
protoni slobodnog glicina i (¢) metilenski protoni bidentatno koordinovanog glicina za Pt(II)
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Slika 51. Reakciona Sema reakcije Ac—L—Met—Gly dipeptida sa Pt2w kompleksom.

Pojava novih signala u aromati¢noj oblasti posledica je raskidanja jedne Pt(II)-N(1,5-nphe)
veze u dinuklearnim kompleksima. Nakon raskidanja jedne Pt(II)-1,5-nphe veze, dva protona
(C2H 1 C6H) mostnog 1,5-nphe liganda viSe nisu ekvivalentna (P2 kompleks) (Tabela P1). U
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reakcijama platina(Il) i paladijum(II) kompleksa koji sadrze N-heterociklicne mostne ligande
sa peptidima koji sadrze histidin ili metionion, nadeno je da dolazi do razlaganja dinuklearnih
kompleksa [85,86]. Kompleks P1 je hidroliticki aktivan i katalizuje hidrolizu Met—Gly peptidne
veze u dipeptidu Ac-L-Met—Gly, koji je monodentatno koordinovan preko atoma sumpora za
Pt(II) jon. Signal na 3,77 ppm koji poti¢e od metilenskih protona slobodnog glicina, rezultat je
hidrolize Met—Gly peptidne veze i javlja se u 'H NMR spektru nakon 24 h reakcionog vremena.
Krajnji proizvod reakcije hidrolize je kompleks P3. Dalje, slobodni glicin reaguje sa
kompleksom P2 pri ¢emu nastaje kompleks P4 koji sadrzi bidentatno koordinovani diaminski
ligand 1 glicin koordinovan preko atoma azota i kiseonika (N,O-Pt(Il)) (Slika 51). Bidentna
koordinacija glicina u ovom kompleksu je potvrdena u '"H NMR spektru prisustvom signala na
3,44-3,52 ppm. Nakon 5 dana reakcionog vremena u 'H NMR spektru bili su prisutni signali
na 3,93; 3,77 i 3,44 ppm. Medusobna zavisnost signala na 3,77 1 3,44 ppm je ocigledna, jer ovi
signali poticu od metilenskih protona slobodnog glicina i istih protona bidentatno
koordinovanog glicina za Pt(Il) jon. Pored toga, signal na 3,77 ppm je takode direktno povezan
1 sa signalom na 3,93 ppm, koji poti¢e od —CH>— protona glicina u Ac-L-Met—Gly kada je
dipeptid preko atoma sumpora koordinovan za Pt(II) jon.

Kompleksi Pt2w i Pt3w sadrze petoClane diaminske prstenove i pokazuju sli¢ne
reakcije sa Ac—L-Met—Gly, dok je reakcioni mehanizam PtSw (Sesto¢lani diaminski prsten)
kompleks sa Ac-L-Met—Gly drugaciji. U reakciji PtSw kompleksa sa Ac-L-Met—Gly signal
na 3,77 ppm nije se pojavio ni nakon 7 dana reakcionog vremena (Slika P9). Medutim, u toku
ovog reakcionog vremena u 'H NMR spektru evidentan je signal na 3,44 ppm. Pretpostavka je
da ovaj signal poti¢e od bidentatno koordinovanog glicinskog ostatka Ac—L-Met-Gly
dipeptida. U kompleksu P7 (Slika 51) za Pt(II) glicinski ostatak je bidentatno koordinovan
preko atoma kiseonika karboksilne grupe i amidnog atoma azota peptidne Met—Gly veze.
Nakon ovog nacina koordinovanja Met—Gly peptidna veza hidrolizuje.

Hidroliza Ac—L-Met—Gly, N-koordinacija. Teorijsko pracenje reakcije

Na osnovu podataka koji su dobijeni primenom 'H NMR spektroskopije za reakcije
Pt2w, Pt3w i1 PtSw kompleksa sa Ac-L-Met—Gly 1 teorijskih proracuna, moguce je predvideti
primarni reakcioni put ispitivanih reakcija. U tu svrhu koriS¢eni su podaci dobijeni pretragom
Kembricke baze strukturnih podataka (Cambridge Structural Database, CSD). Analizom dve
kristalne strukture koje su ekstrahovane iz CSD zakljuceno je da se metionin za Pt(Il) jon
koordinuje preko tioetarskog atoma sumpora 1 atoma azota (kristalna struktura sa refcod-om
CMETPT, Slika P10) i da karboksilna grupa ne ucestvuje u koordinovanju [205]. Dipeptid
Met—Gly koordinuje se na isti nacin za Pt(II) jon kao 1 metionin (kristalna struktura sa refcod-
om LORCUQ, Slika P10) [205]. Pretragom CSD nije pronadena nijedna kristalna struktura koja
odgovara koordinovanju N-acetilovanog L-metionilglicina (Ac-L-Met—Gly) za Pt(II) jon.

Potencialna prelazna stanja (TS) modelovana su samo za reakciju Pt2w kompleksa sa
Ac-L-Met-Gly. Pretpostavka je da dipeptid pokazuje isti nacin koordinovanja za ispitivane
komplekse platine(Il) (Pt2w, Pt3w 1 PtSw). Modelovanjem prelaznih stanja razmatrane su
koordinacije ne samo preko ocekivanih atoma sumora i azota, ve¢ i koordinovanje preko atoma
kiseonika karboksilne grupe i kiseonika peptidne veze. Rezultati molekulskog modelovanja dali
su samo jedno prelazno stanje u kome jedan Pt(II) jon ima polaznu kvadratno-planarnu
geometriju, dok na drugom Pt(Il) jonu dolazi do geometrijskih promena, koje su pracene
supstitucijom molekula vode sa dipeptidom. Platina(Il) jon na kome dolazi do geometrijskih
promena poseduje geometriju distorgovane kvadratne-piramide, jer je dipeptid
pseudokoordinovan preko atoma azota i sumpora (Slika 52).
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Slika 52. Strukture prelaznog stanja (TS), reaktanta i proizvoda reakcije Pt2w kompleksa sa
Ac-L-Met-Gly, pretpostavljene na osnovu rezultata kvantno-hemijskih proracuna.

