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Antimikrobna, citotoksi¢na i genotoksi¢na aktivnost novosintetisanih
kompleksa paladijuma(Il) i platine(II) sa

2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazonom

REZIME

Klini¢ka primena hemioterapeutskih agenasa u leCenju infektivnih bolesti 1
kancera sa sobom nosi brojna ogranicenja, usled moguceg neselektivnog, genotoksicnog
1 mutagenog dejstva, pojave rezistencije i ozbiljnih nezeljenih efekata, Sto ukazuje na
permanentnu potrebu za otkrivanjem i ispitivanjem bioloSki aktivnih agenasa koji bi
mogli biti znacajni za razvoj novih hemioterapeutskih lekova. Istrazivanja sprovedena u
poslednjoj deceniji otkrila su vrlo perspektivne antimikrobne i antikancerske potencijale
derivata 2-(difenilfosfino)benzaldehida i njihovih kompleksa sa prelaznim metalima.

U ovom radu je ispitivana in vitro antimikrobna, citotoksi¢na i genotoksi¢na
aktivnost novosintetisanih kompleksa Pd(II) i Pt(Il) sa 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-
adamantoilhidrazonom kao ligandom. U okviru antimikrobne aktivnosti ispitana je i
antimikobakterijska i antivirusna aktivnost, koje do sada nisu ispitivane na srodnim
jedinjenjima. Ligand i njegovi kompleksi Pd(IT) i Pt(IT) ispoljili su umereno ili slabo
antimikrobno dejstvo na pojedine referentne sojeve bakterija u poredenju sa poznatim
antimikrobnim lekovima, a ligand je pokazao snazno bakteriostaticko i baktericidno
dejstvo na atenuisanom soju M. bovis Bacillus Calmette-Guérin.

Ispitivana jedinjenja imaju dozno-zavisan citotoksi¢ni efekat prema normalnoj i
malignim ¢elijskim linijama, u opsegu aktivnosti referentnih citostatika karboplatine i
oksaliplatine. Najbolja citotoksicna aktivnost detektovana je na Hep-2 celijama
poreklom iz kancera larinksa, a najslabiju aktivnost ligand i njegovi Pd(II) i Pt(Il)
kompleksi pokazali su na A549 Celijama poreklom iz adenokarcinoma plu¢a. Zdrave
¢elije pluca MRC-5 pokazale su visok stepen otpornosti na ispitivana jedinjenja.
Detektovana je visoko-selektivna aktivnost svih ispitivanih supstanci prema kancerskim
¢elijama Hep-2. Ostvarena je citotoksi¢na aktivnost liganda prema A549 celijama,
zna¢ajno bolja od karboplatine. Rezultati citotoksicne aktivnosti usmerili su dalja
istrazivanja 1 na druge aspekte antikancerskog dejstva, pa je ispitan uticaj na

proliferaciju celija i citostatsko dejstvo, ispitana je indukcija programirane celijske



smrti, a kao vazan element antimetastatske aktivnosti ispitan je i uticaj na migratorni
potencijal ciljnih ¢elija. Postignuti su antiproliferativni efekti i citostatska aktivnost
niskih koncentracija liganda, Pd(IT) i Pt(I) kompleksa, koji su slabiji od efekata
referentnih citostatika cisplatine, karboplatine i oksaliplatine. Ispitivanje ¢elijske smrti
pokazalo je da ligand indukuje apoptozu u A549 Celijama adenokarcinoma pluca.
Ligand i Pt(Il) kompleks znacajno su redukovali potencijal direktne migracije ciljnih
¢elija, u rangu ili nesto slabije od cisplatine, a najbolji antimigratorni efekat ostvario je
Pt(II) kompleks prema kancerskim ¢elijama Hep-2.

Genotoksi¢ni potencijal liganda, Pd(I) i Pt(II) kompleksa ispitan je in vitro kao
jedan od vaznih aspekata bezbednosti za dalja in vivo istrazivanja i eventualnu klinicku
primenu. Pd(I) kompleks je pokazao genotoksi¢ni efekat na zdravim ¢elijama pluca
MRC-5, a ligand na kancerskim ¢elijama Hep-2.

Ligand i Pt(I) kompleks ostvarili su slab antivirusni potencijal prema
poliovirusu tip 1, pri ¢emu je dobijen bolji antivirusni efekat liganda na adsorpciju
virusa i bolji antivirusni efekat Pt(II) kompleksa na replikaciju virusa.

Ova istrazivanja su pokazala da su derivati 2-(difenilfosfino)benzaldehida sa
adamantil grupom dobri kandidati za dalja in vitro i in vivo ispitivanja i da se mogu
razmatrati kao potencijalni hemoterapeutici, sa izrazenim antimikrobnim, citotoksi¢nim,
antiproliferativnim i antimigratornim svojstvima, i slabijim genotoksi¢nim potencijalom

u odnosu na citostatik cisplatinu.
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Antimicrobial, cytotoxic and genotoxic activity of newly synthetised
palladium(II) and platinum(II) complexes with
2-(diphenylphosphino)benzaldehyde 1-adamantoylhydrazone

ABSTRACT

The clinical use of chemotherapeutic agents in the treatment of infectious
diseases and cancers is limited due to nonselective, genotoxic and mutagenic effects,
resistance development and serious side effects. There is a constant need for new
biologically active agents which could be used to develop new chemotherapeutic drugs.

Research conducted in the last decade have revealed very promising
antimicrobial and anticancer potential of 2-(diphenylphosphino)benzaldehyde
derivatives and its complexes with transition metals.

In this study, antimicrobial, cytotoxic and genotoxic activity of newly
synthetised Pd(I) and Pt(II) complexes, with 2-(diphenylphosphino)benzaldehyde 1-
adamantoylhydrazone as a ligand, were investigated in vitro. The antimicrobial activity
testing included antimycobacterial and antiviral activity tests, which have not yet been
studied in related compounds. In comparison with well known antimicrobial agents,
ligand and its Pd(I) and Pt(I) complexes exhibited a low to medium antimicrobial
effect on the tested bacterial strains. The ligand had strong bacteriostatic and
bactericidal effect on the attenuated M. bovis Bacillus Calmette-Guérin strain.

Tested compounds exibited dose-dependent cytotoxic effects on normal and
cancer cell lines, within the activity range of cytostatics carboplatin and oxaliplatin. The
highest cytotoxicity of the compounds was detected in larynx cancer Hep-2 cells and the
lowest in A549 lung adenocarcinoma cells. The MRC-5 cells, derrived from normal
lung tissue, manifested high tolerance to the tested compounds. The compounds were
characterized by relatively high cytotoxicity in cancerous Hep-2 cells when compared to
healthy MRC-5 cells. The results obtained from the examination of cytotoxicity in A549
cells revealed that the ligand displays cytotoxic activity which is markedly higher than
that of carboplatin.

The results which showed the cytotoxic potential of the tested compound

directed further research towards their other anticancer attributes, such as their influence



on cell proliferation and cytostatic activity, induction of programmed cell death, and
impact on cell motility potential which is an important aspect of antimetastatic activity.
Low concentrations of ligand exhibited antiproliferative and cytostatic effects, which
were lower in comparison with the tested cytostatics cisplatin, carboplatin and
oxaliplatin. Examination of the cell death showed that the ligand induces apoptosis in
adenocarcinoma A549 cells. The ligand and Pt(II) complex significantly reduced cell
migration similar to or slightly less than cisplatin. The Pt(II) complex displayed the
strongest antimigratory effect in Hep-2 cells.

Palladium(IT) and platinum(IT) complexes with 2-
(diphenylphosphino)benzaldehyde 1-adamantoylhydrazone show a weaker genotoxic
potential than cisplatin which decreases the risks associated with the possible in vivo
and clinical studies, which could accelerate the development of new chemotherapeutic
anti-infection and anticancer drugs, which have low toxicity and less side effects. Our
results obtained in vitro showed that Pd(Il) complex has a genotoxic effect in MRC-5
cells while the ligand induces a genotoxic effect in Hep-2 cells.

Ligand and Pt(II) complex showed low antiviral potential against poliovirus type
1. The ligand itself expressed better antiviral activity than its complex with Pt(II) due to
the prevention of viral adsorption. On the other hand, the Pt(II) complex expressed
higher antiviral potential throught the ability to reduce viral replication in comparison to
the ligand.

This research showed that the 2-(diphenylphosphino)benzaldehyde derivatives
with the adamantyl group represent very good candidates for further in vitro and in vivo
investigation and that they should be considered as potential chemotherapeutic agents
with pronounced antimicrobial, cytotoxic, antiproliferative and antimigratory

characteristics and weaker genotoxic potential in comparison with cisplatin.

Keywords: antimicrobial activity, anticancer activity, antiviral activity,
chemotherapeutic agents, cell lines, apoptosis, DNA damage, poliovirus, coordination
complexes, acilhydrazones, phosphine ligands

Scientific Field: Biology

Specific research field: Microbiology, Experimental oncology, Genotoxicology
UDK Number: [615.31:[615.28+615.277] ]::[615.91+575.113.1](043.3)



Spisak skracenica koriS¢enih u tekstu

5-FU — 5-fluorouracil

A549 — epitelne celije adenokarcinoma pluca

AO — akridin oranz

BCG — Bacillus Calmette-Guérin

CFU — eng. Colony Forming Unit — broj jedinica koje formiraju kolonije
CLT — klotrimazol

CMYV - Cytomegalovirus

CPE — citopatogeni efekat

DMSO — dimetil sulfoksid

Dpba — 2-(difenilfosfino)benzaldehid

DPBS — eng. Dulbeco's Phosphate Bufered Saline

EB — etidijum bromid

ECso— eng. Effective concentration 50

EDQM — Europena Directorate for the Quality of Medicines

EDTA — eng. Ethylenediaminetetraacetic acid

EFX — enrofloksacin

EMA — eng. European Medicines Agency

FBS — eng. fetal bovine serum

GPEI — eng. Global Polio Eradication Initiative

HBYV — virus hepatitisa B

HCV — virus hepatitisa C

Hep-2 — epitelne ¢elije humanog karcinoma larinksa

HSV — Herpes Simplex Virus

ICso — eng. Inhibitory concentration 50

INF — interferon

IU — internacionalna jedinica

LMP — eng. Low Melting Point

LPS - lipopolisaharid

MBC — eng. Minimal Bactericidal Concentration, minimalna baktericidna koncentracija
MFC — eng. Minimal Fungicidal Concentration, minimalna fungicidna koncentracija

MIC — eng. Minimal Inhibitory Concentration, minimalna inhibitorna koncentracija



MRC-5 — ¢elije fibroblasta normalnog tkiva pluca

MRSA — meticilin-rezistentni sojevi Staphylococcus aureus

NMP — eng. Normal Melting Point

NSCLC — Non-Small Cell Lung Cancer, nemikrocelularni karcinom pluc¢a
OTC — oksitetraciklin

OTM - eng. Olive tail moment

PBS — eng. Phosphate Buffered Saline Solution

PDT — Population Doubling Time, vreme dupliranja populacije ¢elija
Ph — fenil grupa

Ph. Eur. — eng. European Pharmacopoeia

PV —poliovirus

rpm — eng. Rounds Per Minute, broj obrtaja u minuti

RT — reverzna transktiptaza

SCGE — eng. Single Cell Gel Electrophoresis, elektroforeza pojedina¢nih ¢elija
SDA — Sabouraud dekstrozni agar

SDB — Sabouraud dekstrozni bujon

STM — streptomocin

TCIDso — eng. Tissue Culture Infections Dose 50

THI — eng. Therapeutic Index — terapeutski indeks

TI — eng. Tail Intensity — itenzitet repa

Tio — tioglikolatna podloga

TL — eng. Tail Lenght — duzina repa

TOP1 — topoizomeraza |

TOP2 — topoizomeraza 11

TSA — tripton soja agar

TSB — tripton soja bujon

VHP - eng. Vaporized hydrogen peroxide

VSV — Vesicular Stomatitis Virus

VZV — Varicella Zoster Virus

WHO — eng. World Health Organization — Svetska zdravstvena organizacija
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1. UVOD

Infektivne bolesti i kanceri ubrajaju se u vodece uzroke smrtnosti u ljudskoj
populaciji. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (World Health
Organization, WHO) iz 2012. godine (WHO, 2014), medu naj¢es¢im uzrocima globalne
smrtnosti (Slika 1.1.) su infekcije donjih respiratornih puteva (3,1 miliona, 5,5%),
crevne infekcije (1,5 miliona, 2,7%) 1 HIV/AIDS (1,5 miliona, 2,7%). Dva dodatna
vodeca uzroka smrtnosti u zemljama sa niskim dohotkom su malarija i tuberkuloza, sa
35 1 31 smrtnih ishoda na 100.000 stanovnika. Infektivne bolesti su uzroci oko 50%
smrtnosti dece mlade od 5 godina (WHO, 2013; Liu i sar., 2015). Usled ekspanzije i
efikasne primene antibiotika, tokom 20. veka, u periodu 1900-1980. godine, stopa
smrtnosti od infektivnih bolesti opala je 20 puta. Medutim, uglavnom zbog Sirenja HIV
infekcija 1 rezistentnih bakterijskih patogena, kao Sto su meticilin-rezistentni sojevi
Staphylococcus aureus (MRSA), vankomicin-rezistentne enterokoke, multirezistentne
gramnegativne bakterije 1 multirezistentni sojevi Mycobacterium tuberculosis, stopa
smrtnosti se udvostrucila u periodu 1980-2000. godine (Cohen i Mitchell, 2000). Pored
toga, kanceri ¢ine veliku grupu uzroka globalne smtnosti. Od razli¢itih tipova kancera
tokom 2012. godine umrlo je 8,2 miliona ljudi i registrovano 14,1 miliona novoobolelih
(IARC, 2014; WHO, 2015). Na osnovu procena WHO moglo bi se ocekivati da se u
naredne dve decenije ucCestalost pojave kancera poveca za 70%. Najcesce
dijagnostifikovani su kanceri dojke, prostate, plu¢a i kolona. Razli¢iti tipovi kancera
plu¢a u 2012. godini uzroci su 2,9% ukupne smrtnosti u ljudskoj populaciji. Vodeci
problem u tretmanima kancera je pojava rezistencije na primenjene hemioterapeutske
lekove, a u zavisnosti od primenjenog hemioterapeutika, 31-75% obolelih od najcescéeg
oblika karcinoma plu¢a — nemikrocelularnog karcinoma, zbog pojave rezistencije ne

odreaguje na terapiju (d’Amato i sar., 2006).
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Vodec¢i uzroci smrtnosti u 2012. godini

0,
13.2% M Koronarna bolest srca

H Mozdani udar

M Hroni¢na opstruktivna bolest pluca
M Infekcije donjih respiratornih puteva
M Kanceri pluc¢a

M Crevne infekcije

i HIV/AIDS

i Secerna bolest

4 Saobradajne nesrece

i Hipertenzivna bolest srca

Slika 1.1. Uzroci smrtnosti u svetu u 2012. godini. Preuzeto sa izmenama (WHO, 2014)

Prikazani podaci jasno pokazuju da u savremenoj medicini i farmaciji postoji
stalna potreba za razvojem novih lekova za leCenje infektivnih bolesti i kancera, usled

pojave rezistencije na postojece lekove koji se koriste u klinickoj praksi.

1.1. Opsti principi hemioterapije; pojam selektivne toksi¢nosti

Infektivne bolesti i kanceri imaju razli¢itu etiologiju, a ono §to ih povezuje su
slicni farmakoloski principi koji se primenjuju u terapijama ovih bolesti. U terapijama
infektivnih bolesti i kancera koriste se raznovrsni prirodni, polusinteti¢ki i sinteticki
hemijski agensi — hemioterapeutici, a tretmani ovih oboljenja oznaceni su kao
hemioterapija. Prema vrsti bioloSkog agensa koji uzrokuje infekciju ili kancer,
hemioterapeutski agensi koriste se u antimikrobnoj, antiparazitskoj i antineoplasti¢noj
(antikancerskoj) hemioterapiji (Golan i sar., 2011; Brenner i Stevens, 2013).