Za prelazno stanje (TS, Slika 52) uraden je IRC proracun, kojim se predvidaju moguci
proizvodi i reaktanti za pronadeno prelazno stanje. Rezultati proratuna pokazali su da kao
proizvod nastaju dva mononuklearna kompleksa (P6 i P2, Slika 51 i 52). U ovom slucaju
reaktant je dinuklearni kompleks platine(Il), u kome je  dipeptid (Ac—-L-Met—Gly)
monodentatno koordiniovan za Pt(Il) preko amidnog atoma azota N-terminalne aminokiseline
(kompleks PS5, Slika 51). Na osnovu ovih prorac¢una moZze se izvesti zakljucak da u prvom
koraku dolazi do supstitucije vode na jednom Pt(II) jonu sa amidnim atomom azota. U drugom
koraku (energetski profil reakcije, Slika 53), koordinuje se 1 tioetarski sumpor iz metionina, pri
¢emu dolazi do raskidanja jedne Pt-N(1,5-nphe) veze. Na ovaj nacin nastaju dva
mononuklearna kvadratno-planarna platina(Il) kompleksa (P2 i P6), koji sadrZze bidentatno
koordinovani etilendiamin, a razlikuju se u strukturi dva preostala koordinaciona mesta (Slika
51). U P6 kompleksu, dipeptid je bidentatno koordinovan za Pt(Il) jon, a u P2 kompleksu
preostala dva koordinaciona mesta zauzimaju akva ligand i 1,5-naftiridin.

Energija aktivacije za drugu korak reakcije (kada je dipeptid bidentatno koordinovan)
iznosi 19,1 kcal/mol (Slika 53). Nastali proizvodi su za 19,8 kcal/mol stabilniji od reaktanata
(kompleks PS, Slika 51), Sto ukazuje da je bidentna koordinacija dipeptida termodinamicki
favorizovana.

Kompleks P6 je hidroliticki neaktivan jer u koordinacinoj sferi ima bidentatno
koordinovan etilendiamin 1 bidentatno koordinovan Ac-L-Met-Gly dipeptid. Nastajanje ovog
kompleksa uoceno je kao prvi reakcioni korak za sva tri kompleksa, dok je za PtSw ovo bio
jedini nac¢in koordinovanja. U literaturi postoje podaci da se amidni atom azota acetilovane
terminalne amino grupe peptida koji kao N-terminalnu aminokiselinu sadrze metionin 1 histidin
ne koordinuje za komplekse paladijuma(Il) i platine(II), pri ¢emu u ovim reakcijama dolazi do
hidrolize peptidne veze koja sadrzi karboksilnu grupu koordinovane aminokiseline
[85,86,199,200]. Koordinovanje amidnog atoma azota N-acetilovane terminalne amino grupe
metionina u Ac-L-Met-Gly moZe se objasniti na osnovu supramolekuskog profila PS5
kompleksa (Slika 51), koji je dobijen proracunima za predvidanje mehanizma koordinovanja
dipeptida za Pt2w kompleks (Slika 54). Bez obzira na favorizovano koordinovanje atoma
sumpora iz Ac—-L-Met—Gly, koordinovanje amidnog atoma azota metionina je moguce zbog
dodatne stabilizacije nastalog kompleksa. Stabilizacija je rezultat unutarmolekulskih interakcija
izmedu fragmenata dipeptida 1 Pt2w kompleksa, koji nisu ukljuCeni u koordinovanje.
Vizuelnom analizom ovog kompleksa mogu se odrediti tri regiona unutarmolekulskih
interakcija. Helatni etilendiaminski ligand formira hidrofobne interakcije sa —S—CH3 grupom
dipeptida (oblast sa hidrofobnim interakcijama), dok ostatak glicina stupa u interakciju sa m-
aromati¢nim sistemom mostnog 1,5-nphe liganda, pri ¢emu dolazi do N-H/n, C-H/xn, i n/n
interakcije (oblast sa aromati¢nim interakcijama).
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Slika 53. Energetski profil za drugi korak koordinovanja Ac—L-Met—Gly dipeptida za Pt2w
kompleks

Pored toga, karboksilna grupa glicina formira vodoni¢ne veze sa NH: grupom
etilendiaminskog liganda (region sa vodoni¢nim vezama). U ovom supramolekulskom profilu,
mononuklearni kompleks ne bi imao regione sa aromati¢nim interakcijama i vodoni¢nom
vezom, S$to bi znacajno smanjilo stabilizaciju supramolekulske strukture, koja nastaje
koordinovanjem dipeptida preko atoma sumpora. Ovaj nain koordinovanja dovodi 1 do
koordinovanja atoma sumpora $to na kraju dovodi do hidrolize Met—Gly peptidne veze. Poznato
je da kataliticka sposobnost kompleksa platine(II) opada sa porastom sternog efeka helatnog
diaminskog liganda [86,199], Sto je posledica dva efekta koji se javljaju istovremeno, a koji
dovode do stabilizacije supramolekulske strukture P5 kompleksa (Slika 51 1 54). Produzavanje
alifaticnog lanca diaminskog liganda dovodi do jacih hidrofobnih interakcija, a istovremeno
donorska sposobnost NH> grupe za gradenje vodoni¢nih veza se povecava. Prema tome,
pomenuti efekti utiCu negativno na brzinu hidrolize peptidne veze, jer stabilizuju strukturu
kompleksa prikazanu na slici 54.
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Slika 54. Supramolekularni profil P5 kompleksa, koji je dobijen proracunima za predvidanje
mehanizma koordinovanja dipeptida za Pt2w kompleks.
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Bez obzira §to u strukturi PS5 kompleksa postoji molekul vode koji je neophodan za
hidrolizu peptidne veze, PS kompleks je hidroliticki neaktivan. Razlog je velika udaljenosti
izmedu akva liganda i Met—Gly peptidne veze (Slika 54), a pored toga ovaj kompleks je
nestabilan i nakon 24 h reakcionog vremena razlaze se na dva mononuklearna kompleksa (P6
i1 P2, Slika 51). Kompleks P2 sadrzi dva monodentatno koordinovana liganda (H2O i 1,5-nphe),
koji predstavljaju dobre odlazece ligande, zbog Cega se mogu supstituisati sa glicinskim
ostatkom iz P6 kompleksa, $to dovodi do formiranja dinuklearnog P7 kompleksa (Slika 51).
Kompleks P7 je hidroliticki aktivan i katalizuje hidrolizu Met—Gly peptidne veze. Rezultati
kvantno-hemijskih prorac¢una su pokazali da signal, koji poti¢e od metilenskih protona glicina
se nalazi na 4,39 ppm (Tabela P2). Postojanje ovog signala nije uoceno u eksperimentalnim 'H
NMR spektrima, §to je verovatno posledica nestabilnosti P7 kompleksa, 1 njegovog brzog
razlaganja na P8 i P4 komplekse (Slika 51). Postojanje P4 kompleksa dokazano je pojavom
signala na 3,50 ppm u 'H NMR spektru, koji odgovara bidentatno koordinovanom glicinu za
Pt(I) jon.