Glavni cilj primene hemioterapije je zaustavljanje vitalnih funkcija invazivnih
bioloskih agensa — mikroorganizama, parazita ili kancerskih ¢elija i njihova eliminacija

iz organizma. Cilj je takode da se hemioterapijom ne oStete zdrave Celije organizma, §to
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se u nekim sluc¢ajevima ne postize u potpunosti, pa primena hemioterapije rezultuje i
pojavom nezeljenih efekata. Osnovni princip hemioterapeutskog dejstva je selektivna
toksi¢nost, odnosno, vece toksicno dejstvo na invazivni bioloski agens nego na ¢elije
organizma. Selektivna toksicnost postize se delovanjem na specificne osetljive mete
koje ne postoje u ¢elijama domacina ili su, ukoliko postoje, ove mete nedostupne ili
znacajno razliCite. Kao osetljive mete mogu posluziti razli¢ite celijske strukture,
metabolicki putevi, enzimi, geni i genski produkti. Veca razlicitost izmedu Celija
domadina 1 invazivnog bioloSkog agensa olakSava pronalazenje raspolozivih
hemioterapeutskih meta i obezbeduje vecu selektivnu toksicnost. Medutim, delovanje
hemioterapeutskih agenasa nije uvek strogo odvojeno od ¢elijskog metabolizma.
Povezanost metabolickih puteva znacajno umanjuje broj potencijalnih mesta dejstva, pa
se tada selektivnost postize ve¢im afinitetom vezivanja hemioterapeutskog agensa za
tacke unutar metabolizma infektivnog bioloskog agensa.

Takode je potrebno naglasiti da kancerske ¢elije imaju niz specificnih osobina
koje im obezbeduju brojne prednosti u odnosu na zdrave celije, posebno u pogledu
prezivljavanja, proliferacije i Sirenja u organizmu, zbog ¢ega je antikancersko delovanje
dodatno otezano. Medutim, iste ove osobine mogu biti iskoris¢ene kao njihove osetljive
tacke. Povecana proliferativna sposobnost kancerskih ¢elija ¢ini ih podloznim uticajima
antikancerskih agenasa koji naj¢es¢e deluju na cCelije u deobi ili u pojedinim fazama
¢elijskog ciklusa.

Uzevsi u obzir prethodno opisane probleme u pronalazenju odgovaraju¢ih meta,
mozemo re¢i da se hemioterapeutsko dejstvo u tretmanima infekcija i kancera zasniva
na ciljanom delovanju na kvantitativne i kvalitativne, molekularne i biohemijske razlike
izmedu ¢elija organizma i patogena, odnosno maligno izmenjenih ¢elija.

Tvorac koncepta moderne hemioterapije je nemacki lekar i nau¢nik Paul Ehrlich
(1854-1915), dobitnik Nobelove nagrade za fiziologiju i medicinu 1908. godine
(Thorburn, 1983). Ehrlich je je prvi postulirao princip selektivne toksi¢nosti koji je
kasnije nazvan teorijom ,magicnog metka“ (Neu i Gootz, 2001). Za otkrivanje
selektivnog dejstva klju¢na su bila istrazivanja pomocu kontrastnih boja koje su se
razli¢ito vezivale unutar inficiranog tkiva. U Ehrlich-ovoj laboratoriji sintetisan je
arsfenamin (Salvarsan), prvi sinteticki antimikrobni lek i razvijen prvi planirani

hemioterapijski postupak za leCenje sifilisa i1 tripanozomijaze. Takode, ispitivanje
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antikancerskog dejstva anilin boja i prvih, primitivnih alkiliraju¢ih agenasa pokazalo se
kao znacajano za kasniji razvoj antikancerskih lekova.

Savremeni pristup u razvoju novih lekova zasniva se na racionalnom dizajnu
prema odgovaraju¢oj bioloskoj meti i pronalaZzenju aktivnog jedinjenja prema ciljnom
biohemijskom procesu (Mandal i sar., 2009; Huggins i sar., 2012; Zhan i sar., 2013).
Medutim, veliki broj hemioterapeutskih agenasa otkriven je nasumi¢no, tradicionalnom
trijazom, odnosno ispitivanjem potencijalnih bioloskih aktivnosti, pri ¢emu su
mehanizmi dejstva naknadno ispitivani.

Uspesnost klinicke primene antimikrobnih agenasa ogleda se u selektivhom
dejstvu na patogeni mikroorganizam. U zavisnosti od organizma koji prouzrokuje
infekciju, u antimikrobne agense ubrajaju se antibakterijski, antigljivi¢ni i antivirusni

agensi (Brenner i Stevens, 2013).

1.2. Antibakterijski i antigljivi¢ni agensi

Brojne specificnosti u gradi bakterija ukazuju na mno$to raspolozivih
antibakterijskih meta (Brenner i Stevens, 2013). Najuspesniji antibakterijski agensi
deluju na izgradnju bakterijskog celijskog zida, sintezu proteina ili replikaciju i
transkripciju DNK. Relativho mali broj agenasa koji se koriste u klinickoj praksi
aktivan je na nivou Celijske membrane ili uti€e na specificne metabolicke procese
bakterijske celije (Greenwood 1 Whitley, 2003). Mehanizmi antibakterijskog i
antigljivinog dejstva prikazani su na slici 1.2. i slici 1.3.

Biosinteza Celijskog zida i prisustvo ove strukture kod veéine vrsta bakterija
predstavlja osnovu za selektivno antibakterijsko dejstvo Sirokog spektra. Inhibitori
sinteze Celijskog zida, kao S§to su B-laktami (penicilini, cefalosporini, karbapenemi i
monobaktami), spre¢avaju umrezavanje peptidnih lanaca peptidoglikana i formiranje
rigidne strukture ¢elijskog zida (Green, 2002). Jedinjenja koja su po strukturi sli¢na D-
alanil-D-alaninu ¢elijskog zida — B-laktami, kovalentno se vezuju za penicilin-vezujuce
proteine 1 tako blokiraju mehanizam transpeptidacije peptidnih lanaca. Smanjena
osetljivost gramnegativnih bakterija na B-laktame posledica je strukturne specifi¢nosti
¢elijskog zida ovih bakterija i prisustva lipopolisaharidnog kompleksa (LPS). Pojedini

antigljivini agensi novije generacije, kao §to su ehinokandini (kapsofungin), inhibiraju
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1,3-B-D-glukana,
(Georgopapadakou, 2001).
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Slika 1.2. Mesta dejstva antibakterijskih agenasa. Preuzeto sa izmenama (Brenner i
Stevens, 2013)

Antibakterijski efekat aminoglikozida, kojima pripada streptomicin, ostvaruje se
blokiranjem sinteze proteina u pocetnim fazama, ireverzibilnom inhibicijom 30S
subjedinice ribozoma. Tetraciklini se reverzibilno vezuju za 30S ribozomske subjednice
1 sprecavaju vezivanje aminoacil-tRNK za kompleks iRNK-ribozomi, $to remeti pristup
novih aminokiselina rastu¢em peptidnom lancu. Makrolidi i linkozamidi specificno se
vezuju za 23S rRNK na 50S subjedinici ribozoma. Hloramfenikol se reverzibilno vezuje
za 50S subjedinicu bakterijskih ribozoma, inhibira peptidiltransferazu i tako sprecava

elongaciju peptidnog lanca. Antigljivicni agens flucitozin se u gljivicnoj celiji
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konvertuje u 5-fluorouracil, koji se u RNK inkorporira umesto uracila, $to rezultuje
sintezom pogre$nih proteina (Slika 1.3.).

Inhibicija sinteze DNK postize se delovanjem na DNK Zirazu (topoizomeraza
II), a ovaj mehanizam antibakterijskog dejstva karakteristican je za fluorohinolone
(ciprofloksacin, enrofloksacin). Rifampicin je inhibitor RNK polimeraze, a kako ovaj
enzim Ccelija sisara nije osetljiv na rifampicin, omoguceno je selektivno dejstvo.
Antigljiviéni agens flucitozin, izuzev inhibicije proteinske sinteze, deluje i na sintezu

DNK inhibicijom timidilat sintetaze, klju¢nog enzima u biosintezi timidina.

| Flucitozin |
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B
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/" Acetil CoA
|
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Slika 1.3. Mesta dejstva antigljiviénih lekova. Preuzeto sa izmenama (Brenner i
Stevens, 2013)

Antibakterijski agensi koji deluju inhibicijom funkcija citoplazmaticne
membrane - polimiksini i imidazoli, ponaSaju se kao katjonski deterdZenti, odnosno
povrSinski aktivna jedinjenja koja menjaju permeabilnost membrane, reakcijom sa
fosfatnim grupama molekula fosfolipidnog dvosloja (Brenner i Stevens, 2013). Ovi
agensi takode deluju i na LPS gramnegativnih bakterija. Mnogi antigljivicni lekovi u

najsiroj upotrebi, polieni (amfotericin B, nistatin), vezuju se za ergosterol u membrani
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gljivica. Azoli (klotrimazol) blokiraju sintezu prekursora ergosterola — lanosterola, a
alilamini inhibiraju skvalen epoksidazu, pa se u ¢eliji gljivica nakuplja toksi¢ni skvalen.

Inhibicija ¢elijskog metabolizma zasniva se na zaustavljanju bakterijske sinteze
folne kiseline. Za razliku od vecine bakterija, sisarske celije ne sintetiSu folnu kiselinu,
¢ime je omoguceno selektivno dejstvo inhibitora folata. Sulfonamidi se kompetitivno
vezuju za aktivno mesto dihidripteorat sintetaze, Cime se inhibira sinteza dihidrofolata.
Trimetoprim inhibira drugi vaZan enzim u biosintezi folne kiseline — dihidrofolat
reduktazu, koju sintetisu i sisarske ¢elije, a selektivno dejstvo omoguceno je usled veceg
afiniteta trimetropima prema bakterijskoj dihidrofolat reduktazi.

Opisanim mehanizmima antimikrobni agensi indukuju razliite reverzibilne 1
ireverzibilne promene, pa shodno tome i efekti mogu biti privremeni (bakteriostaticki i

fungistaticki efekat) ili trajni (baktericidni i fungicidni efekat) (Pankey i Sabath, 2004).

1.2.1. Testovi za ispitivanje antimikrobne aktivnosti

U ispitivanjima osetljivosti bakterija i gljivica na postoje¢e hemioterapeutike,
kao i u ispitivanjima antimikrobne aktivnosti novih antimikrobnih agenasa, odreduju se
parametri aktivnosti: minimalna inhibitorna koncentracija (eng. Minimal Inhibitory
Concentration, MIC) — najmanja koncentracija antimikrobnog agensa koja inhibira
vidljivi rast mikroorganizama; i minimalna baktericidna koncentracija (eng. Minimal
Bactericidal Concentration, MBC) — najmanja koncentracija koja sprecava rast > 99,9%
mikroorganizama, nakon subkultivacije inicijalnog inokuluma u medijumu bez
ispitivanog agensa. Za odredivanje aktivnosti antimikrobnih agenasa primenjuju se
razli¢ite kvalitativne 1 kvantitativne standardizovane metode — difuzione (Bauer i sar.,
1966), dilucione (Wiegand i sar., 2008) i kombinovane metode (Joyce i sar., 1992), kao
1 visokoosetljivi automatizovani sistemi (npr.VITEK 2 sistem, bioMérieux) koji vrSe
identifikaciju, ispitivanje osetljivosti mikroorganizama na razli¢ite antimikrobne agense
i detekciju mehanizama rezistencije. Ovi sistemi su bazirani na reakcijama
mikroorganizama sa supstratima za biohemijsku detekciju njihovih karakteristika, a
kinetika rasta mikroorganizama vr§i se merenjem fluorescencije u kratkim intervalima
tokom inkubacije sa specificnim reagensima (Stager i Davis, 1992; Ling i sar., 2001;

Ligozzi i sar., 2002).
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1.3. Antivirusni agensi

Virusi kao obligatni intracelularni paraziti za razmnozavanje upotrebljavaju
metabolicku masineriju ¢elije domacina. Usled uske povezanosti virusnog i ¢elijskog
metabolizma 1 teSkog postizanja selektivnosti, od velikog broja agenasa za koje je
otkriveno antivirusno dejstvo, samo mali broj je onih koji su uspesno primenjeni u
profilaksi i terapiji virusnih infekcija. Suprotno ostalim antimikrobnim agensima,
postizanje vece selektivnosti antivirusnog agensa rezultuje uzim spektrom dejstva (De
Clercq, 2002). Dejstvo antivirusnih agenasa uglavnom je usmereno na razlicite korake u
virusnoj replikaciji, Sto predstavlja poseban problem za tretmane latentnih infekcija koje
su nedostupne za antivirusno delovanje (White i Fenner, 1994).

Novi antivirusni lekovi retko se razvijaju prema racionalnom dizajnu.
Antivirusna aktivnost se otkriva sluc¢ajno, a mehanizmi delovanja naknadno ispituju.
Trenutno dostupna antivirusna hemioterapija uglavnom je indikovana za tretmane
infekcija uzrokovanih herpesvirusima, retrovirusima (HIV, hepatitis B 1 C) i
ortomiksovirusima (influenza A i B). lako se ulazu veliki napori da se prosiri opseg
antivirusne hemioterapije 1 na viruse drugih familija, za pojedine velike grupe virusa,
kao $to su pikornavirusi (enterovirusi), ne postoje odobreni lekovi (De Palma 1 sar.,
2008a; Linden i sar., 2015). Na znacaj ispitivanja novih hemijskih agenasa koji deluju
na polioviruse ukazuje i projekat (zapocet 2006. godine) razvoja lekova protiv infekcija
izazvanih poliovirusom (De Palma i sar., 2008b), koji je predlozila Inicijativa za
globalnu eradikaciju poliovirusa (eng. Global Polio Eradication Initiative, GPEI),

formirana 1988. godine (Aylward i Tangermann, 2011).

1.3.1. Nivoi antivirusnog dejstva

Antivirusni agensi mogu delovati na ekstracelularnom i intracelularnom nivou.
Ekstracelularni nivo zasniva se na delovanju pre pocetka infektivnog ciklusa virusa.
Ovaj nivo dejstva ogleda se u oSte¢enju virusnog lipoproteinskog omotaca ili proteina
kapsida, a nastale promene onemogucavaju adsorpciju i uzrokuju gubitak infektivnog
potencijala virusa. Ovakav efekat najéesCe se postize na visokim koncentracijama

antivirusnog agensa izrazito toksi¢nim za Celiju, pa se agensi sa ekstracelularnim
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dejstvom retko mogu primeniti u klinickoj praksi. Antivirusni agensi koji deluju na
intracelularniom nivou aktivni su u nekoj od faza virusnog infektivnog ciklusa. Na
intracelularnom nivou dejstvo se postize aktivacijom/deaktivacijom celijskih ili
inhibicijom virusnih enzima, $to dovodi do promena u biosintezi virusnih nukleinskih
kiselina ili proteina. Na intracelularnom nivou efekat se moze posti¢i i u malim
koncentracijama agensa, netoksicnim za ¢eliju, pa je ovaj nivo antivirusnog dejstva od
posebnog znacaja za klini¢ku primenu.

Pojedini antivirusni agensi, kao Sto su interferoni, imaju Sirok spektar dejstva,
zbog Cega se koriste kao pozitivne kontrole u ispitivanjima antivirusnog dejstva novih

antivirusnih agenasa.