Posledica brze hidrolize P7 kompleksa je u tautomeriji, jer peptidna veza postoji u
amidnom 1 iminolnom obliku, koji su u ravnotezi, ali je ravnoteZa pomerena ka amidnom
obliku. Po jacini peptidna veza je izmedu jednostruke i dvostruke veze. Pre koordinovanja za
P2 kompleks, mora do¢i do deprotonovanja peptidnog atoma azota, §to narusava ravnotezu
amid-iminol tautomera. Peptidna veza ima samo amidnu formu, zbog ¢ega moze i da hidrolizuje
(peptidna veza u iminolnom obliku ima karakteristike dvostruke veze), a hidroliza je
potpomognuta i kiselom sredinom.

Hidroliza peptidne veze u dinuklearnom P7 kompleksu se moze pratiti i promenama
signala koji poti¢u od koordinovanog metioninskog ostatka. Izracunata hemijska pomeranja
protona koja odgovaraju nekoordinovanom metioninu u Ac-L-Met-Gly su 4,07 (Met-a-CH),
1,99 (Met-f-CHz), 2,13 (Met-0-CH3) 1 2,54 ppm (Met-y-CH2) u saglasnosti su sa
eksperimentalno nadenim hemijskim pomeranjima (3,95, 2,04, 2,10, 2,60 ppm). Pomeranja
signala ka ve¢im vrednostima posledica su bidentatnog S,N-koordinovanja dipeptida (Tabela
P3). Signal na oko 2,40 ppm koji se javljaju u reakcijama dipeptida sa ispitivanim kompleksima
poti¢e od Met-0-CH3z protona i ukazuje na postojanje P6 kompleksa i reakcioni put sa
koordinovanim Ac-L-Met-Gly dipeptida preko atoma azota metionina. U '"H NMR spektrima
ispitivanih reakcija pojavljuje se 1 signal na = 3,00 ppm, koji poti¢e od Met-y-CHz protona u
P8 kompleksu 1 ukazuje na hidrolizu dinuklearnog P7 kompleksa. Prema tome teorijski
prora¢uni "H NMR spektra su veoma Kkorisni, jer se na osnovu njih mogu kvantifikovati dva
reakciona puta, koordinovanje 1 hidroliza.

4.5.2 Interakcije Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa sa HSA

Molekulski doking

Metodom molekulskog dokinga ispitivane su interakcije Pt2, Pt3 i PtS kompleksa sa
humanim serum albuminom (HSA) da bi utvrdili da li ispitivani kompleksi mogu da hidrolizuju
proteine, odnosno da li pretpostavljeni mehanizam hidrolize se moZe primeniti na vece
molekule. Humani serum albumin je najzastupljeniji protein krvne plazme, ima antioksidativnu
1 enzimisku aktivnost, kao i transportnu ulogu. Pored toga, ovaj protein je odgovoran za
odrzavanje koloidnog osmotskog pritiska krvi. U organizmu putem ovog proteina transportuju
se masne kiseline, steroidi, hormoni i mnogi lekovi. Poznato je da u HSA postoji 7 mesta za
koja se mogu vezati masne kiseline (FBS) 1 9 mesta za koja se vezuju lekovi (DBS, Slika P11)
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[206]. Vec¢ina mesta vezivanja masnih kiselina poklapa se sa mestima vezivanja ya lekove
(DBS) i razlikuju se samo u dva mesta vezivanja, DBS6 (izmedu IIA i IIB poddomena) i DBS9
(izmedu IIIA i1 IB poddomena). U HSA nalazi se Sest metioninskih ostataka (Slika 55), od kojih
se 4 nalaze unutar mesta vezivanja lekova (Met123 u DBS1, Met329 u DBS6, Met446 u DBS4
1 Met-548 u DBS5), dok se dva nalaze van transportnih mesta lekova (Met87 i Met298).

enerija vezivanja

(kcal/mol)
kompleks BS1 BS2
Pt2 721 -4.85
Pt3 568  -4.05 _
Pt5 699  -4.63 “‘2;' e

Slika 55. Struktura humanog serum albumina (HSA) sa mapiranim metioninskim ostacima i
mestima vezivanja (BS, binding site) ispitivanih dinuklearnih platina(Il) kompleksa (Pt2, Pt3 1
Pt5).