1.3.2. Interferoni

Interferoni ¢ine grupu antivirusnih agenasa prirodnog porekla koji se, zbog svoje
efikasnosti, koriste kod mnogih akutnih i hroni¢nih virusnih infekcija. To su mali
signalni proteini (citokini) koji se sintetiSu u ¢elijama svih vrsta ki¢menjaka. Interferoni
a (leukocitarni), B (fibroblastni) i y (limfocitni), od kojih su posebno znacajni a i1 3
interferoni, deluju na viruse nespecifi¢cno i aktivni su u uspostavljanju antivirusnog
stanja u organizmu. Antivirusna aktivnost interferona bazira se na izmeni interakcije
izmedu virusa i ¢elije domac¢ina. U normalnim uslovima koli¢ine interferona u ¢eliji su
neznatne. Indukcija sinteze interferona deSava se samom virusnom infekcijom, a
produkcija je veoma brza i intenzivna. Interferon se oslobada iz c¢elije u kojoj je
sintetisan 1 vezuje za specificne receptore (IFNARI i IFNAR2) na plazma membrani
susednih ¢elija (Thomas i sar, 2003). Ovo pokrece slozenu signalnu kaskadu kojom se
aktiviraju ¢elijski enzimi (Slika 1.4.) koji zatim ograni¢avaju ukupnu sintezu proteina u
¢eliji putem degradacije iRNK ili inhibicije translacije, Sto se odrazava i1 na
umnozavanje virusa (White i Fenner, 1994; Silverman, 2007; Chung i sar., 2008; Sadler

1 Williams, 2008).
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Slika 1.4. Indukcija antivirusnih efektora interferona (INF). U indukciji ucestvuju dva
enzimska sitema: protein-kinaza (PKR) i 2’5’ oligoadenilat-sintetaza (OAS1). PKR i
OASI1 aktiviraju se u ¢eliji u kojoj je replikacija virusa ve¢ otpocela, uz prisustvo
dsRNK intermedijera u replikaciji virusnog genoma. PKR inhibira proteinsku sintezu
fosforilacijom faktora inicijacije translacije (EIF2a). OASI aktivira RNazuL koja vrsi
degradaciju iRNK. Preuzeto sa izmenama (Sadler i Williams, 2008).

Interferon pokrece 1 celijske apoptotske puteve i Celija oSte¢ena virusnom
infekcijom ulazi u programiranu ¢elijsku smrt (Takaoka i sar., 2003). Takode je poznato

1 antiproliferativno i antitumorsko dejstvo interferona (Baron i sar., 1991).

1.3.3. Antivirusno dejstvo na razli¢ite faze virusnog infektivnog

ciklusa

Vecina poznatih antivirusnih lekova deluje specificno u odredenim fazama
virusnog infektivnog ciklusa. Antivirotici koji antivirusno dejstvo postizu u pocetnim
fazama su inhibitori fuzije lipidnog omotaca virusa i inhibitori M2 proteina. Inhibitori
fuzije, medu kojima je najznacajniji maravirok, deaktiviraju specificne CCRS

koreceptore na povrsini ¢elija CD4+ T-limfocita, $to je savremena strategija u razvoju
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anti-HIV lekova (Slika 1.5.). Na fazu dekapsidacije virusa deluju blokatori M2
selektivnih jonskih kanala — amantadin i rimantadim, koji se koriste u infekcijama
izazvanim influenca A virusima (Antonelli i Turriziani, 2012).

Kasnije faze virusnog infektivnog ciklusa karakteriSe intenzivna biosinteza
komponenti virusa, gde se ukljucuju i specificni enzimi virusa, aktivni u procesima
replikacije, transkripcije i translacije virusnog genoma (DNK i RNK polimeraze,
reverzne transktiptaze), ugradnje virusnog genoma u celijsku DNK (integraze) i
formiranja funkcionalnih virusnih proteina (proteaze) (Safrin, 2009; Lou i sar., 2014).
Ovi specifi¢ni enzimi su posebno znacajna mesta za antivirusno dejstvo, jer su to tacke
razdvajanja Celijskog i virusnog metabolizma koje obezbeduju visoku selektivnost (De
Clercq, 2004).

Inhibicija DNK polimeraze je antivirusni mehanizam koji se viSe decenija
primenuje u borbi protiv herpesvirusa — Herpes Simplex (HSV-1 i HSV-2), Varicella
Zoster virusa (VZV) i Cytomegalovirusa (CMV) (Antonelli i Turriziani, 2012). Tipi¢an
inhibitor ovog enzima je aciklovir koji inhibira sintezu DNK virusa kompeticijom sa
guanozintrifosfatom (GTP) ili inkorporacijom u viralnu DNK (Elion, 1983). Ribavirin
je inhibitor RNK polimeraze koji se primarno koristi u tretmanima hepatitisa C i virusne
hemoragi¢ne groznice (Paeshuyse i sar., 2011).

Inhibicija reverzne transktiptaze (RT), integraze i proteaze (Slika 1.5.) su
mehanizmi upotrebljeni za antivirusno dejstvo protiv retrovirusnih infekcija, gde
posebno mesto zauzimaju lekovi protiv HIV infekcija (Craigie, 2001; De Clercq, 2002;
de Béthune, 2010). Primeri RT inhibitora su zalcitabin (Hivid®), stavudin (Zerit®),
lamivudin (Epivir®), zidovudin, nevirapin (Viramune®). Raltegravir (Isentress®) je prvi
odobreni lek sa mehanizmom inhibicije integraze (Temesgen i Siraj, 2008; Hicks i
Gulick, 2009). Inhibitori proteaza — lopinavir u kombinaciji sa ritonavirom (Kaletra®),
indinavir (Crixivan®), sakvinavir (Invirase®), darunavir (Prezista®), boceprevir

(Victrelis®) vrlo su efikasni i protiv virusa hepatitisa B i C (HBV i HCV).
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Slika 1.5. Infektivni ciklus HIV virusa i mesta dejstva antiretrovirusnih agenasa
obelezena strelicama. Preuzeto sa izmenama (De Clercq, 2002)
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Antivirusna aktivnost u poslednjoj fazi virusnog infektivnog ciklusa postize se
inhibicijom neuraminidaza, §to za posledicu ima formiranje virusnih agregata na
spoljasnjoj povrsini Celije i smanjenje koli¢ine oslobodenih virusa (Liu i sar., 1995;
Calfee 1 Hayden, 1998). Ova strategija se koristi za tretmane infekcija izazvanih
influenza virusima, posebno u pandemiji sojeva H5N1, a najznacajniji antivirotici sa

ovim mehanizom dejstva su zanamivir i oseltamivir (Moscona, 2005; Hurt i sar., 2007).

1.4. Antikancerski agensi

Tokom viSestepenog razvoja kancera, kancerske Celije sticu odredene bioloSke
karakteristike koje im obezbeduju prezivljavanje, rast i Sirenje po organizmu. Osnovna
obelezja kancera opisali su Hanahan i Weinberg 2000. godine i to su: samostalna
kontrola rasta, izbegavanje signala supresora rasta, izbegavanje programirane celijske
smrti — apoptoze, neograni¢eni replikativni potencijal (imortalizacija), formiranje krvnih
sudova (angiogeneza) i sposobnost invazije tkiva i metastaziranja (Hanahan i Weinberg,
2000). Kao rezultat konceptualnog progresa u poslednjoj deceniji, ovim obelezjima
dodata su jo§ dva — reprogramiranje energetskog metabolizma i izbegavanje
imunoloskog odgovora organizma (Hanahan i Weinberg, 2011). U osnovi svih ovih
obelezja nalazi se genomska nestabilnost kancerske ¢elije koja dovodi do genetickog
diverziteta i1 ubrzanog sticanja navedenih osobina, kao 1 inflamacija premalignih i
malignih promena koja podsti¢e nastanak i propagaciju kancera.

Trenutno se na trziStu nalazi veliki broj antikancerskih lekova, prirodnog 1
sintetiCkog porekla. Na osnovu strategije leCenja, antikancerski lekovi koriste se u
citotoksi¢noj, hormonskoj i ciljanoj hemioterapiji. Hormonska hemioterapija primenjuje
se kod hormonski-zavisnih tipova kancera koji vode poreklo od tkiva kod kojih
kortikosteroidni ili polni hormoni izazivaju velike promene u ekspresiji gena. Ciljana
hemioterapija se zasniva na blokiranju specificnih signalnih puteva neophodnih za
prezivljavanje celija kancera preko inhibicije receptora i enzima signalne kaskade,
delovanjem malih molekula (do 800 Da) i monoklonskih antitela (Li i sar., 2012).
Citotoksi¢na hemioterapija obuhvata ve¢inu postojec¢ih antikancerskih lekova, koji usled
slabe selektivne toksi¢nosti deluju i na kancerske i na zdrave celije. Citotoksicni

antikancerski agensi mogu delovati ciklus-specificno — samo na c¢elije koje su u deobi,
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ciklus-nespecificno — ukoliko dejstvo nije vezano za ¢elijsku deobu, i fazno-specificno —
ukoliko je dejstvo usmereno na konkretnu fazu celijskog ciklusa (Brenner i Stevens,
2013). Prema mehanizmima dejstva i mestu aktivnosti, citotoksi¢ni antikancerski agensi
mogu se svrstati u nekoliko kategorija — antimetabolite, alkiliraju¢e agense, inhibitore
topoizomeraza, interkalirajuce agense i inhibitore mitotickog deobnog vretena.

Antimetaboliti inhibiraju sintezu DNK kompeticijom sa ¢elijskim molekulima 1
deluju specificno u S fazi celijskog ciklusa. Prema hemijskoj strukturi, antimetaboliti
mogu biti analozi purina (merkaptopurin, tioguanin, pentostatin, kladribin), pirimidina
(5-fluorouracil, gemcitabin, citarabin) i folne kiseline (metotreksat) (Peters i sar., 2002;
McGuire, 2003).

Alkiliraju¢i agensi su velika grupa citotoksi¢nih lekova koji kovalentno vezuju
alkil grupu za odgovaraju¢e mesto na molekulu DNK i time direktno oStec¢uju njegovu
strukturu (Brenner i Stevens, 2013). Aktivnost ovih agenasa zavisi od Ccelijske
proliferacije, ali nije vezana za konkretnu fazu ¢elijskog ciklusa. Alkiliraju¢im agensima
pripadaju azotni plikavci (ifosamid, ciklofosfamid), nitrozourea (karmustin), aziridini
(mitomicin C), alkil-sulfonati (busulfan) 1 triazini (dakarbazin, prokarbazin,
temozolomid).

Inhibitori topoizomeraza su fazno-specifi¢ni antikancerski agensi, koji svoj
efekat ostvaruju inhibicijom enzima topoizomeraze I (TOP1) ili I (TOP2) i sprecavaju
ulazak celije u M fazu Celijskog ciklusa. Predstavnik inhibitora TOP1 je kamptotecin,
izolovan iz biljke Camptotheca acuminata, i njegovi polusinteti¢ki derivati — topotekan
1 irinotekan, a najznacajniji inhibitor TOP2 je etopozid (Li i Liu, 2001; Cheung-Ong i
sar., 2013).

Interkaliraju¢i agensi se ugraduju izmedu baznih parova ili u male zlebove DNK
spirale, $to indukuje distorziju, odmotavanje DNK i ometanje polimerazne aktivnosti
tokom transkripcije i replikacije (Hortobagyi, 1997). Ovoj grupi pripadaju pojedini
antikancerski antibiotici, kao §to su antraciklini (epirubicin i doksorubicin), aktinomicin
D, bleomicin i drugi. Za mnoge antikancerske antibiotike utvrdeno je viSe mehanizama
dejstva. Antraciklini i bleomicin, na primer, formiraju slobodne radikale koji izazivaju
fragmentaciju DNK, a antraciklini imaju dodatno snazno dejstvo preko inhibicije

aktivnosti TOP2.
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Inhibitori mitotickog deobnog vretena (mitoticki otrovi) deluju specificno u M
fazi celijskog ciklusa. Ovaj mehanizam dejstva imaju vinka alkaloidi, taksani izolovani
iz kore tise Taxus brevofolia 1 njihovi polusinteticki derivati. Vinka alkaloidi
(vinblastin, vinkristin, vindezin i vinorelbin) deluju na proces formiranja deobnog
vretena zaustavljanjem polimerizacije tubulina, dok su taksani — paklitaksel (prirodni) i
docetaksel (polusinteticki derivat), inhibitori depolarizacije (Wang i sar., 1999; Jordan i

Wilson, 2004).

1.4.1. Antikancerski hemioterapeutici na bazi platine

Antikancerski hemioterapeutici na bazi platine su najefikasniji agensi koji se
koriste u onkoloskoj praksi. To je mala grupa lekova u globalnoj upotrebi koju ¢ine
cisplatina, karboplatina i oksaliplatina, i nekoliko lekova odobrenih samo u pojedinim

zemljama — nedaplatina, heptaplatina i lobaplatina (Slika 1.6.).
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Slika 1.6. Hemijska struktura onkoloskih lekova na bazi platine. Preuzeto sa izmenama

(Wheate i sar., 2010)

Jedinjenja platine formiraju kovalentne veze na poziciji N’ purinskih baza (Slika

1.7.), grade¢i monofunkcionalne adukte, inter- i intralan¢ane unakrsne veze ili veze

izmedu DNK i proteina (Bertini i sar., 1994; Cepeda i sar., 2007). Najces¢i tip DNK

oSteCenja izazvan ovim agensima su intralanCane unakrsne veze (crosslinkers).

Ostec¢enja DNK pracena su odmotavanjem DNK heliksa, kao i savijanjem i prekidanjem

DNK lanaca (Cepeda i sar., 2007).
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Slika 1.7. Mesta dejstva cisplatine u molekulu DNK i formiranje adukata. (A) — 1,2
intralancane unakrsne veze; (B) — interlancane unakrsne veze; (C) — monofunkcionalni
adukti; (D) — veze DNK i proteina. Preuzeto sa izmenama (Cepeda i sar., 2007)

Cisplatina (cis-diamindihloridoplatina(Il)) je u Sirokoj upotrebi u tretmanima
kancera testisa i ovarijuma, kancera mokra¢ne beSike, nemikrocelularnog karcinoma
pluéa (eng. Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) i karcinoma glave 1 vrata.
Nefrotoksi¢nost i neurotoksi¢nost najizrazeniji su nezeljeni efekti primene cisplatine.
Tokom transporta cisplatine do mesta dejstva, znacajna koli¢ina se deaktivira u krnvoj
plazmi reakcijom sa proteinima i drugim molekulima (Ivanov i sar., 1998; Arnesano i
Natile, 2009).

Karboplatina i1 oksaliplatina su platinski antikancerski hemioterapeutici druge 1
trece  generacije. = Karboplatina ~u  svojoj  strukturi  sadrzi  bidentatni
ciklobutandikarboksilatni ligand na mestu hloridnih liganada cisplatine, ¢emu se
pripisuju smanjena nezeljena dejstva u poredenju sa cisplatinom. Karboplatina ispoljava
manju citotoksi¢nost, pa se koristi u veé¢im koncentracijama od cisplatine. Manje je
nefro- 1 neurotoksi¢na od cisplatine, ali izaziva supresiju kosStane srzi (leukopeniju,
neutropeniju i trombocitopeniju) (Rabik i Dolan, 2007). Zbog smanjene reaktivnosti,
karboplatina ima sporiju kinetiku vezivanja za DNK, sporije se izlucuje i duze zadrzava

u organizmu. Kabroplatina je indikovana za tretmane uznapredovalih karcinoma jajnika
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epitelnog porekla, mikrocelularnog karcinoma pluéa i epitelioma glave 1 vrata.
Medutim, za cisplatinu i karboplatinu ustanovljena je unakrsna rezistencija, odnosno
tumori rezistentni na cisplatinu, rezistentni su i na karboplatinu (Rixe i sar., 1996;
Stewart, 2007). Oksaliplatina sadrzi bidentatni ligand 1,2-diaminocikloheksan na mestu
dva aminska liganda karboplatine. Najizrazeniji nezeljeni efekat oksaliplatine je
neurotoksicnost (pojava periferne senzorne neuropatije) (Rabik i Dolan, 2007). Ona je
vrlo efikasna prema tumorima rezistentnim na cisplatinu, pa je indikovana za lecenje
kolorektalnih tumora (Boulikas i Vougiouka, 2003; Boulikas i sar., 2007).

Nedaplatina je u klinickoj upotrebi u Japanu, strukturno je slicna karboplatini, sa
istim opsegom antitumorskog dejstva. Heptaplatina je odobrena u Juznoj Koreji, za
tretmane gastri¢nih kancera. Lobaplatina je odobrena u Kini i koristi se u tretmanima
NSCLC 1 kancera dojke. Ograni¢ena upotreba ovih jedinjenja rezultat je izraZene
mijelosupresije, a heptaplatina i lobaplatina dovode i do blage hepatotoksi¢nosti
(Dabrowiak, 2009; Wheate i sar., 2010).

Poseban problem u primeni antikancerskih lekova na bazi platine je visoka
ucestalost pojave rezistencije. Poznato je da hemioterapija jedinjenima platine nije
potpuno zadovoljavajuca usled dejstva na relativno uzak opseg tumora, neselektivnog
dejstva, toksi¢nosti za zdrava tkiva i mutagenog dejstva. Osim toga, ovi lekovi
primenjuju se intravenski zbog ograni¢ene rastvorljivosti u vodi i izazivaju veoma

ozbiljne neZeljene efekte koji su u vezi sa izrazenim toksi¢nim efektima.