Rezultati molekulskog dokinga su pokazali da se ispitivani kompleksi (Pt2, Pt3 1 PtS)
prvo vezuju za vezivno mesto BS1, koje se nalazi izmedu IA i IIA poddomena i za koje se ne
vezuju lekovi. Na osnovu ovoga moZze se pretpostaviti da HSA nije transportni protein za
ispitivane dinuklearne komplekse, jer se vezuju za povrsinu proteina, a ne za transportna mesta.
S obzirom da u BS1 mestu vezivanja nema metionina, ne ocekuje se ni hidroliza HSA u
prisustvu ispitivanih kompleksa. BS1 vezivno mesto je negativno naelektrisano, jer sadrzi
aminokiseline asparaginsku i glutaminsku, koje sa ispitivanim kompleksima pored vodoni¢nih
mogu ostvariti 1 elektrostaticke interakcije (Slika 56). Drugo mesto vezivanja (BS2) nije isto za
ispitivane komplekse, ali ovo nije ni mesto vezivanja lekova i ne sadrzi metionin koji bi se
mogao koordinovati za Pt(Il) jone. Energije vezivanja za BS2 su znatno nize (za 1,6 do 2,4
kcal/mol, Slika 55) u poredenju sa energijama vezivanja kompleks za BS1. Na osnovu ovih
proratuna moze se izvesti zaklju¢ak da povecanjem koncentracije kompleksa, ne dolazi do
hidrolize HSA.
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Slika 56. Prikaz interakcija sa aminokiselinama u prvom mestu vezivanja (BS1) humanog
serum albumina za ispitivane komplekse

Elektronska apsorpciona spektrofotometrija

Interakcija izmedu humanog serumskog albumina (HSA) i jedinjenja prisutnih
u krvnoj plazmi dovodi do promena u sekundarnoj strukturi proteina ili do promene polariteta
mikrookruzenja, u delu proteina gde se nalazi ostatak aminokiseline triptofana [207].
Elektronska apsorpciona spektroskofotometrija je jedna od metoda, koja se koristi za
proucavanje interakcija kompleksa platine(IT) sa HSA. U elektronskom apsorpcionom spektru
HSA javljaju se dve apsorpcione trake u opsegu 200240 nm 1 260-300 nm, koje poticu od
aromati¢nih aminokiselina (triptofan (Trp), tirozin (Tir) i fenilalanin (Phe)). Promene u oblasti
od 200-240 nm pripisuju se promenama u sekundarnoj strukturi proteina [208,209]. Maksimum
apsorpcije na 280 nm je veoma osetljiv na promene u mikrookruzenju triptofana, tako da
promene u ovom delu spektra ukazuju na promene u konformaciji proteina. UV-Vis spektri
HSA u odsustvu i prisustvu rastuc¢e koncentracije Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa prikazani su na slici
57. Na osnovu ovih spektara moze se zakljuciti da nakon dodatka dinuklearnih platina(II)
kompleksa u rastvor HSA ne dolazi do pomeranja apsorpcionog maksimuma (Amax =280 nm).
Na osnovu UV-Vis spektara moze se zakljuciti da promene u mikrookruzenju aminokiseline
triptofana nastaju usled interakcija Pt2, Pt3 i PtS kompleksa sa HSA [210]. U ispitivanim
reakcijama mozZze se uociti hiperhromno pomeranje maksimuma apsorpcije, koje je u opsegu od
70,74% do 74,45%. Sve ovo ukazuje da dolazi do strukturnih promena u HSA usled
nekovalentnih interakcija, koje mogu biti posledica vodoni¢nog vezivanja ili elektrostatickih
interakcija [211]. Na osnovu ove spektroskopske tehnike moze se zakljuciti da ispitivani
kompleksi sa HSA ostvaruju staticke interakcije.
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Slika 57. UV-Vis spektri HSA (¢ = 8 uM) u prisustvu Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa (¢ = 0-160
uM) u PBS (pH =7,4)

Emisiona fluorescentna spektroskopija

Da bi potvrdili rezultate UV-Vis spektrofotometrije, reakcije Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa
ispitivane su i primenom emisione fluorescentne spektroskopije. Emisioni spektri HSA u
prisustvu rastu¢ih koncentracija Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa snimljeni su u opsegu od 300 do 500
nm, uz ekscitaciju na Amax =295 nm (Slika 58). Intenzitet fluorescencije HSA na 361 nm opada
sa povecanjem koncentracije Pt2, Pt3 i PtS kompleksa, uz istovremeno blago batohromno
(crveno) pomeranje emisionog maksimuma. Promene u emisionim spektrima ukazuju na
promene u mikrookruzenju ostatka aromaticne aminokiseline triptofana usled povecanja
polariteta grupe na ostatku HSA ili interakcije kompleksa sa polarnim grupama, Sto sugeriSe da
su to glavni faktori koji doprinose stabilizaciji HSA /platine(II) sistema.
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Slika 58. Emisioni spektri HSA (¢ = 8 uM) u prisustvu Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa (c = 0-160
HM)

Stern-Volmerova konstanta (Ksv), konstanta brzine gasSenja (kq), konstanta vezivanja
(Ka) 1 broj mesta vezivanja (n) odredene su primenom jednaina koje su prikazane u
eksperimentalnom delu rada (Poglavlje 2.6.). Za izracunavanje vrednosti Ksv, kg, Ka 1 n
koriS¢ena su dva modela prora¢una. U prvom modelu uzete su vrednosti intenziteta emisije (I)
na 361 nm, odnosno intenzitet emisije na talasnoj duzini na kojoj HSA ima maksimum emisije
bez prisustva platina(Il) kompleksa (Imax). U drugom modelu, uzete su maksimalne vrednosti
emisije (Imax) za svaki pojedinacni spektar, jer sa povecanjem koncentarcije kompleksa
platine(Il) maksimum emisije pomera se ka ve¢im vrednostima talasnih duZina (batohromno
pomeranje, Slika 59). Proracuni su pokazali, da bez obzira koji model proraina se koristi,
vrednosti Ky su reda veli¢ine 10*. Primenom drugog modela za Pt5 kompleks dobijena je
vrednost Ksy =2,21-10% dok je primenom prvog modela za isti kompleks Kqy = 1,58-10* (Tabela
11). Dobijene vrednosti za konstante brzine gasenja (kq) su ve¢e u odnosu na konstante brzine
gasenja biopolimera (= 2,00-10'%/Ms), $to ukazuje na staticko gasenje fluorescencije, odnosno
na formiranje HSA/Pt(Il) adukta u osnovnom stanju.
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Slika 59. Stern-Volmerovi grafici interakcija HSA sa Pt2, Pt3 i PtS kompleksima

Primenom prvog modela proracuna grafik Io/I u zavisnosti od koncentracije Pt2, Pt3 i
Pt5 kompleksa pokazuje linearnost u opsegu ispitivanih koncentracija, dok drugi model
pokazuje pozitivno odstupanje od linearnosti pri koncentracijama veé¢im od 80 pM. Ovo
pozitivno odstupanje ukazuje na udeo dinamickog gasSenja fluorescencije, ali dijagram pokazuje
da je udeo statickog gasenja i dalje ve¢i od dinamickog gaSenja. Iz Stern-Volmerove jednacine
mogu se izradunati vrednosti konstanti vezivanja (K, = 0,66-9,53-10* M™! (prvi model) i K, =
3,08-12,85-10* M™! (drugi model), kao i broj vezivnih mesta na HSA (n), §to je u ovom slucaju
1.

Tabela 11. Stern-Volmerova konstanta (Ksv), konstanta gasenja (kq), konstanta vezivanja (Ka) 1
broj vezuju¢ih mesat (n) za interakcije izmedu HSA 1 dinuklearnih Pt2, Pt3 i PtS kompleksa.

prvi model drugi model
kompleks Kg-10*  kq-10'?  K,-10* Ke-10* kq-10"? Ka-10* n
M) sy T ) s )i
P2 1,00 1,00 9,53 12| 1,63 1,63 12,85 12
Pt3 0,88 0,88 0,66 09 | 1,18 1,18 3,08 09
Pt5 1,58 1,58 2,51 1,0 | 2,21 2,21 6,63 1,0
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije prikazane su metode sinteze 1 karakterizacija devet
dinuklearnih kompleksa platine(II), koji kao mostni ligand sadrze 1,5-naftiridin (Pt1-Pt7) ili
1,6-naftiridin (Pt8 1 Pt9). Karakterizacija kompleksa izvrSena je na osnovu rezultata
elementalne mikroanalize, 'H i '*C NMR spektroskopije, UV-Vis spektrofotometrije, kao i IR
spektroskopije. Pored toga, strukture Pt1-Pt7 kompleksa dodatno su potvrdene rezultatima
masene spektroskopije (HRMS).

Rezultati koji su dobijeni primenom UV-Vis spektrofotometrije 1 fluorescentne
spektroskopije za ispitivanje interakcija sintetisanih kompleksa sa dezoksiribonukleinskom
kiselinom koja je izolovana iz grudne Zzlezde teleta (CT-DNK) su pokazali da ispitivani
kompleksi grade fosfatne veze sa CT-DNK, koje predstavljaju vrstu elektrostickih interakcija.
Vecina ispitivanih dinuklearnih kompleksa, odnosno njihovi akva derivati, grade medulanc¢ane
fosfatne veze, uz premos¢avanje malog zljeba. Mostni naftiridinski ligandi (1,5-nphe, 1,6-nphe)
ne uticu zna€ajno na nacin i jacinu interakcija ispitivanih kompleksa sa CT-DNK. Dobijeni
eksperimentalni podaci su potvrdeni na osnovu rezultata molekulskog dokinga.

Primenom fluorescentne spektroskopije ispitivane su interakcije Pt8 i Pt9 sa BSA. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ispitivani kompleksi se vezuju za BSA.
Medutim, vrednosti K, za ispitivane komplekse su manje (1,00-10*, Pt8; 0,27-10%, Pt9) u
odnosu na K. za avidin (10" M), koji ostvaruje najjate nekovalentne interakcije sa
biomolekulima, zbog ¢ega se nekovalentne interakcije Pt8/Pt9-BSA mogu lako raskinuti i pre
dolaska do ciljanog mesta u ¢eliji. Konstanta vezivanja (K,) je = 4 puta veca za Pt8 u odnosu
na Pt9 kompleks, Sto se moZe pripisati prisustvu dva amminska liganda u Pt8 kompleksu, koji
mogu ostvariti ve¢i broj vodoni¢nih veza sa BSA u odnosu na Pt9 kompleks, koji sadrzi
bidentatno koordinovani etilendiaminski ligand.

Eksperimentalni rezultati ('"H NMR) i kvantno-hemijski prora¢uni za reakcije N-
acetilovanog L-metionil-glicina (Ac-L-Met—Gly) i Pt2w, Pt3w i PtSw kompleksa su pokazali
da ispitivani kompleksi selektivno hidrolizuju Met—Gly peptidnu vezu.

Primenom UV-Vis spektrofotometrije i fluorescentne spektroskopije ispitivane su
interakcije Pt2, Pt3 i Pt5 sa HSA. Na osnovu dobijenih rezultata jasno je da su dominantne
statiCke inerakcije kompleksi platine(I[) sa HSA. Rezultati molekulskog dokinga su
pokazali da se ispitivani kompleksi prvo vezuju za netransportno mesto HSA, za koje se ne
vezuju lekovi (nalazi se izmedu IA 1 IIA poddomena), na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da
HSA nije transportni protein za ispitivane dinuklearne komplekse. Pored toga rezultati
proracuna su pokazali da u prisustvu Pt2, Pt3 i Pt5 kompleksa ne hidrolizuje ni jedna peptidna
veza u HSA.
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In vitro citotoksi¢na aktivnost Pt1-Pt7 kompleksa ispitivana je na tri tumorske ¢elijske
linije miseva (karcinom dojke (4T1), debelog creva (CT26) i plu¢a (LLC1)) i na dve zdrave
¢elijske linije (humane ¢elije fibroblasta plu¢a (MRC-5) i mezenhimalne mati¢ne ¢elije miSa
(MSC) izolovane iz kosStane srzi). Rezultati MTT testa su pokazali da ispitivani kompleksi skoro
1 ne pokazuju citotoksi¢ni efekat prema celijskim linijama karcinoma dojke (4T1), dok je
citotoksi¢ni efekat prema Celijskim linijama karcinoma plu¢a (LLC1) miSeva veoma nizak.
Znacajnu citotoksicnu aktivnost prema celijskoj liniji karcinoma debelog creva (CT26)
pokazali su Ptl i Pt2 kompleks. Ove vrednosti mogu se porediti sa citotoksi¢cnom aktivnosti
cisplatine. Ispitivani kompleksi nakon 24 h indukuju apoptoticku smrt CT26 ¢elija. Kompleksi,
Pt1, Pt2 i PtS su pokazali znatno vecu apsoprpciju od strane ¢elije u odnosu na Pt3, Pt4, Pt6 i
Pt7 komplekse, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da pasivni transport nije odgovoran za
razlike u pogledu celijske apsorpcije ispitivanih kompleksa. Primenom molekulskog dokinga
nadeno je da se Ptl, Pt2 i Pt5 kompleksi vezuju za petlju humanog seruma transferina, dok se
Pt3, Pt4, Pt6 1 Pt7 kompleksi vezuju u mestu koje ima u blizini Met ostatak. Stoga postoji
mogucnost njihovog koordinovanja za humanim serum transferin, $§to smanjuje njegov
transport unutar éelije.