1.4.2. Rezistencija na antikancerske agense

Glavni razlog neuspeha u lecenju kancera je pojava rezistencije koja moZze biti
prisutna i pre primene terapije (primarna ili urodena) ili se moze razviti tokom terapije
(sekundarna ili stecena). Rezistencija na vec¢i broj hemioterapeutika koji su razli¢iti po
strukturi i mehanizmima dejstva, oznacava se kao viSestruka ili multirezistencija (eng.
Multi-Drug Resistance). U osnovi rezistencije lezi genomska nestabilnost kancerske
¢elije koja promenama u genomu stice sposobnost adaptacije na prisustvo leka, pa
daljim umnozavanjem formira dominantnu populaciju rezistentnih ¢elija. Smanjena
akumulacija leka u ¢eliji, povecana inaktivacija i detoksifikacija, povecana reparacija

oste¢enja DNK, smanjena osetljivost na apoptotski odgovor i nedostaci u putevima koji
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vode u celijsku smrt, najucestaliji su mehanizmi koji, pojedinacno ili kombinovano,
dovode do pojave rezistencije (Chu, 1994; Kelland, 2000; Fuertes i sar., 2003; Rebucci i
Michiels, 2013).

1.5. Tipovi cCelijske smrti

Homeostatska kontrola i ekvilibrijum broja ¢elija u organizmu ostvaruje se
dinami¢kim balansom celijske deobe i Celijske smrti. lako se u literaturi opisuje

nekoliko tipova ¢elijske smrti, dva najcesca oblika su apoptoza i nekroza (Slika 1.8.).

Normalna celija

Smanjenje volumena éelije,
kondenzacija hromatina i
,'( formiranje mehurova

Bubrenje organela, K I 7 . @
ostecenje citoplazmati¢ne ) b @ Fragmentacija nukleusa i
i nukleusne membrane  \"_ . = @O formiranje apoptotskih tela

Fagocitoza

Fragmentacija celije "r' ’

Nekroza Apoptoza

Slika 1.8. Morfoloske razlike izmedu apoptoze i nekroze

Apoptoza je akivan, energetski zavisan, genski regulisan, ireverzibilni fizioloski
proces, pracen autodestrukcijom celije i oznacava se kao ,,programirana celijska smrt®.
(Kroemer 1 sar., 2009; Bortner i Cidlowski, 2014). Poremecaji u procesu apoptoze
desavaju se u brojnim patoloSkim stanjima organizma, kao $to je kancerogeneza u kojoj
su apoptotski procesi suprimirani. Apoptoza se deSava i u virusnim infekcijama i
neurodegenerativnim 1 autoimunim stanjima u kojima je stimulisana. Apoptozu
karakteriSe niz sledljivih morfoloskih promena, kao Sto su skupljanje i smanjenje

volumena celije, kondenzacija hromatina, kompakcija organela, pojava mehuri¢a na
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¢elijskoj membrani i formiranje apoptotskih tela; i niz biohemijskih pojava, kao §to su
alternacije Celijskih signalnih puteva, premestanje fosfatidilserina na spoljasnju stranu
plazma membrane, oslobadanje citohroma C iz mitohondrija, aktivacija enzima
specificne familije cistein-proteaza — kapsaza, poremecaji regulacije pro-apoptotskih
Bax i ekspresija anti-apoptotskih proteina Bcl-2 (Elmore, 2007). Apoptotske ¢elije se iz
organizma uklanjaju fagocitozom okolnih ¢elija, Sto rezultuje odsustvom inflamatorne
reakcije.

Nekroza je pasivan tip celijske smrti koji nastaje usled kolapsa celijskih
homeostatskih mehanizama, a indukovana je snaznim nefizioloskim, fizickim ili
hemijskim stimulusima. Nekroza se morfoloski odlikuje bubrenjem organela i ¢itave
¢elije, ranom rupturom citoplazmaticne i nukleusne membrane i lizom ¢elije, S$to izaziva
inflamatornu reakciju u okolnom tkivu (Golstein 1 Kroemer, 2007; Kroemer i sar.,
2009).

U antikancerskoj hemioterapiji indukcija apoptoze je pozeljan dogadaj, pa
ispitivanje antikarcenske aktivnosti novih agenasa obuhvata i ispitivanje tipa celijske
smrti. Metode zasnovane na morfoloSkim i ultrastukturnim razlikama apoptoze i
nekroze obuhvataju primenu fluorescentne i elektronske mikroskopije (Vejselova i sar.,
2014; Vejselova i Kutlu, 2015) i protocne citometrije, a ¢elijska smrt se moze ispitivati i
preko biohemijskih karakteristika — aktivnosti kapsaza, DNK fragmentacije,
mitohondrijalnih poremecaja i dr. Za isticanje morfoloSkih karakteristika Zivih
neapoptotskih, apoptotskih i ¢elija u nekrozi koristi se diferencijalno bojenje celija
rastvorom boja akridin oranz i etidijum bromid (AO/EB). AO prodire u Zive i rano
apoptotske celije, kojima je integritet membrane ocuvan i vezuje se za DNK u jedru, uz
emisiju zelene fluorescencije. Vezivanje AO za RNK, mitohondrijalnu DNK ili
lizozome u citoplazmi rezultuje crvenom fluorescencijom. EB prodire u ¢elije kojima je
integritet membrane naruSen — kasno apoptotske i nekroti¢ne celije 1 emituje crvenu
fluorescenciju nakon interkalacije u DNK. Na osnovu emisije fluorescencije, integriteta
¢elijske membrane i morfoloskih karakteristika hromatina u obojenim nukleusima, sa
zna¢ajnom preciznos¢u se moze odrediti koji tip Celijske smrti dominira u populaciji

celija (Baskié i sar.,2006).
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1.6. Migracija tumorskih cCelija

Izuzev indukcije apoptoze i inhibicije rasta malignih tumora, antikancerski
hemioterapeutici mogu ispoljiti i druge tumor supresivne karakteristike ukljucujuéi
uticaj na slozenu invazivno-metastatsku kaskadu u kojoj aktivno kretanje tumorskih
¢elija ima centralnu ulogu u procesima invazije lokalnog tkiva, intra- i ekstravazaciji i
formiranju mikrometastaza. Kretanje tumorskih celija stimulisano je komponentama
vancelijskog matriksa i faktorima koje sintetiSu ¢elije domacina i same tumorske celije
(autokrini faktori kretanja), faktorima rasta i hijaluronom. Migracija tumorskih ¢elija je
inicijalni korak u metastazi tumora pri prelasku tumora iz in situ u invazivni oblik i
finalni korak na mestu formiranja sekundarnog tumora (Aznavoorian i sar., 1993;
Hanahan i Weinberg, 2011). Literaturni podaci pokazuju da antikancerski agensi
dovode do preobrazaja citoskeleta maligne celije, rearanzmana aktinskih filamenata i
gubitka celijskih filopodija (Yamazaki i sar., 2005; Zeidan i sar., 2008).

Uticaj na migratorni potencijal ¢elija prati se u in vitro uslovima na razli¢itim
2D 1 3D modelima, a pomoéu Wound healing ili Scratch testa prati se zatvaranje
proreza u ¢elijskom monosloju (Decaestecker i sar., 2007). Ovaj test u izvesnoj meri
imitira migraciju ¢elija in vivo, pa je zato jedan od prvih testova u ispitivanjima novih

antikancerskih jedinjenja.

1.7. Celijske linije

Bioloski efekti in vitro prate se na celijskim linijama koje vode poreklo iz
razli¢itih zdravih ili kancerskih tkiva.

MRC-5 ¢elijska linija nastala je iz normalnog tkiva plu¢a muskog fetusa starog
14 nedelja (Jacobs i sar., 1970). Ova ¢elijska linija se koristi za testiranje citotoksi¢nosti
supstanci, kao 1 u virusologiji, jer su celije MRC-5 veoma osetljive na prisustvo
humanog poliovirusa tip 1, Herpes Simplex virusa i Vesicular Stomatitis virusa (VSV).
MRC-5 ¢celije se kultiviSu adherirane, a prema morfoloSkoj karakterizaciji slicne su
fibroblastima (Slika 1.9.). Sposobne su da produ kroz 42 do 46 dupliranja populacije

pre pojave senescencije.
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Low Density © ScaleBar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

Slika 1.9. Fotomikrografije monosloja MRC-5 ¢elija male (levo) i velike gustine
(desno) (ATCC, 2014)

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Slika 1.10. Fotomikrografije monosloja Hep-2 ¢elija, male (levo) i velike gustine
(desno) (ATCC, 2014)

Hep-2 ¢elijska linija (Slika 1.10.) vodi poreklo od epitelnih ¢elija humanog
karcinoma larinksa 56-godiSnjeg muskarca. Ova celijska linija dobijena je iz tumora
nastalog nakon ubrizgavanja humanih kancerskih ¢elija lakinksa ozra¢enim pacovima

koji su prethodno tretirani kortizonom (Moore i sar., 1955; Fjelde, 1955). Hep-2 Celije
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se koriste u virusologiju za propagaciju poliovirusa, arbovirusa, measles virusa,

adenovirusa 3 1 VSV (Indiana serotip).

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 1l-'“

Slika 1.11. Fotomikrografije monosloja A549 ¢elija, male (levo) i velike gustine
(desno) (ATCC, 2014)

A549 Celijska linija (Slika 1.11.) vodi poreklo od epitelnih ¢elija
adenokarcinoma pluc¢a muskarca starog 58 godina (Giard i sar., 1972). Ove ¢celije u
kulturi rastu u monosloju i ne zadrzavaju strukturne ni funkcionalne karakteristike tkiva
iz kog su poreklom. A549 ¢elije sintetiSu lecitin, sadrze visok nivo nezasi¢enih masnih
kiselina i pozitivne su na prisustvo keratina (Lieber i sar., 1976). Koriste se za

ispitivanje metabolizma lekova.

1.8. Testovi za ispitivanje citotoksi¢nosti

Uticaj nekog agensa na prezivljavanje, proliferaciju ili metabolizam c¢elija
definiSe se kao citotoksi¢nost i ona moze, ali ne mora biti pra¢ena ¢elijskom smréu. Za
ispitivanje citotoksi¢nosti dostupan je veliki broj testova od kojih se neki zasnivaju na

merenju vijabilnosti ¢elija na osnovu promene integriteta ¢elijske membrane, dok drugi
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detektuju promene celijskog metabolizma. Merenje vijabilnosti na osnovu metabolicke
aktivnosti mitohondrija najceS¢a je strategija za ispitivanje citotoksi¢nosti. U ovim
testovima se koriste razli¢ite vitalne boje koje se konvertuju pod dejstvom enzima
dehidrogenaze u mitohondrijama zivih ¢elija, a intenzitet razvijene boje srazmeran je
broju prezivelih celija. Citotoksi¢nost nekog agensa izrazava se u vidu ICso (eng.

Inhibitory concentration 50) — koncentracije koja smanjuje prezivljavanje ¢elija za 50%.

1.9. Testovi za ispitivanje antivirusne aktivnosti

Ispitivanje antivirusne aktivnosti izvodi se na celijskim kulturama. Tokom
infekcije mnoge vrste virusa indukuju morfoloske promene u ¢elijama koje su oznacene
kao citopatogeni efekat (CPE). Ove morfoloske promene jasno su vidljive pomocu
invertnog svetlosnog mikroskopa, a stepen CPE direktno je proporcionalan aktivnosti
virusa (Slika 1.12.). Prvi korak u ispitivanju antivirusne aktivnosti je izbor
odgovarajuéeg osetljivog sistema virus-¢elija, u kome virus moze da kompletira svoj
zivotni ciklus. Do sada je razvijeno nekoliko kvantitativnih testova (eng. Antiviral
assays) kojima se meri antivirusna aktivnost u prisustvu razli¢itih koncentracija

antivirusnog agensa (Grossberg i Sedmak, 1984; Lewis, 1987; Meager, 1987).

Slika 1.12. Citopatogeni efekat (CPE) indukovan poliovirusom. A) neinficirane Hep-2
¢elije, B) rani CPE, C) kasni CPE

Za viruse koji indukuju CPE, u ispitivanjima antivirusne aktivnosti najéesée se
primenuje test redukcije CPE. Stepen redukcije CPE kvantifikuje se vizuelnim

uporedivanjem sa  potpunim CPE u kontroli infektivnosti  virusa ili
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spektrofotometrijskim merenjem prezivljavanja celija nakon primene odgovarajuce
vitalne boje (Meager, 2002). Antivirusno dejstvo izrazava se u vidu efektivne
koncentracije antivirusnog agensa (eng. Effective concentration, ECso) koja inhibira
virusnu aktivnost za 50%, ili u vidu terapeutskog indeksa (eng. Therapeutic Index, THI)
— relativnog odnosa koncentracije koja inhibira prezivljavanje celija za 50% i
koncentracije koja obezbeduje 50% inhibicije virusne aktivnosti (ICso/ECso) (FDA,
2006).

1.10.Primena resazurina u in vitro ispitivanjima

Resazurin je vitalna boja koja se koristi kao oksidaciono-redukcioni indikator za
merenje metabolickog kapaciteta Celija i ¢elijske vijabilnosti. U mitohondrijama zivih
¢elija, delovanjem mitohondrijalnih enzima, plavo obojeni resazurin redukuje se u
crveno obojeni fluorescentni rezorufin (Slika 1.13.). Merenjem apsorbancije spektra
resazurina i rezorufina na odredenim talasnim duzinama ili fluorescencije ekscitacije i
emisije spektra resorufina moze se odrediti stepen redukcije ovog oksido-redukcionog
indikatora (O'Brien i sar., 2000).

Resazurin je inkorporiran u nekoliko komercijalno dostupnih reagenasa koji se

preporucéuju za ispitivanje citotoksi¢nosti (UptiBlue™, AlamarBlue®, CellTiter-Blue®).

7
NADHIH*§ NAD*IH (0]

Resazurln Rezoruﬁn

Slaba
fluorescencija Ziva éelija

Slika 1.13. Hemijska reakcija redukcije resazurina u rezorufin, u mitohondrijama zivih

£/

A4

celija

Resazurin se prvobitno koristio za detekciju kontaminacije mleka. Danas se

primenjuje u resazurin mikrotitracionom testu za ispitivanje osetljivosti
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mikroorganizama na prisustvo razli¢itih antimikrobnih agenasa i odredivanje MIC, a
narocito je koristan za detekciju spororastu¢ih mikroorganizama, kao §to su vrste roda
Mpycobacterium (Palomino i sar., 2002; Taneja 1 Tyagi, 2007). Resazurin se koristi i u

ispitivanjima antivirusne aktivnosti, za kvantifikaciju redukcije CPE.

1.11.Znacaj ispitivanja genotoksi¢nosti u razvoju novih lekova

U procesu razvoja novih lekova namenjenih lecenju ljudi, pre dobijanja dozvole
regulatornih autoriteta za plasman leka na trziste, sprovode se detaljne studije kojima se
utvrduje efikasnost i bezbednost primene leka. Studije bezbednosti izvode se u cilju
identifikacije 1 evaluacije potencijalnih rizika po zdravlje ljudi, koji se mogu javiti usled
upotrebe leka. U procenama bezbednosti, postignute koristi moraju biti ve¢e od rizika
upotrebe leka.