In vitro citotoksicna aktivnost Pt8 i Pt9 kompleksa ispitivana je na dve tumorske
¢elijske linije miSeva (karcinom dojke (4T1) 1 debelog creva (CT26)), na tri humane tumorske
¢elijske linije (karcinom dojke (MDA-MB-468), debelog creva (HCT-116) 1 plu¢a (A549)) i na
zdravim mezenhimalnim matiénim ¢elijama misa (MSC). Pt8 kompleks je pokazao veci
citotoksi¢ni potencijal prema ¢vrstim tumorima u odnosu na Pt9 kompleks. Nadeno je da Pt8
kompleks indukuje apoptozu 4T1 1 A549 ¢elija, zbog Cega dolazi do povecanja ekspresije pro-
apoptoti¢nog kaspaze-3 i smanjenja ekspresije anti-apoptoticknog Bcl-2 i Ki-67 proteina.
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Slika P2. IR spektri Pt1-Pt9 kompleksa (KBr pilula, 298 K)
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Slika P3. Prikaz amino-kiselinskog okruzenja u najstabilnijem mestu vezivanja kompleksa
Ptlw i Pt2w za DNK, koja su dobijena molekulskim dokingom.

Ptdw

Slika P4. Prikaz amino-kiselinskog okruZenja u najstabilnijem mestu vezivanja kompleksa
Pt3w 1 Pt4w za DNK, koja su dobijena molekulskim dokingom.
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Slika P5. Prikaz amino-kiselinskog okruzenja u najstabilnijem mestu vezivanja kompleksa
PtSw i Ptow za DNK, koja su dobijena molekulskim dokingom.

Prvo vezivno mesto
Pt7w

Vezivanje duf
fosfatne ki¢me °¢

Slika P6. Dva najstabilnija nacina vezivanja (levo) 1 amino-kiselinsko okruZenje u
najstabilnijem mestu vezivanja Pt7w kompleksa za DNK (desno), koja su dobijena
molekulskim dokingom.
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Slika P7. Strukture najstabilnijih adukata Pt1-Pt7 komplesa sa DNA, koja su dobijena
molekulskim dokingom.
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Slika P8. '"H NMR spektri reakcije Pt2w kompleksa sa Ac-L-Met—Gly dipeptidom (D20, t =
37 °C, pH = 2.0-2.5). (m) metilenski protoni glicina u nekoordinovanom Ac—-L—Met-Gly, (e)
metilenski protoni glicina u Ac-L-Met—Gly koordinovanom za Pt(II), ( #) metilenski protoni
slobodnog glicina i (¢) metilenski protoni bidentatno koordinovanog glicina za Pt(II)
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Slika P9. '"H NMR spektri reakcije PtSw kompleksa sa Ac-L-Met-Gly dipeptidom (D0, t =
37 °C, pH = 2.0-2.5). (m) metilenski protoni glicina u nekoordinovanom Ac—L-Met-Gly, (o)
metilenski protoni glicina u Ac-L-Met—Gly koordinovanom za Pt(II), ( #) metilenski protoni
slobodnog glicina i (¢) metilenski protoni bidentatno koordinovanog glicina za Pt(II)

Tabela P1. Eksperimentalna i izraSunata '"H NMR hemijska pomeranja za 1,5-nphe u Pt2w i

P2 kompleksima.
kompleks
H2/Hé6 H4 / H8 H3 /H7
Eksperimentalno Pt2w | 10,22 9,58 8,16
IzraCunato Pt2w 8,9 9.6 7,5
Izracunato P2 7,3 8,6 8,8
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refcode CMETPT refecode LORCUQ

Slika P10. Kristalne strukture kompleksa platine(Il) sa aminokiselinom metioninom i
dipeptidom glicil-metioninom, ekstrahovane iz CSD [26].

Tabela P2. Izra¢unata '"H NMR hemijska pomeranja za Gly—CH: protone ispitivanih Pt4 i P7
kompleksa.

Ispitivani kompleksi
P4 P7
\N
N /
HO’\<\ '\lle 2 o
\
Strukture O—Pt—N MN\/LOH
LD Nty
N\/ N/ \N o}
/
Gly-CHz 3.38 4.39
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Tabela P3. Izra¢unata 'H NMR hemijska pomeranja za protone metionina u Ac-L-Met-Gly
dipetidu 1 odgovaraju¢im P6 1 P8 kompleksima (eksperimentalne vrednosti su u prikazane u
zagradi).

Ispitivani kompleksi

Ac-L-Met-Gly P6 P8

. H (0]
Met-protoni N OH
p Y X\H /\O( ' /\O(OH NOH
(0]
S N

/
S

AN

N 0 Pt I
\ N
-/
Met-a-CH 4.07 (3.95) 4.62 4.45
Met-$-CH, 1.99 (2.04) 2.62 2.61

Slika P11. Struktura humanog serum albumina (HSA) sa obelezenim mestima za koja se vezuju

lekovi (DBS).
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DNA binding mode of polynuclear platinum(i)
complexes in relation to the complex structuret
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The synthesis, spectroscopic characterization, cytotoxic activity and DNA binding evaluation of seven new
dinuclear platinum(i) complexes Pt1-Pt7, with the general formula [{Pt(L)Cl},(p-1,5-nphe)l(ClO4), (1,5-
nphe is 1,5-naphthyridine; while L is two ammines (Pt1) or one bidentate coordinated diamine: ethylene-
diamine (Pt2), (+)-1,2-propylenediamine (Pt3), trans-(+)-1,2-diaminocyclohexane (Pt4), 1,3-propylenedi-
amine (Pt5), 2,2-dimethyl-1,3-propylenediamine (Pt6), and 1,3-pentanediamine (Pt7)), were reported.
In vitro cytotoxic activity of these complexes was evaluated against three tumor cell lines, murine colon
carcinoma (CT26), murine mammary carcinoma (4T1) and murine lung cancer (LLC1) and two normal cell
lines, murine mesenchymal stem cells (MSC) and human fibroblast (MRC-5) cells. The results of the MTT
assay indicate that all investigated complexes have almost no cytotoxic effects on 4T1 and very low cyto-
toxicity toward LLC1 cell lines. In contrast to the effects on LLC1 and 4T1 cells, complexes Ptl and Pt2
had significant cytotoxic activity toward CT26 cells. Complex Ptl had a much lower ICsq value for activity
on CT26 cells compared with cisplatin. In comparison with cisplatin, all dinuclear Pt1-Pt7 complexes
showed lower cytotoxicity toward normal MSC and MRC-5 cells. In order to measure the amount of plati-
num(i) complexes taken up by the cells, we quantified the cellular platinum content using inductively

Received 14th May 2018, coupled plasma mass spectrometry (ICP-QMS). Molecular docking studies performed to evaluate the
Accepted 18th September 2018

DOI: 10.1039/c8dt01946k

potential binding mode of dinuclear platinum(i) complexes Pt1-Pt7 and their aqua derivatives W1-W?7,
respectively, at the double stranded DNA showed that groove spanning and backbone tracking are the
rsc.li/dalton most stable binding modes.

Introduction
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The dinuclear platinum(I) complexes, [{PtCI(NHj),},(u-1,6-nphe)](ClO,4),
(Pt1) and [{Pt(en)Cl},(u-1,6-nphe)](Cl0,), (Pt2) (en is a bidentate-coordinated
ethylenediamine and 1,6-nphe is the bridging 1,6-naphthyridine ligand) were
synthesized and characterized by different spectroscopic methods. The DNA-
binding evaluation of complexes Ptl and Pt2 was done by UV-Vis, fluores-
cence emission spectroscopy, and their interaction with bovine serum albumin
(BSA). The cytotoxic activity of these complexes was determined against mouse
breast (4T1) and colon (CT26) cancer cell lines, human breast (MDA-MB-468),
colon (HCT-116), and lung (A549) cancer cell lines as well as mouse mesen-
chymal stem cells (mMSC). Complex Ptl showed higher cytotoxic capacity
toward solid cancer cell lines compared with Pt2 and lower cytotoxic capacity
toward mMSC cells compared with cisplatin. Furthermore, molecular mecha-
nism studies showed that Ptl complex induced 4T1 and A549 cell apoptosis
therefore increasing expression of pro-apoptotic caspase-3 and decreasing
expression of anti-apoptotic Bcl-2 and Ki-67. Antitumor capacity of Ptl com-
plex might be manifested at least in two ways: by facilitating apoptosis and by
inhibiting tumor cells proliferation.
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1,6-naphthyridine, apoptosis, cytotoxicity, dinuclear platinum(II) complexes, DNA/BSA binding
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Dinuclear platinum(II) complexes
1,5-Naphtiridine bridging ligand
Ac-L-Met-Gly

HSA

Docking study

The hydrolysis of N-acetylated L-methionylglycine dipeptide (Ac-L-Met-Gly) in the presence of dinuclear
platinum(Il)-aqua complexes with general formula [{Pt(L)(HQO)}g(u—l,5—nphe)]‘H (1,5-nphe is 1,5-naphthyri-
dine; L is bidentately coordinated ethylenediamine (1w), (+)-1,2-propylenediamine (2w) and 1,3-propylenedi-
amine (3w)) is described in detail. The hydrolytic activity of these complexes was monitored by 'H NMR
spectroscopy, which confirmed the regioselective cleavage of the Met-Gly-amide bond in this peptide. Quantum-
chemical calculations revealed the primary reaction path with coordination of dipeptide via the terminal amide
nitrogen of methionine followed by its coordination for the sulphur atom, in which the decomposition of the
resulted platinum(II)-dipeptide complex and the coordination of its glycine residue precedes the hydrolytic
cleavage of the Met-Gly amide bond. In the secondary reaction path, in which Ac-L-Met-Gly is coordinated via
the methionine sulphur atom, the decomposition of the starting [{Pt(L)(H20)}2(u-1,5-nphe)]** complex is fol-
lowed by the regioselective hydrolysis of the investigated dipeptide. The binding affinity of the chloride de-
rivatives of the corresponding dinuclear platinum(II)-aqua complexes, [{Pt(L)Cl}z(y—l,S—nphe)]2+ (1-3) towards
the human serum albumin (HSA), a transport protein, was investigated using electronic absorption and fluo-
rescence emission measurements, and results indicated the static interactions between these complexes and HSA.
A docking study revealed a unique binding site on HSA, based on the electrostatic and the hydrogen bonding,
which does not have a methionine residue nearby, therefore does not exist danger of HSA hydrolysis by these
complexes.