Studije bezbednosti leka, prema vazeéim smernicama Evropske agencije za
lekove, obuhvataju i ispitivanja genotoksi¢nosti koja pruzaju informacije o uticaju leka
na geneticki materijal (EMA, 2012). Upotreba genotoksi¢nih agenasa u terapiji moze
uticati na pojavu i fiksiranje oSte¢enja u genetickom materijalu (Wassom, 1989).
Nastala oSteenja mogu se prevesti u genske mutacije, strukturne hromozomske
aberacije, rekombinacije 1 numeri¢ke promene hromozoma. Ove promene zatim mogu
izazvati nasledne promene u germinativnim ¢elijama, pa tako predstavljaju rizik i za
potomstvo. Takode je dobro poznato da mutacije u somatskim celijama igraju vaznu
ulogu u pojavi maligniteta (Tettant i sar., 1987). Posto su genotoksi¢ni agensi
potencijalno kancerogeni i/ili mutageni, primena genotoksi¢nih lekova u terapiji nosi
rizik od pojave tumora i ozbiljnih naslednih oboljenja (Jena i sar., 2002). Postupak
razvoja leka, u svim fazama, od inicijalnih bioloskih ispitivanja do registracije, zahteva
velike finansijske investicije. Sprovodenje ispitivanja genotoksi¢nosti u ranim fazama
razvoja leka moZe znaCajno smanjiti ova finansijska ulaganja. Rano otkrivanje
negativnog uticaja potencijalnog hemioterapeutskog agensa na geneticki materijal

usmerava dalja istrazivanja na hemijske modifikacije strukture ispitivanog jedinjenja.
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1.12.Komet test

Direktno ili indirektno indukovana o$te¢enja DNK detektuju se razli¢itim
rutinskim in vitro 1 in vivo testovima, na mirkoorganizmima, kulturama sisarskih ¢elija i
glodarima. Komet test je jedan od testova koji se uvode u ispitivanja genotoksi¢nosti
novih lekova.

Komet test ili test elektroforeze pojedinacnih celija (eng. Single Cell Gel
Electrophoresis - SCGE) je osetljiva i brza metoda za detekciju DNK oStecenja u
pojedinacnim c¢elijama. Ova metoda se zasniva na sposobnosti oste¢ene DNK, odnosno
negativno naelektrisanth DNK fragmenata da se, tokom elektroforeze, krecu kroz
agarozni gel ka pozitivnoj elektrodi, nakon ¢ega oStecena jedra dobijaju oblik kometa. U
ovom testu, oblik, veli¢ina i koli¢ina DNK u okviru komete imaju vaznu ulogu u
odredivanju nivoa oSte¢enja DNK (Slika 1.14.). Modifikovana, alkalna verzija komet
testa omogucéava detekciju jednolancanih i1 dvolancanih prekida, kao i alkalno labilnih
mesta (Singh 1 sar.,1988). Komete se analiziraju manuelno ili automatski, posle bojenja
fluorescentnom bojom koja interkalira u DNK. Manuenom metodom oStec¢enja se
klasifikuju u 5 kategorija, prema veli¢ini oSte¢enja jedra ili prema duZini repa komete
(Collins 1 sar., 1997). Za automatsko merenje koristi se odgovaraju¢i kompjuterski
program — Comet IV Computer Software (Perceptive Instruments, UK), koji automatski
meri veli¢inu oSteCenja 1 odreduje razli¢ite parametre: intenzitet repa (eng. Tail
Intensity, TI), duzina repa (eng. Tail Lenght, TL) i moment repa (eng. Olive Tail
Moment, OTM), koji je izveden kombinovanjem prva dva parametra (Tice i sar., 2000;

Olive i Judit, 2006; Rosenberger i sar., 2011; Collins i sar., 2014).

<5% 5% 10% 20% 30% 40% 50% >50%

i e

Slika 1.14. Celije sa razli¢itim nivoom DNK osteéenja; iznad slika kometa
predstavljena je vrednost TI kao parametra oste¢enja DNK (Kolarevi¢, 2014)
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1.13.Kompleksi metala u razvoju novih hemioterapeutika

Primena kompleksa metala u medicini dozivela je ekspanziju u drugoj polovini
20. veka, posle otkrica antikancerskih karakteristika cisplatine (Jones i Thormnak,
2007). Nezeljena dejstva antitumorskih kompleksa platine koji se danas koriste u
hemioterapiji, podstakla su sintezu i ispitivanje antitumorskog potencijala brojnih
jedinjenja sa metalima u svojoj strukturi, u cilju pronalaZzenja novih agenasa koji bi
imali izrazeno antitumorsko dejstvo, manje izrazene nezeljene efekte i kojima bi se
mogla izbeci rezistencija tumorskih ¢elija na hemioterapiju. U potrazi za antikancerskim
agensima koji sadrze neki drugi metal osim platine, kao perspektivni pokazali su se
kompleksi pojedinih prelaznih metala (elementi izmedu Il. i IIl. grupe periodnog
sistema) — paladijuma, rutenijuma, nikla, titanijuma, zlata, bakra i cinka (Abu-Surrah i
sar., 2008; Dabrowiak, 2009). Vise naucnih studija pokazalo je da kompleksi
paladijuma ispoljavaju sli¢nu citotoksi¢nu aktivnost postoje¢im hemioterapeuticima na
bazi platine (Gao i sar., 2010), a pojedini kompleksi paladijuma daju bolji inhibitorni
efekat na rast NSCLC u odnosu na cisplatinu (Ulukaya i sar., 2011). Ove ¢injenice
ukazuju na znacaj ispitivanja bioloske aktivnosti novih jedinjenja na ¢elijskim linijama
koje vode poreklo od NSCLC, kao sto je ¢elijska linija A549.

U poslednjoj deceniji posebno su interesantni multifunkcionalni bioaktivni
kompleksi, kao $to su kompleksi metala sa fosfinima. Fosfinski kompleks zlata(I) —
auranofin je lek koji se koristi u terapiji reumatoidnog artritisa, ali su poznata i njegova
antikancerska svojstva u veoma niskim koncentracijama (Simon i sar., 1981; Kim i sar.,
2013; Park 1 sar., 2014). Brojna istrazivanja pokazala su da auranofin ima i snaznu
antivirusnu aktivnost prema HIV-1 virusu, selektivnim dejstvom na glavne celijske
rezervoare transkripciono neaktivne forme viralne DNK (centralne 1 tranzicione
memorijske T ¢elije CD4") (Chomont i sar., 2009, Lewis i sar., 2011). Ispitivanja koje
su sproveli Chirullo i saradnici (2013) pokazuju da auranofin indukuje apoptozu i
prodiferencijaciju CD4" ¢elija. Uvodenje trovalentnih fosfornih jedinjenja — trifenil-
fosfina u strukturu koordinacionog kompleksa povecava rastvorljivost u lipidima i
obezbeduje laksi prolazak jedinjenja kroz ¢elijsku membranu, $to rezultuje boljim
bioloskim efektima koji se ostvaruju unutar ¢elije (Berners-Price i Sadler, 1988; Ferreira

isar., 2012).
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1.13.1. Izbor i uloga liganada u hemijskim i bioloSkim svojstvima

koordinacionih kompleksa

Osobine ligandnog sistema u velikoj meri odreduju hemijske i bioloske osobine
koordinacionog kompleksa, pa je odabir odgovaraju¢eg ligandnog sistema klju¢ni korak
u dizajniranju novih kooridinacionih jedinjenja. Znacaj izbora ligandnog sistema i
njegov uticaj na mehanizam delovanja koordinacionog kompleksa opisan je u studijama
platinskih kompleksa sa razlicitim aminskim ligandima (Orrl i sar., 1994). Jedan od
vodecih problema u dizajniranju novih bioloski aktivnih jedinjenja je lipofilnost koja
ima kljuénu ulogu u bioloskim procesima adsorpcije, interakcije sa odgovarajuéim
¢elijskim receptorima, transporta kroz celijsku membranu i ispoljavanja citotoksi¢nosti
molekula. Slaba lipofilnost vodi ka slaboj akumulaciji leka u ¢eliji, Sto znacajno
ograni¢ava terapeutsku primenu. Pazljivim odabirom ligandnog sistema i izmenama
odredenih hemijskih grupa moguce je predvideti hemijska i bioloSka svojstva, kao Sto
su rastvorljivost, lipofilnost, mehanizmi delovanja i rezistencija (Tetko i sar., 2008).
Voluminozna struktura liganda u koordinacionom kompleksu obezbeduje zastitu
metalnog centra od deaktivacije u fizioloSkim uslovima i povoljno uti¢e na lipofilnost,
olakSavajuéi prolaz kroz lipidni dvosloj ¢elijske membrane (Wilson i Lippard, 2014).

Prisustvo atoma kiseonika i azota u ligandnim sistemima povecava mogucénost
formiranja koordinacionih kompleksa, kao i hemijske i bioloske kapacitete samog
liganda. Medu ligandima sa NO donorima, posebno mesto zauzimaju hidrazoni, zbog
njihove Siroke upotrebe i interesantnih koodinacionih moguénosti, koje mogu ispoljiti u

kompleksima sa jonima prelaznih metala (Case i sar., 1984; Maurya i sar., 20006).

1.14.Hidrazoni i acilhidrazoni

Hidrazoni su klasa jedinjenja iz grupe Sifovih baza (ili azometina) koji u svojoj
strukturi poseduju funkcionalnu grupu —C=N—N-. Od ostalih Sifovih baza hidrazoni se
razlikuju po prisustvu dva medusobno povezana atoma azota. Uvodenjem karbonilne
grupe (—=C=0) u strukturu hidrazona, nastaju jedinjenja oznacena kao acilhidrazoni.

Hemijska struktura hidrazona i acilhidrazona prikazana je na slici 1.15. Hidrazoni su
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potencijalni multifunkcionalni ligandi. Koordinaciona mesta hidrazona mogu biti
promenjena odgovaraju¢im supstituentima na hidrazidnom, kao i1 na karbonilnom delu
molekula (Despaigne i sar., 2009). Acilhidrazoni se karakteriSu fleksibilnos¢u, dobri su
helatni agensi i mogu formirati komplekse sa razli¢itim prelaznim metalima

(Cornelissen i sar., 1992).

R NH R4 NH R,
1Y\N/ \Ra \AN/ T
R, O

R

Hidrazoni Acilhidrazoni

Slika 1.15. Hemijska struktura hidrazona i acilhidrazona

Prisustvo veéeg broja koordinacionih mesta hidrazonima daje moguénost
farmakoloske aktivnosti Sirokog spektra. Brojna istrazivanja su potvrdila bioloSku i
terapeutsku aktivnost samih hidrazonskih liganada, kao i njihovih metalnih kompleksa,
posebno u pogledu antimikrobne (El-Sherif, 2009; Filipovi¢ i sar., 2009),
antiinflamatorne 1 analgetske aktivnosti (Sondhi 1 sar.,, 2006). Ispitivanje
antituberkulozne aktivnosti pokazalo je da pojedini hidrazoni ispoljavaju aktivnost koja
je uporediva sa antituberkuloticima koji se koriste u klini¢koj praksi (Patole i sar.,
2003). Salicilaldehid-benzoilhidrazon se pokazao kao potentni inhibitor sinteze DNK i
¢elijskog rasta na viSe sisarskih celijskih linija. Bakar(Il) kompleksi ovog jedinjenja
ispoljavaju vecu inhibitornu aktivnost u poredenju sa samim ligandom (Johnson i sar.,
1982; Pickart i sar., 1983).

U svojim najnovijim istrazivanjima Rogolino i saradnici (2015) prikazali su
rezultate prema kojima ligand sa o-vanilin acilhidrazonskim skeletom, kao i njegovi
Mg(II), Mn(II), Ni(IT) 1 Zn(II) kompleksi ispoljavaju snaznu antivirusnu aktivnost
prema Herpes Simplex virusima HSV-1, HSV-2 i aciklovir-rezistentnom HSV-1 soju,
sa ECso vrednostima na niskim mikromolarnim koncentracijama. Sa izuzetkom
kompleksa Zn(II), ova jedinjenja u koncentracijama manjim od 1 pM/mL postizu

izrazeno antivirusno dejstvo na Vaccinia virus.
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1.15.Derivati 2-(difenilfosfino)benzaldehida

Multidentatni ligandi, derivati 2-(difenilfosfino)benzaldehida (Dpba) su mala
grupa jedinjenja sintetisanih u poslednjih desetak godina, za koje vlada posebno
interesovanje. Do sada je ispitana bioloSka aktivnost svega nekoliko ovih derivata i
njihovih kompleksa platine, paladijuma, nikla, kobalta i gvozda, a publikovani rezultati
pokazali su da ova jedinjenja poseduju znacajnu antimikrobnu i antitumorsku aktivnost
prema viSe kancerskih celijskih linija, medu kojima se posebno isticu one koje su
rezistentne na postojec¢e antikancerske lekove (Malesevic i sar., 2006; Radulovi¢ 1 sar.,
2006; Motswainyana i sar., 2013; Cobeljic’, 2015). Bioloski aktivni Dpba derivati sa
semioksamazidnom (HL1), etil-hidrazinoacetatnom (HL2), ortotoluidinskom (L3), 2,6-
lutidinskom (L4), etil-karbazatnom (HLS), fenil-karbazatnom (HL6) i Girard-T
(HL7CI1-EtOH) strukturom i njihovi Pd i Pt kompleksi prikazani su u tabeli 1.1.

Tabela 1.1. Bioloski aktivni derivati 2-(difenilfosfino)benzaldehida i njihovi kompleksi
paladijuma(II) i platine(IT)

Ligand Oznaka | Kompleks Referenca

e 0
HAT& [PALICT 1 Radulovie i
P NH HL1 sar. (2006)
O/ \@ * [PtL1CI] '

g N\H/YO HL2 | [Pd(HL2)CL] | MaleSevici
P 0 sar. (2006)
SACHER"
CHs
= L3 [PAL3CL] Motswainyana

isar. (2013)

O/P\@ [PtL3Cl]
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=N [PAL4Cl;]
L4
O/PO HaC [PtL4C12]

N~ J\o/\ Milenkovié i
HL5 | [PAL5SCI] | sar. (2013a;

O/ P\O 2013b; 2014a)

0
~ N\'NJ\N Milenkovié i
H H HL6 i ilenkovié¢ 1
: P, : sar. (2014b)
Adaila 1 sar.
8]

(2014)

et N b J‘I\/ M = HL7Cl- . ., .
N A [PALCI Milenkovié 1
sar. (2015)

i _',.-'"""'" OH EtOH
Cobeljié i sar.

(2015)

1.15.1. Ligand 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazon i
njegovi kompleksi paladijuma(Il) i platine(II)

Ligand, 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazon i njegovi kompleksi
paladijuma(Il) i platine(Il) sintetisani su na Hemijskom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, na Katedri za opstu i neorgansku hemiju (Pordevi¢ i sar., 2014). Jedinjenje
2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazon proizvod je reakcije etanolne
suspenzije adamantan-1-karbohidrazida i etanolnog rastvora 2-
(difenilfosfino)benzaldehida. =~ Reakcijom  etanolnog  rastvora  liganda  2-

(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazona sa vodenim rastvorima kalijum
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tetrahloropaladata, K>[PdCL], odnosno kalijum tetrahloroplatinata, K>[PtCls], nastali su
neutralni kompleksi paladijuma [Pd(L)CI] i platine [Pt(L)CI].

H H
| Ph | Ph
_N PZ _N Pl
HN Ph N \M{Z Ph
0 O Cl
a) b)

Slika 1.16. Hemijska struktura liganda (HL) (a) i kompleksa paladijuma (M=Pd) i
kompleksa platine (M=Pt) (b)

Molekul liganda se sastoji od adamantil kaveza na jednom kraju blago uvijenog
—C(=0) -NH-N=CH- mosta i trifenilfosfinskog prstena na drugom kraju (Slika 1.16.a).
Adamantil kraj je pomeren i rotiran priblizno 60° oko CI1-C2 veze. Metalni joni u
kompleksima smesteni su u kvadratno-planarnom okruzenju, formiraju¢i PNO
tridentatnu koordinaciju monoanjona organskog liganda (HL) i jednog hloridnog jona
(Slika 1.16.b). Metal-ligand rastojanja, M—O, M-N2 i M—P, priblizno su ista kao i
rastojanja sli¢nih kompleksa paladijuma, dok je M—CI rastojanje nesto kra¢e u odnosu
na prosecne vrednosti drugih kompleksa paladijuma i platine, ali su ove vrednosti bliske
strukturno sliénim kompleksima paladijuma.

Bioloska aktivnost 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazona i
njegovih kompleksa paladijuma(Il) i platine(Il) prvi put je ispitivana u okviru ove

doktorske disertacije.
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1.16.Adamantan u strukturama bioaktivnih jedinjenja

Adamantan (triciklo(3,3, 1, 1*7)dekan) je kristalno jedinjenje koje se sastoji iz tri
cikloheksanska prstena, postavljena u konformaciji ,stolice. Ovo jedinjenje je
najjednostavniji dijamandoid, a sintetisali su ga Prelog i Seiwerth (1941). Jedna od
najznacajnijih karakteristika ovog jedinjenja je izrazita lipofilnost, pa inkorporacija
adamantil grupe u druge molekule povecava njihovu lipofilnost, ¢ime se obezbeduje
lak$i prolazak kroz celijsku membranu i bolja pristupa¢nost molekula ¢eliji (Remo
Spano i sar., 1970; Lamoureux i Artavia, 2010; Liu 1 sar., 2011; Wanka i sar., 2013).
Molekul adamantana je krut i izrazito stabilan, pa se dobro distribuira u krvnoj plazmi
(Chew i sar., 2008).

Nakon otkriéa amantadina 1960. godine i njegovih antivirusnih svojstava,
derivati adamantana privukli su paznju brojnih istrazivaca, pa je sintetisano i ispitano
hiljade jedinjenja sa adamantil grupom. Izuzev antivirusne aktivnosti ovih derivata,
dokazana je i antibakterijska, antigljivi¢na i1 antiinflamatorma aktivnost, kao i uticaj na
centralni nervni sistem, a u poslednjih nekoliko godina sedam novih derivata
adamantana ukljuceno je u klini¢ka ispitivanja Sirom sveta (Wanka i sar., 2013).

Amantadin-hidrohlorid (Symmetrel®) i rimantadin (o-metil-1-
adamantanmetilamin, Flumadine®), prikazani na slici 1.17., prvi su derivati adamantana
uvedeni u klinicku upotrebu, u terapiji infekcija izazvanih influenca virusom tipa A

(Davies i sar., 1964; Togo i sar., 1968; Hayden i sar., 1981; Monto, 2003).

CH,
NHHCl

NHo+HCI

Amantadin Rimantadin

Slika 1.17. Hemijska struktura amantadina i rimantadina

Kao $to je ve¢ receno, amantadin i rimantadin imaju isti mehanizam dejstva, odnosno
inhibiraju virusnu replikaciju tokom ranih faza infekcije (faza dekapsidacije),

blokiraju¢i jonske kanale transmembranskog regiona M2 proteina (Hay, 1989, 1992).
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Vrlo brzo nakon pocetka terapijske primene ovih jedinjenja ustanovljena je rezistencija
koja je posledica pojave tackastih mutacija i supstitucije odgovaraju¢ih aminokiselina u
transmembranskom M2 proteinu, Sto rezultuje gubitkom sposobnosti vezivanja ovih
jedinjenja za odgovaraju¢e mesto M2 proteina (Hayden, 2006). Oba ova leka aplikuju se
oralno i1 vrlo se dobro, ali sporo apsorbuju u gastrointestinalnom traktu. Ekskrecija
amantadina vr$i se putem urina, glomerularnom filtracijom i tubularnom sekrecijom u
nepromenjenom obliku, dok rimantadin podleze metabolizmu (hidroksilaciji) u jetri, pri
¢emu nastaje nekoliko razli¢itih metabolita prisutnih u urinu (Manchand i sar., 1990).
Trenutno se amantadin i rimantadin koriste u profilaksi i terapiji sojeva virusa influence
H5N1, u kombinaciji sa inhibitorima neuraminidaza, zanamivirom (Relenza®) i
oseltamivirom (Tamiflu®).

Tromantadin (Viru-Merz®) (Slika 1.18.) je derivat adamantana koji se kao
dermatoloski antivirusni lek koristi za tretmane infekcija izazvanih aciklovir-rezistetnim
sojevima HSV-1 i VZV (Sherm i Peteri, 1971; Rosenthal i sar., 1982; ALIMS, 2013).
Iako je bilo pokuSaja da se ovaj lek uvede u sistemsku upotrebu, za tu svrhu nije

odobren, zbog brojnih nezZeljenih dejstava.

0]
@\NJ\/O\/\N,CHS
H I
CHs;

Tromantadin

Slika 1.18. Hemijska struktura tromantadina

Takode je dokazano da nekoliko derivata adamantana poseduje anti-HIV
aktivnost, a N-(1-adamantil)-4-aminoftalamid je pokazao dobar inhibitorni efekat na
HIV-1 i HIV-2 virus (Van Derpoorten i sar., 1997). Poznati su i derivati adamantana sa
snaznim dejstvom na viruse familije Picornaviridae (De Palma i sar., 2008).

Visoka lipofilnost adamantana omogucava i1 njegov olakSan prolazak kroz
krvno-mozdanu barijeru, pa je zbog toga poZeljan u strukturama potencijalno
neuroaktivnih jedinjenja. Adamantanski fragment vrlo efikasno blokira jonske kanale,

pa njegovi derivati nalaze Siroku primenu u podruc¢ju inhibicije bioloskih receptora u
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mozgu. Tako se memantin (1-amino-3,5-dimetiladamantan) koristi u leéenju
Parkinsonove i Alchajmerove bolesti (Henkel i Hane, 1982; McKeage, 2009). Ovo
jedinjenje funkcioniSe kao blokator N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora, inhibira
aktivnost neurostransmitera glutamata, zatvara jonske kanale i tako sprecava preveliki
dotok jona Ca?" u neurone (Parsons i sar., 1999; Lipton, 2006).

U publikacijama novijeg datuma ukazano je na znacaj razvoja novih
anikancerskih lekova, analoga cisplatine sa inkorporiranim aminoadamantanskim
ligandima (Wanka i sar., 2013). Mnogi do sada ispitani analozi ovog tipa ne ispoljavaju
unakrsnu rezistenciju sa cisplatinom, a rezultati farmakokinetickih studija potvrduju
efikasnost oralne primene jednog ovakvog kompleksa (LA12), derivata satraplatine,
koji je u fazi klini¢kih ispitivanja (Bouchal i sar., 2011; Sova i sar., 2011; Jelinkova i
sar., 2014). Ako se uzme u obzir da se postoje¢i antikancerski lekovi na bazi platine
koriste kao intravenski preparati, oralna administracija adamantanskih derivata

cisplatine bila bi svojevrsna novina u primeni lekova na bazi platine.
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2. CILJEVI
Glavni cilj ove teze je ispitivanje bioloSkih aktivnosti in vitro grupe od tri nova
acilhidrazonska jedinjenja, liganda 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-

adamantoilhidrazona i njegovih kompleksa paladijuma(Il) i platine(Il). Ciljevi ove

doktorske disertacije obuhvataju ispitivanje antimikrobne, citotoksi¢ne i genotoksicne

aktivnosti i ukljucuju sledece:

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti na odabranim sojevima bakterija i
gljivica.

Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti i potencijalnog selektivnog dejstva na
kontinuiranim ¢elijskim linijama koje vode poreklo od zdravih (MRC-5) i
kancerskih tkiva (Hep-2 1 A549).

Uporedivanje citotoksicne aktivnosti ovih jedinjenja sa aktivno$¢u poznatih
citostatika — cisplatine, karboplatine i oksaliplatine.

Ispitivanje uticaja na proliferaciju ¢elija i vreme dupliranja populacije MRC-
5, Hep-2 1 A549 ¢elija.

Ispitivanje ¢elijske smrti tretiranih malignlih ¢elija A549.

Ispitivanje uticaja na migratorni potencijal MRC-5, Hep-2 i A549 ¢eljja.
Ispitivanje genotoksicnog dejstva putem detekcije ostecenja molekula DNK
na ¢elijskim linijama MRC-5, Hep-2 i A549.

Ispitivanje antivirusne aktivnosti prema poliovirusu tip 1, na visokoosetljivoj

Hep-2 ¢elijskoj liniji i uporedivanje sa aktivnoscu interferona o-2a.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal
3.1.1. BioloSki materijal
3.1.1.1. Bakterije 1 gljivice

U eksperimentima su kori$¢ene sledeée bakterije i gljivice:

Staphylococcus aureus ATCC 6538 , Kwik-Stik™, Microbiologics®* (St. Cloud, MIN,
USA)

Bacillus subtilis ATCC 6633 , Kwik-Stik™, Microbiologics®“ (St. Cloud, MIN, USA)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ,Kwik-Stik™, Microbiologics®*“ (St. Cloud,
MIN, USA)

Escherichia coli ATCC 10536 ,,Kwik-Stik™, Microbiologics®* (St. Cloud, MIN, USA)
Salmonella abony NCTC 6017 ,, Kwik-Stik™, Microbiologics®* (St. Cloud, MIN, USA)
Mpycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin, BCG vakcina , Institut za virusologiju,
vakcine i serume — Torlak* (Beograd, Srbija)

Candida albicans ATCC 10231 ,,Kwik-Stik™, Microbiologics®* (St. Cloud, MIN,
USA)

3.1.1.2. Referentni standard poliovirusa 1 neutralizaciona antitela

U eksperimentima su kori$¢eni sledeci referntni standardi:

Referentni standard poliovirusa tipovi 1, 2 i 3 — WHO Reference Reagent, 2
International Reference Reagent 2004 for Live Attenuated Poliovirus (Sabin), kod:
02/306 , National Institute for Biological Standards and Control NIBSC* (Potters Bar,
Hertfordshire, Velika Britanija),

Anti-poliovirus serumi — WHO International Standard, 3" International Standard Anti-
Poliovirus serum Types 1, 2 and 3, kod: 82/585 ,National Institute for Biological
Standards and Control NIBSC* (Potters Bar, Hertfordshire, Velika Britanija).
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Koncentrovana suspenzija poliovirusa PV1 pripremljena je razredivanjem
referentnog standarda PV i neutralizacijom virusa PV2. Od 100 pL referentnog
standarda poliovirusa pripremljeno je 10 mL razredenja 10°. U 9,9 mL razredenja 10
dodato je po 50 puL seruma anti-PV2 i anti-PV3 i suspenzija je inkubirana 3 h, na 37°C.
Posle neutralizacije po 1 mL suspenzije rasporedeno je u kriotube koje su ¢uvane na -

20°C, do upotrebe u eksperimentima.

3.1.1.3.  Celijske linije

U istrazivanjima su koris¢ene sledecée Celijske linije:

MRC-5 — ¢elije fibroblasta normalnog tkiva pluca, iz kolekcije ¢elijskih linija Katedre
za mikrobiologiju, BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Hep-2 — epitelne celije humanog karcinoma larinksa, donirane od strane Nacionalne
agencije za lekove Francuske, ANSM.

A549 — epitelne ¢elije adenokarcinoma pluca, donirane od strane Instituta za onkologiju

iradiologiju Srbije, Odeljenja za eksperimetalnu onkologiju.

3.1.2. Kompleksi Pd(II) i Pt(Il) sa 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-

adamantoilhidrazonom

U ovoj dokorskoj disertaciji testirana su sledeca jedinjenja:

Ligand 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazon, HL

Kompleks Pd(II) sa 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazonom, [Pd(L)CI]
Kompleks Pt(II) sa 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazonom, [Pt(L)CI]

Empirijske formule i molekulske mase jedinjenja date su u tabeli 3.1.
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Tabela 3.1. Empirijske formule i molekulske mase liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa

Empirijska formula Molekulska masa (g/mol)
Ligand C30H31N20P 467
Pd(IT) kompleks C30H30CIN2OPPd 607
Pt(IT) kompleks C30H30CIN2OPPt 696

3.1.2.4. Priprema rastvora liganda, Pd(II) 1 Pt(Il)kompleksa

Koncentrovani rastvori liganda 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-
adamantoilhidrazona i njegovih kompleksa Pd(II) i Pt(Il) napravljeni su na pocetku
istrazivanja. Supstance su postepeno rastvorene u DMSO, uz tretman ultrazvukom, 30
minuta na 40°C i dobijeni su rastvori slede¢ih koncentracija: 43,1 mM/mL liganda, 34,3
mM/mL Pd(IT) kompleksa i 19,8 mM/mL Pt(II) kompleksa. Rastvori su sterilisani
membranskom filtracijom, pomoc¢u filtera promera 0,22 pum i sterilnog Sprica. Pre
svakog eksperimenta, pripremljeni su svezi radni rastvori u hranljivom medijumu za
kultivaciju/odrzavanje ¢elija ili u odgovaraju¢oj tecnoj hranljivoj podlozi, u zavisnosti

od eksperimenta.
3.1.3. Antimikrobni lekovi

U eksperimentima su kori$¢eni slede¢i antimikrobni lekovi:

Enrofloksacin 100 mg/mL, Enroksin®-S 10% ,,Veterinarski zavod Subotica* (Subotica,
Srbija)

Oksitetraciklin 100 mg/mL, Engemycin 10% ,,Intervet International*
(Unterschleisheim, Nemacka)

Streptomicin 1 g, Streptomycinum TZF ,,Polfa Tarchomin S.A.* (Varsava, Poljska)
Klotrimazol 200 mg, Canesten® 3 ,,Bayer Pharma AG* (Leverkuzen, Nemacka)
Interferon a-2a, 3 x 10° IU/0,5 mL, Roferon®-A ,,F. Hoffmann-La Roche LTD* (Bazel,

Svajcarska)
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Gotovi rastvori za injekciju enrofloksacina, oksitetraciklina i interferona o-2a
koriS¢eni su kao primarni stokovi. Primarni stok streptomicina koncentracije 1000
mg/mL pripremljen je rastvaranjem 1 g u 1 mL vode za injekciju. Primarni stok
klotrimazola koncentracije 20 mg/mL pripremljen je rastvaranjem vaginalne tablete

Canesten® 3 u 10 mL izopropil-miristata i me$anjem na magletnoj mesalici, 3h na 37°C.

Empirijske formule i molekulske mase antimikrobnih lekova date su u tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Empirijske formule i molekulske mase antimikrobnih lekova

Empirijska formula Molekulska masa (g/mol)
Enrofloksacin Ci9H22FN303 359
Oksitetraciklin C22H24N209 460
Streptomicin C21H39N7012 581
Klotrimazol C22Hi7 CIN; 344
Interferon a-2a / 19237

3.1.4. Citostatici

Citostatici cisplatina, karboplatina i oksaliplatina koriS¢eni su u vidu onkoloskih lekova,
rastvora za infuziju:

Cisplatina 0,5 mg/mL, Cisplatin ,,Medac* (Wedel, Nemacka)

Karboplatina 10 mg/mL, Carboplatin-Teva ,,Pharmachemie B. V.“ (Haarlem,
Holandija)

Oksaliplatina 5 mg/mL, Eloxatin® ,,Aventis Pharma Dagenham‘ (Dagenham, Velika

Britanija)

Empirijske formule i molekulske mase citostatika date su u tabeli 3.3.
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Tabela 3.3. Empirijske formule i molekulske mase citostatika

Empirijska formula Molekulska masa (g/mol)
Cisplatina HeCLN:Pt 300
Karboplatina CsH12N204Pt 371
Oksaliplatina CsH14N204Pt 397
3.1.5. Rastvori
Rastvor za lizu celija (pH 10)
NacCl ,,Carlo Erba Reagents” (Milano, Italy)..........cccoceevieniiienieniiiiieee, 146,6 g
EDTA ,,Sigma*“ (St.Louis, MO, USA)....c.cccouieiiiiiiniieieeeeeeeee e 372¢
Tris ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA).....ccoooiiriiiiiiieieeeeeeee e 1,21 g
AH2O .. 1000 mL

Nakon podesavanja pH, dodat je 1% Triton X-100 ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA)

1 rastvor snazno promesan.