1. Introduction

Hydrolysis of peptide bonds in peptides and proteins occurs in many
biological processes, but the exact mechanism of this reaction is poorly
understood. In addition, the hydrolysis reaction is used in the structure
determination of peptides and proteins. The proteolytic enzymes used
for the hydrolysis reaction often only function in a narrow temperature
and pH range. In addition, the high cost and limited or fixed selectivity
of proteolytic enzymes make them difficult to use. This led to the search
for alternative cleaving agents that are stable at physiological pH and
room temperature. Mononuclear platinum(II) and palladium(II)

* Corresponding authors.

complexes can be used as alternative cleaving agents, so that hydrolytic
reactions between these complexes and peptides containing methionine
or histidine have been extensively studied [1]. Platinum(II) and palla-
dium(II) complexes are known to bind to the sulphur or nitrogen atom in
the side chain of methionine [1 — 4] or histidine [1,5 — 7], respectively,
and promote cleavage of the amide bond involving the carboxylic group
of the anchoring amino acid. Our study in this field has also shown that
dinuclear platinum(II) and palladium(II) complexes with aromatic
nitrogen-containing heterocyclic compounds as bridging ligands very
efficiently promote the hydrolysis of the amide bond in methionine- and
histidine-containing peptides [8—14]. This study showed that dinuclear
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Obpasay 1

H3J4BA AYTOPA O OPHIHHAJTHOCTH JOKTOPCKE JUCEPTALHIE

H3jassbyjem 1a noKTOpCKa AHcepTaLMja noa HACIOBOM:

Cunure’a M _AHTHTYMOPCKA AKTHBHOCT ansykiaeapuux naaruna(ll) komnaexca ca

HadTHPHAHHIMA Kao MOCTHHM JIHFAHAHM

NpeacTaBba opuzunamo aymopcko Jde/10 HACTAJI0 Kao PE3YNTAT concmaenoz uCmpadlcuGauKoe

pada.

Ogoxy Hsjasom maxohe nomephyjem:

® 1acaM jeduHu aymop HaBeJleHe IOKTOPCKe AucepTaumje,
® 1ay HaBeleHO] AOKTOPCKOj AMCEPTALMjH Hucam usgpuiuo/ia nogpedy ayTopekor HUTH
ApYror NpaBa WHTENEKTYaNHE CBOjUHE APYTHX NHLa,

Y Kparyjesuy, 04. 10. 2023. roauHe,

é&)[;{@@a /7»/6 g\ (I sTONE

noTnuc aytopa




Obpazay 2

H3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH IUTAMITAHE H EJIEKTPOHCKE BEP3HJE
HAOKTOPCKE JHCEPTALIHJE

H3jasmyjem na cy wramnaua u enekTpoticka Bep3uja JOKTOPCKE AHCEPTALM]E M0 HACIOBOM:

Cunresa B auTHTYMOpPCKA AKTHBHOCT annykaeapuux naarnaa(ll) komniekca ca

uadﬂupuumuma Ka0 MOCTHMM JINFTAHAHM

NCTOBETHE.

Y Kparyjesuy, 04.10. 2023. roasHue,

Voslond Do,

NOTNHC ayTopa




Odpazau 3

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIURABAKY JOKTOPCKE JHCEPTALIHJE

Ja. bata KoHoBanos.

A03BO./baBaM

| HE 103BO/baBaM

YHueep3nTeTckoj 610anoTeun y Kparyjesuy na HauMHM J1Ba TpajHa yMHOKEHA NpHMEpKa Yy

€/1EKTPOHCKO] DOPMIT JOKTOPCKE AHCEPTALIH]E MO HACIOBOM:

CHHTe3a M AHTHTVMOPCKA aKTHBHOCT AHBVKJAeapanx niaatesa(ll) komniekca ca

HAadTHPHIRHAMA K30 MOCTHHM JNTraHIuM

W TO Yy UEHHH, K20 W 1a N0 jeNaH NPHMEpPaK TAKO YMHOKEHE JOKTOPCKE AHCEepTaLHje YUHHH
TPajHO JOCTYMHHM JABHOCTH MyTeM IMIHT&IHOr Peno3HTopijymMa YHuBep3HTeTa Y
Kparyjesuy ¥ LeHTPaTHOr peno3HTOPHjyMa HALTEAHOr MHHHCTAPCTBA TaKo 1a NpHNagHHLI
JaBHOCTH MOMYV Ha4YWHHTH TpajHe YMHOKEHe MpHMEpKe Y eeKTPOHCKO] GopMH HaBeaeHe

JIOKTOPCKE AHCEpTaLHje MyTem npeyuvaiba.

Osowm M3jasom Takohe

o

J03B0JbaBaM

He 10380.baBaM’

]

" Vkoamko 2 Top H3abepe 1a He 103IB0NH NPHNATHHUHMA JaBHOCTH 13 TAKO 10CTYNHY 1OKTOPCKY AMCEPTALM]Y
Kop#cTe noa yc1osuma yTephelns jeanom 0 Creative Commons AW, TO Hie KCKIBY 4y je TPABO NPHNATHHKA
jaBHOCTH 12 HaseleHY TOKTOPCKY IMCEPTRLHM]Y KOPHCTE ¥ CKIATY ca 01peadama 3aKoiia o 2yTOPCKOM H CPOTHNHM

npasive.



NPHIaAHALIMMA JABHOCTH J1a TAKO JOCTYMHY AOKTOPCKY AHCEPTALLjY KOPHCTE MOJ YCIOBHMA
vrephennm jeaHom on cneaefnx Creative Commons NTHUEHLUH:

1) AyTopeTso

2) AYTOPCTBO - IENUTH MO/ HCTHM YCIOBHMa

3) AyTopeTso - 6e3 npepana

4) AYTOpPCTBO - HEKOMEDLHjAIHO

5) AYTOPCTBO - HEKOMEPUMJAIIHO ~ AeMHTH NOA HCTIIM YCIOBHMA

6) AYTOPCTBO - HEKOMEpUHjanHO - Ge3 npepaaa’

Y Kparyjesuy, 04. 10. 2023. roamue,

//Zm Pro éz/ 0[9:?“\

noTnic ayropa

> Moaumo ayTope Koju €y #3a6paii 1a 103801¢ MPHNANHHUMMA JaBHOCTH Ja TaKo /10CTyniy JIOKTOpCKY
JIMCCPTALM]Y KOPHCTE NOJL YC10BHMA yTephenus jeanoym oa Creative Commons auneiig na JAOKPYAE je/iy o
nonyhennx anuenim. JIeTabas CAIpAa) HaBeICHHX JKLEHLIM JI0CTYNaN j¢ 1a: hup://creativecommons.org.rs/
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