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)
10 M NaOH “Superlab” (Beograd, Srbija)..........cccceeeeievcirnvenceeenne......30 mL
0,2 M EDTA ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA).....cccccccevvvvviieiinniiineeenn.5 mL

10 M NaOH
NaOH “Superlab” (Beograd, Srbija)...........cccccevevieniieciinie e e 200 g

0.2 M EDTA
EDTA ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA)....c.cceouiiiiiiiieiieieeeeee e 372 ¢g
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Rastvor za neutralizaciju (pH 7.5)

1% NMP agaroza za drugi sloj

NMP L EUrobio® (FTance)........ccoeceeioiiriieni ettt ettt lg
1 x PBS ,,PAA The Cell Culture Company* (Austria)..........cceceeerverveerueennen. 99 mL
1% LMP agaroza

LMP ,,Bio-Rad Labaratories® (CA, USA)......cccoeuieeieieeeeeeeeeeee e lg
1 x PBS ,,PAA The Cell Culture Company* (Austria)..........cccceeerverveeueennen. 99 mL
1 x PBS

10 x PBS ,,PAA The Cell Culture Company* (Austria).........ccccceerueerreenene 100 mL
Sterilisana dH2O.......ooouiiiiiiiie e 900 mL

Rastvor AO/EB za apoptozu

Akridin oranz 10 mg/mL ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA).......ccceevireviierieereenen. 10 uL
Etidijum bromid 10 mg/mL, ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA).......ccceecvrrerinnnnne. 10 uL
AH2O ettt ettt et et e b e e eaaeeneas 980 uL

Fizioloski rastvor

Natrii chloridi infundibile ,,Hemofarm AD Vrsac* (VrSac, Srbija), gotov rastvor

Sastav:
NatriJuM-RIOTIA. .ttt e eare e 9¢g
V0da Za INJEKCIJ....eeuiieiieeiie ettt ettt et e eees dolL
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Rastvor za VITEK 2

Saline silution ,,bioMérieux‘ (Lyon, France), gotov rastvor

Sastav:
Natrijum-hlOTid. ...eeeeeeiieiiece e 045¢
V0da Za INJEKCIJ....eeeiieiieeiie ettt ettt e dolL

Puferisani fizioloski rastvor

DPBS 1%, Gibco® ,,Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, gotov rastvor

Sastav:

Kalijum-hlorid (KCI).......oooiiiiiiiiiicieceeee e 200,0 mg/L
Kalijum-fosfat (KH2PO4).....oooooviiriiiiiiniicee e 200,0 mg/L
Natrijum-hlorid (NaClI).......cccoiiiiiiiieeie e 8000,0 mg/L
Natrijum-fosfat, dvobazni (Na;HPO4-7H20)....c.coooviiiiiiiiiiiieieeee 2160,0 mg/L

Tripsin-EDTA
Trypsin-EDTA 0,05% Gibco® ,,Life technologies/Thermo Fisher Scientific, gotov

rastvor

Sastav:

Kalijum-hlorid (KCI).......cooiiiiiiiiiiecieceeee e 400,0 mg/L
Kalijum-fosfat (KH2PO4)......oooiiiiiiiiiiiiieee e 60,0 mg/L
Natrijum-bikarbonat (NAaHCO3)......c..eouiriinieniiiiieniieeeeeee e 350 mg/L
Natrijum-hlorid (NaCl)......ccccoiiiiienieiie e 8000,0 mg/L
Natrijum-fosfat, dvobazni (Na2HPO4-7TH20)....c.c.coveniiiiniiiiiniicciee 90,0 mg/L
D-gIUKOZA. ....oviiiiieiieee e 1000,0 mg/L
EDTA 4ANa-2ZH2O ..ottt 380,0 mg/L
FeNOL CIVENO ... .oiiiiiiie it 10,0 mg/L
TTIPSIM ettt ettt ettt e st e e tae et e e e e b e e snaeenseeennas 500,0 mg/L
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Rastvori za bojenje po Ziehl-Neelsenu, gotovi rastvori

e Ziehl-Neelsen carbolfuchsin solution ,,Merck Millipore*

Sastav:
Karbolfuksin.........ccoeoiieiiiiiieieeieeeeese e 6,3 g/L
Fenol (CeH5OH)......ooiiiiiiiiiieieeieeeee e 40 g/L

o Lofflers methylene blue ,,Merck Millipore*

Sastav:
Metilensko plavo.........ceeveeeiiieiiieiieciieee e 4,2 g/l
Etil-alkohol (CoH5OH).....cc.coouiiiiniiiiieieciecieceee 190 g/L
pH 8,0-8,6

¢ Rastvor za odbojavanje ,,Merck Millipore*

Sastav:
Hlorovodonic¢na kiselina (HCI)...........ccooveeeeiieiiiiiieiieene, 7,5 mL
Etil-alkohol (C2H5OH).......ccoeoiieiiecieecieceeeeeeeeeee e 992,5 mL

Tripan plavo
Trypan Blue 0,4% ,,Sigma-Aldrich* (St.Louis, MO, USA), gotov rastvor

Sastav:
Natrijum-hlorid........ccoooeiiiiiniii e 0,81%
Kalijum-fosfat (KHoPOu4)....cooeoeeviniiiiiiiiiiiiiciecee 0,06%
TTIPan Plavo......cocueriiriiiiiieieeee e 0,4%

UptiBlue™ , Uptima, Interchim* (Montlucon, France)

Arkidin oranz za komet test
2 pug/mL, ,,Sigma-Aldrich® (St.Louis, MO, USA)
Vodonik-peroksid 35%

Emprove® ,,Merck Millipore*
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Dimetil-sulfoksid
DMSO Biotechnology Performance ,,Sigma-Aldrich*

Lzopropil-mitistat

90% GC ,,Sigma-Aldrich*

3.1.6. Hranljive podloge

Hranljivi medijum za kultivaciju céelija

Minimalni esencijalni medijum MEM 1x Gibco® .........ccoceeveirurrererriirerenans 500 mL
Penicilin-streptomicin, Pen Strep 100x, 10,000 U/mL/10,000 U/mL Gibco®......5 mL
L-glutamin 200mM 100x GIbCO®.........ccevrererrereeeieeeeiereeeceee e, 5mL
Neesencijalne aminokiseline NEAA 100x Gibco®...........cooveeuvveierverererereenan, 5 mL

Podloga je cuvana na 2-8°C.
Neposredno pre upotrebe, u odmerenu koli¢inu medijuma dodato je 5-10% fetalnog

tele¢eg seruma FBS Gibco® i medijum je temperiran 30 min na 37°C.

Hranljivi medijum za odrzavanje celija

Minimalni esencijalni medijum MEM 1x Gibco®..........cooeveveveieierrerererranene, 500 mL
Penicilin-streptomicin, Pen Strep 100x, 10,000 U/mL/10,000 U/mL Gibco® .....5 mL
L-glutamin 200mM 100x GIbCO™ ........cocorviveriiieieeieieieiieee e 5mL
Neesencijalne aminokiseline, NEAA 100% GIibco®..........coooevereveirueverereeereennnns 5 mL
Fetalni tele¢i Serum, FBS GIDCO®.......oe oottt e, 10 mL

Podloga je cuvana na 2-8°C. Medijum je pre upotrebe temperiran 30 min na 37°C.

Minimalni esencijalni medijum, bez glutamina

MEM 1x Gibco® ,,Life Technologies /Thermo Fisher Scientific®, gotova podloga

Sastav:

L-arginin hidrohlorid..........cooceoviiiiniiniiieeee e 126 mg/L
L-CiStin 2ZHCL....oiiiiieiiecieeeee ettt ettt st 31 mg/L
L-histidin hidrohlorid-HoO........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 42 mg/L
LAZOLEUCTN ..ottt ettt et e et e e enseesnaeenne 52 mg/L
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LrJUCTIL ¢ttt ettt ettt et eebe e et e e ebaeebeesnbeensaeeaneens 52 mg/L
L-11zin hidroRlorid.........oocuiiiieiie e e 73 mg/L
LrmEEIONINL 1. eiteeiiieiie ettt ettt etbe ettt e et e e bt e s aaeeteeesbeebeeenbeensaans 15 mg/L
L-phenilalanin............ccccooiiiiiiiiieiieciceece et 32 mg/L
Lrtl@OMIN. ...ttt ettt ettt e et e et e b e et e e naeenbeeenneensaeenreenee 48 mg/L
LAtrIPtOTan. ..o et ettt enaeens 10 mg/L
L-tirozin dinatrijumova so dihidrat............cccceeiiiriiiinieiie e, 52 mg/L
LrValiN ettt e enne 46 mg/L
HOIN-hIOTIA. ...t s 1 mg/L
D-Kalcijum pantotenal..........c.ccoueeruieeieeiiieniieriie et eite ettt e ereesaeeebeebeeseseeeeas I mg/L
FOINa KISEIINA. ... .eeiiiiiiiiiieie ettt ettt s e e eee 1 mg/L
NIACTNAMIA. . ..ottt ettt e e e esbeebeeseseeneeas I mg/L
Piridoksal hidrohlorid.............eeuieiiiiiiieiie e I mg/L
RIDOTIAVIN. ...ttt ettt et ens 0,1 mg/L
Tiamin-hidrohlorid............cooiiiiiiiiiie e I mg/L
TrINOSTEO .ottt 2,0 mg/L
Kalcijum-hlorid (CaClz) (anhid.)........cccceeriieiiieiiiiiieeie e 200 mg/L
Magnezijum-sulfat (MgSO4) (anhid.).......cccevieeiiienieniieiecieeieeeeee e, 97,67 mg/L
Kalijum-hlorid (KCI).......oociiiiiiiieeie et 400 mg/L
Natrijum-bikarbonat (NaHCO3)......cc.coouiviiiiiiieniiiieieceeeeeeee e 2200,0 mg/L
Natrijum- hlorid (NaACI).......cccoeviieiiiiiieiieiee e 6800,0 mg/L
Natrijum-fosfat monobazni (NaH2PO4-H2O).....cccooviiiiiiiiiiiiiiicieee, 140,0 mg/L
D-gIUKOZA. ... 1000,0 mg/L
FeNOI CIVENO ... .eiiiiiiiie ettt et ens 10,0 mg/L

Neesencijalne aminokiseline

NEAA 100x Gibco® ,,Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, suplement za

podlogu

Sastav:

GLICIINL ..ttt e ettt et et e bt e st e ebeesebaenseenens 750,0 mg/L
Lm@lanin...ccceeeie ettt 880,0 mg/L
L-aSPara@iN....cccueieeieeiieeiieeie et eite ettt ettt et ettt enbeeaeeennes 1320,0 mg/L

47



MATERIJAL I METODE

L-aspartamska KiSelina...........c.cecueeeuiiriiieniieeie et 1330,0 mg/L
L-glutaminska KiS€lina...........ccceeviieriiiiiiiiieniie e 1470,0 mg/L
LmPrOTin ..t ettt ettt ens 1150,0 mg/L
| S o |1 OO TP SPURTRRURRRI 1150,0 mg/L

Medijum za zamrzavanje mikroorganizama

Mesni ekstrakt ,,Torlak® (Beograd, Stbija)........cccceecvieiieiciiinienienieeieeieeee e, 30g
Kazein-hidrolizat ,,Torlak* (Beograd, Srbija).........ccceeveiiiiienieniiiiniiniieeieeeeenee. 50¢g
GLCEIOL 85%0 ,, METCK ... ettt e e aaaaes 150 mL
AH20 e ettt 850 mL

Medijum je sterilisan u autoklavu 15 min na 121°C i 1,1 bar i ¢uvan na 20-25°C.

Tecna hranljiva podloga Middlebrook 7H9
Middlebrook 7H9 dehidratisana podloga Difco™ , Becton Dickinson*

(NEW JErSEY, USA) ..ttt ettt ettt ettt e et e e e s e e sabaeesaaee s 4,7 g
GLCEIOL 85%0 L, METCK ... ettt e e e e e et ee e 2 mL
AH2O ettt aeene s 898 mL
OADC BBL™  Becton Dickinson* (New Jersey, USA).......cccocoveeeerereenennnnn. 100 mL

Podloga je sterilisana u autoklavu 15 minuta na 121°C i 1,1 bar.
Nakon hladenja podloge do 50°C, u asepti¢nim uslovima dodat je OADC.
Podloga je ¢uvana na 20-25°C.

Middlebrook 7HY dehidratisana podloga Difco™ ,,Becton Dickinson*
(New Jersey, USA)

Sastav:

AMONITUM-SULTAL. ..ottt ettt e 05¢g
L-glutaminska KiSElNa.........cceooieriiniiiieniiriiecie et 0,5¢g
INALTTJUMECIETAL. ..ottt ettt ettt sa et e sae et saeens 0,1¢g
PArIAOKSIN. ...ttt ettt ettt ettt e st abe et e s nbeesaeearaen 1,0 mg
231051 T USRS 0,5 mg
Dinatrijum-fOSTat........coouiiiiiii e 25¢g
Kalijum-fostat........coiiiiiii e 1.0g
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AmMONIJUM FETT CIETAL.....eotiiiiiiiie ettt st eeseae s 0,04 g
MagnezZijum-SUITAt.........c.ooiiiiiiieiie et 0,05 ¢
Kalcijum-hlorid.........oovieoiiiiieie e 0,5 mg
CINK-SUITAL. ..ottt ettt st e e b e s eeseesanaens I mg
BaKar-SUlfat..........cooiiiiiiieciee e 1,0 mg
AHZ2O ettt 900 mL

0ADC BBL™ | Becton Dickinson® (New Jersey, USA), suplement za podlogu

Sastav:

NatriJuUM-RIOTIA. e e 0,85 ¢
Govedi albumin (frakCija V)....ooieiieeiiiiecie e 50¢g
DIEKSIIOZA. ...ttt ettt ettt et e et e e eae e be et e b e e saeesaenaseenne 20¢g
KAtalaza........ooovieiiieiie ettt saeenbaens 3mg
AH20 et sttt sttt nae e 100 mL
Krvni agar

Columbia agar sa 5% ov¢ije krvi ,,bioMérieux* (Lyon, France), gotova podloga
Sastav:

Mesni 1 KAZEIN PEPLON.....uiiiiiiiiieitie ettt etie et te et eeeeteeseteebeeseneeneeen 10 mL
Hidrolizat proteina (govedi ili sVInjSki).......ccoccverviiirieiciiinieniieiecieceeee e 10 mL
Pepton GOVEAEE STCA.....ccuiiiiriiiriiiieiiieieete ettt sttt sttt st 3g
KUKuruzni SKIoD.........ooouiiiiiiiieiie et lg
NatrJUM-RIOTIA. et e e b 5¢g
YN ) TP 135¢
OVCIJA KTVttt ettt ettt e st eeteesabeebeesnseenseas 50 mL
AH2O ettt sttt sae et 1L
pH 7,3

Lowenstein-Jensen ,.,bioMérieux* (Lyon, France), gotova podloga

Sastav:
SKIOD. ...ttt ettt st ettt et be e eebe e b e enbeesnneenraens 30g
GLCEIOL oottt et e e e e e s eseaaaaaes 7,4 mL
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TG0 e ettt e e e areas 620 mL
KaliJum-fOSTat......oovieiiiiiee e 25¢g
NatrJUM-RIOTIA. ..ttt st e e et s S5¢g
MagnezZijum=-SUITAt.........c.ooiiiiiiiieiie ettt 0,24 g
MAGNEZITUM=CITAL....c.veevieeeieeieeeteestieeeie et et eeeteeetbeenbeesaaeenbeesseeesseeenseesaesnseenseeennes 0,6 g
| T o 1 2 o | 1 DO TSP P PRSP 36¢g
Malahit-ZEIEMNO.......cc.uiiiiiiieiie ettt 04¢g
AH2O ettt sttt nb et et 1L
pH 7,1

Tripton soja agar

TSA ,,bioMérieux* (Lyon, France), gotova podloga

Sastav:

Kazein pepton (ZOVEAD)......c.iiriiiiieriie ettt ettt ettt ne I5¢g
SOOI PEPLOM. .ttt ettt ettt ettt et e te et e et e eteesabeesbeesnbeenseessseenseessseenseennsaans 5¢g
NatriJuUM-RIOTIA. ettt ettt e e ennae e 40 ¢
ALAT ..ttt et et e et e ettt e et e e et e e s bt e e enbeeenaneeeaee 15¢
AH2O e ettt ettt et 1L
pH 7,3

Sabouraud dekstrozni agar

SDA ,,bioMérieux* (Lyon, France), gotova podloga

Sastav:

KAZEIN POPLON. ...ttt et ettt st e et e st e e bt e saaeebeesnbeenseessseenseens S5¢g
IMIESII PEPLOML. .ttt ettt et et et e et eeetbeeabeenteeesbeeseeesbeesaeesbessneanseaenseessaenes S5¢g
DIEKSIIOZA. ...ttt et ettt et e et e et e et e et e e nbeenteeenbeenbeeennes 40 ¢
ALZAT ...t ettt e et e ettt e et e e et e e et e e e abeeenaneeenee 15¢
AH20 ettt sttt sae et et 1L
pH 5,6
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Tripton soja bujon

TSB-ST ,,bioMérieux‘ (Lyon, France), gotova podloga

Sastav:

Kazein pepton (ZOVEAD)......c.ieiiiiiieeiie ettt ettt ettt et aee 17¢g
SOOI PEPLOM. ...ttt ettt ettt ettt et e st e et e sabe st e esbeesabeenseessseenseessseeseennsaans 3g
NatrJUM-RIOTIA. ettt et e eaae e eee 5¢g
KaliJum-fOSTat......cooiiiiiece e 25¢g
DIEKSIIOZA. ....eieieieeiiieeiee ettt ettt ettt ettt tae e be et e e ab e e seeenbeenneeenne 25¢g
AH2O ettt sttt ettt 1L
pH 7,3

Tioglikolatna podloga sa resazurinom

THIO-ST ,bioMérieux‘ (Lyon, France), gotova podloga

Kazein pepton (ZOVEAD)......c.iiriiiiieriie ettt ettt ettt ne I5¢g
| o 1513 TSP PRRRPR 05¢g
DIEKSIIOZA. ...ttt et ettt et e et st e et e s b e eteesabeenbeeenbeeseennnaen 5¢g
EKStrakt KVASCA.....cccuiiiiiiiieeiie ettt ettt ettt e s aaeebeesnseensae s S5¢g
NatrJUM-RIOTIA. ettt e e e eneeas 25¢g
Natrijum-tiogliKOLat.........coovieeiiiiieee e 05¢g
Ti0glikoIna KiSEIiNa.........cccueeiuiiiiiiiiieiieie ettt 0,3 mL
RESAZUTIN. ...ttt et et sttt et e saae e bt e esbeeseesnnaens 0,001 g
ALAT ...ttt e et e ettt e et e e e atee e bt e e ebeeenaneeas 0,75 ¢
AH2O0 ettt sttt nae et 1L
pH 7,1

Podloga je sterilisana u autoklavu 15 minuta na 121°C i 1,1 bar.

pH je podeSena na 5,7
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Sabouraud tecna podloga u prahu ,,Torlak “ (Beograd, Srbija)

Sastav:
Pepton ,, TOrlak “.........ooiioiie e e 10,0 g/L
DIEKSIIOZA. ...ttt ettt ettt et et e e bt e snneeseens 20,0 g/L

Medijum za ispiranje filter membrane

Fluid D ,,bioMérieux* (Lyon, France), gotova podloga

Sastav:
IMLESII PEPLOML. .ttt ettt te st ette et et e e steeeabeenbeessaeetbeenteessaeseessbessseanseaensaessaeaes lg
POLISOTDAL 80......eiiiitiiiiie et I mL
AH2O e ettt et b ettt 1L
pH 7,1

Puferisani peptonski rastvor

PH7- F ,,bioMérieux* (Lyon, France), gotova podloga

Sastav:

KaliJum-fOSTat......oooiiiiiiie e 36¢g
Natrijumhidrogenfosfat-dihidrat, 2H2O.........c.cccceeviiiiiiiiiiiieieciceeeceeee e, 72 ¢g
NatrJUM-RIOTIA. et eneeas 43 ¢
IMIESII PEPLOML. ..ttt ettt et et e et esteeeabeeabeesbaeetaeenteensaensaessbessneanseaensaessaeaes lg
AH2O ettt ettt sb e sttt 1L

52



MATERIJAL I METODE

3.2. Metode

3.2.1. Ispitivanje sterilnosti rastvora liganda, kompleksa Pd(II) i

kompleksa Pt(II) metodom membranske filtracije

Sterilnost pripremljenih rastvora liganda, kompleksa Pd(II) i Pt(II) testirana je
metodom membranske filtracije (Council of Europe, 2013). U testu sterilnosti koriséene
su tecne hranljive podloge tripton soja bujon (TSB) i tioglikolat (Tio). U postupku
membranske filtracije koriS¢eni su protocni kontejneri sa membranskim filterima za
testiranje sterilnosti supstanci sa antimikrobnim dejstvom, sa porama veli¢ine 0,45 pm
(Steritest™, Merck Millipore). Zatvoreni sistem transfera uzoraka i te¢nih hranljivih
podloga u testu obezbeden je pomocu peristaltitke pumpe (Steritest™ Equinox).
Uzorak zapremine 250 pL, propusten je kroz dva kontejnera sa membranskim filterom.
Zatim su filter membrane isprane sa po 300 mL rastvora za ispiranje membrane (Fluid
D), propustanjem ovog rastvora kroz kontejnere. U jedan kontejner sa filter
membranom zatim je sipano 100 mL hranljive podloge TSB, a u drugi 100 mL hranljive
podloge Tio i1 kontejneri su zatvoreni. Navedenim postupkom uzorci su zasejani na po
jednu hranljivu TSB i Tio podlogu. Test sterilnosti je postavljen u asepti¢nim uslovima
(ISO 14644-7:2004), u komori izolatora (Ehret) sterilisanoj parom 35% vodonik-
peroksida, pomocu aparata za dekontaminaciju (VHP, Steris). U istim uslovima su
postavljene i negativne kontrole — rastvor za ispiranje Fluid D i hranljive podloge TSB i
Tio.

Zasejane podloge inkubirane su 14 dana. Hranljiva podloga TSB inkubirana je
na temperaturi 22,5 + 2,5°C, za rast aerobnih bakterija i gljivica, a Tio na 32,5 £ 2,5°C,
za rast anaerobnih mikroorganizama. Po isteku perioda inkubacije izvrSena je vizuelna
kontrola hranljivih podloga i ocitani su rezultati testa sterilnosti. Posle 14 dana
inkubacije zasejane hranljive podloge ostale su bistre, ¢ime je potvrdeno da su rastvori

liganda, Pd(IT) i Pt(II) kompleksa sterilni (Slika 3.1.).

53



MATERIJAL I METODE

Slika 3.1. Odsustvo rasta mikroorganizama na teénim podlogama TSB i Tio u testu
sterilnosti (metoda membranske filtracije, u proto¢nim kontejnerima Steritest™)

3.2.2. Priprema sojeva mikroorganizama — oZzivljavanje i kultivacija
3.2.2.1. Kultivacija referentnih sojeva bakterija i gljivica

Liofilizovani mikroorganizmi su hidratisani pomocu originalnog sredstva za
hidrataciju, a dobijenom suspenzijom natopljeni su brisevi kojima su zasejane
odgovarajuce tecne podloge u epruvetama. Za rast bakterijskih sojeva koris¢ena je te¢na
podloga TSB, koja je inkubirana 18-24 h na 32,5 + 2,5°C. Za rast gljivice kori$¢en je
Sabouraud dekstrozni bujon (SDB) koji je inkubiran 48-72 h na 22,5 + 2,5°C. Nakon
porasta, kulture bakterija i gljivica presejane su na odgovarajuce ¢vrste podloge u petri
Soljama. Kulture S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli i §. abony presejane su na
tripton soja agar (TSA) i inkubirane 24 h na 32,5 + 2,5°C. Kultura C. albicans presejana
je na Sabouraud dekstrozni agar (SDA) i inkubirana 3-5 dana na 22,5 + 2,5°C. Nakon
porasta kultura na ¢vrstim hranljivim podlogama, kolonije su sakupljene Spatulom i
resuspendovane u medijumu za zamrzavanje. Ovako dobijene suspenzije su mesane na
magnetnoj mesalici 60 minuta u erlenmajeru sa magnetom. Opticka gustina (turbiditet)
suspenzija mikroorganizama podeSena je na 0,8-1,7 McF standarda, dodavanjem

kolonija ili razblaZzivanjem suspenzija hranljivim medijumom za zamrzavanje.
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Suspenzije mikroorganizama su zatim rasporedene u kriotube (po 1 mL) i zamrznute na

-70°C, gde su ¢uvane do upotrebe u eksperimentima ispitivanja antimikrobne aktivnosti.

3.2.2.1.1. Identifikacija referentnih sojeva bakterija i gljivica

Identifikacija referentnih sojeva bakterija i gljivica izvrSena je pomocu
automatizovanog sistema VITEK® 2 (bioMérieux). Jedna kriotuba svakog referentnog
soja odmrznuta je na sobnoj temperaturi. Po 1 mL suspenzije prebacen je u 10 mL
puferisanog peptonskog rastvora pH 7,0 i suspenzija je dobro promesana na vorteksu. U
zavisnosti od vrste mikroorganizma, 100 uL suspenzije sipano je na TSA ili SDA ¢vrstu
hranljivu podlogu, a suspenzija je po povrsini podloge rasporedena sterilnim plastiénim
L Stapi¢em. Zasejane podloge su inkubirane 24 h na 32,5 + 2,5°C za bakterije i 24-72 h
na 22,5 £2,5°C za gljivice.

Nakon porasta specificnih kolonija na ¢vrstim hranljivim podlogama, jedna
kolonija je pokupljena sterilnim brisem i resuspendovana u 3 mL rastvora za VITEK® 2.
Zatim je epruveta postavljena na denzitometar DensiCHEK™ (bioMérieux) i proveren
je turbiditet. Turbiditet je podesen na 0,5-0,6 McF za S. aureus, P. aeruginosa, E. coli 1
S. abony 1na 1,8-2,2 McF za B. subtilis i C. albicans, dodavanjem kolonija u suspenziju
ili njenim razredivanjem rastvorom za VITEK® 2. Odabrane su odgovaraju¢e VITEK®
2 ID kartice (GN/GP/BCL/YST) sa supstratima za detekciju specifi¢nih biohemijskih
osobina i zajedno sa pripremljenim suspenzijama postavljene su u nosac, tako da je
cevCica ID kartice uronjena u odgovarajuéu suspenziju. Nosac je postavljen u komoru
za punjenje gde su ID kartice automatski punjene suspenzijom mikroorganizama.
Nakon signala koji ukazuje da je punjenje zavrSeno, nosac sa karticama i suspenzijama
prebacen je u komoru za identifikaciju, gde je izvrSena inkubacija preko no¢i. U periodu
inkubacije, sistemom VITEK® 2 ocitavane su fluorescencije tokom razgradnje supstrata,
a na kraju je sistemskim softverom izvrSena ,,fingerprint* identifikacija do nivoa roda ili

vrste, uporedivanjem rezultata sa bazom podataka.
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3.2.2.2. Kultivacija Mycobacterium bovis

Za kultivaciju Mycobacterium bovis upotrebljena je liofilizovana BCG vakcina,
sa zivim atenuisanim bacilima M. bovis Bacillus Calmette-Guérin soja. Liofilizovana
BCG vakcina rekonstituisana je u 1 mL fizioloskog rastvora i pripremljeno je razredenje
10* u te¢noj hranljivoj podlozi Middlebrook 7H9. U epruvetu sa gotovom &vrstom
hranljivom podlogom Lowenstain-Jensen sipano 100 pL razredenja. Inokulum je po
podlozi ravnomerno rasporeden laganim horizontalnim pokretanjem otvorene epruvete,
sve do suSenja povrSine podloge. Zasejana podloga je inkubirana 21-28 dana, na
37+1°C. Nakon pojave belicasto-zutih kolonija M. bovis (Slika 3.2.), sterilnom ezom od
10 pL, presejana je jedna kolonija na povrSinu te¢ne hranljive podloge Middlebrook
7HO9 u bocici od 100 mL. Bocica je inkubirana 7-10 dana na 37+1°C, do pojave pelikule
sa kolonijama na povrSini hranljive podloge i taloga na dnu bocice (Slika 3.3.). Kultura
je dalje odrzavana povrSinskim presejavanjem na svezu teCnu hranljivu podlogu
Middlebrook 7H9, svakih 10-15 dana i koriS¢ena u eksperimentima ispitivanja

antimikrobne aktivnosti.

Slika 3.2. Kultura M. bovis na ¢vrstoj hranljivoj podlozi Lowenstain-Jensen (levo) i
te¢noj podlozi Middlebrook 7H9 (desno)
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Slika 3.3. Kolonije M. bovis u pelikuli na povrsini te¢ne hranljive podloge Middlebrook
7H9. Fotomikrografija snimljena na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom
(uvelicanje 400 x)

3.2.2.2.1. Identifikacija Mycobacterium bovis

Identifikacija M. bovis izvrSena je pregledom mikroskopskog preparata, nakon
postupka bojenja po Ziehl-Neelsen-u (acid-fast bojenje).

Prvi deo postupka identifikacije M. bovis sastojao se iz pripreme preparata i
bojenja. Sa ¢vrste podloge Lowenstein-Jensen sterilnom ezom je pokupljena jedna
kolonija. Materijal je nanet na predmetno staklo i razmucen u jednoj kapi fizioloskog
rastvora. Nakon suSenja nanetog materijala na sobnoj temperaturi, preparat je fiksiran
prevlacanjem iznad Bunzenovog plamenika. Zatim je naneta boja karbolfuksin na
celokupnu povrsinu plocice i preparat je zagrejan do pojave pare pre kljucanja boje.
Preparat je ispran destilovanom vodom, tretiran rastvorom za odbojavanje 3-5 min i
bojen metilenskim plavim u trajanju od 10 sekundi. Preparat je na kraju ispran
destilovanom vodom i osuSen na sobnoj temperaturi. Preparat je posmatran na
svetlosnom mikroskopu pod imerzionim uveli¢anjem, uz upotrebu jedne kapi Kedrovog
ulja za mikroskopiju. Pregledom preparata detektovano je prisustvo crvenih, acido-

alkoholno rezistentnih mikobakterija.
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3.2.2.3. Priprema suspenzije mikroorganizama

3.2.2.3.1. Priprema suspenzije referentnih sojeva bakterija i gljivica

Kriotube sa referentnim sojevima su odmrznute na sobnoj temperaturi,
suspenzije su prebacene u 10 mL gotovog puferisanog peptonskog rastvora pH 7,0,
dobro promeSane na vorteksu i ¢uvane u frizideru na 5 + 3°C, najviSe 5 dana.
Neposredno pre upotrebe u eksperimentu, suspenzije mikroorganzama su razredene u
odgovarajucoj tecnoj hranljivoj podlozi (TSB/SDB) do turbiditeta 0,5 McF standarda
koji odgovara koncentraciji 1-2 x 10® CFU/ml. Zatim su od dobijene suspenzije
pripremljena razredenja 1/100, priblizne koncentracije 1 x 10° CFU/mL. Od momenta
podesavanja turbiditeta suspenzije mikroorganizama su upotrebljene u eksperimentima

u roku od 30 minuta.

3.2.2.3.2. Pripema suspenzije Mycobacterium bovis

U erlenmajer od 200 mL sa 150 g sterilisanih metalnih perli, sipano je 10 mL
sveze te¢ne hranljive podloge Middlebrook 7H9. U podlogu sa perlama dodavana je
kultura M. bovis sa povrsine tecne hranljive podloge Middlebrook 7H9, sakupljanjem
male koli¢ine materijala pomocu sterilne eze. Kultura je zatim nezno resuspendovana
kruznim pokretima erlenmajera, do dobijanja homogene suspenzije. Turbiditet
suspenzije je proveren na denzitometru i podesen na 1 McF standarda, dodavanjem
kolonija i dodatnim meSanjem suspenzije ili dodavanjem tecne hranljive podloge. Od
dobijene bakterijske suspenzije (koncentracije oko 1 x 108 CFU/mL), pripremljeno je
razredenje 1/10 (koncentracije oko 1 x 10’ CFU/mL) (Martin i sar., 2003). Od momenta
podesavanja turbiditeta, suspenzija M. bovis je upotrebljena u eksperimentu u roku od

30 minuta.

3.2.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost liganda, Pd(II) i Pt(IT) kompleksa ispitivana je resazurin
mikrotitracionom metodom (Palomino i sar., 2002) pomoéu UptiBlue™ testa.

Antimikrobna aktivnost na odabrane mikroorganizme ispitivana je u opsegu
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koncentracija 0,6 uM - 5 mM, u zavisnosti od vrste mikroorganizma, a kao pozitivne
kontrole koris¢eni su antibiotici enrofloksacin, oksitetraciklin, streptomicin i
antimikotik klotrimazol.

U mikrotitar ploce je sipano po 100 pL odgovarajuce te¢ne hranljive podloge
(TSB/SDB/Middlebrook 7H9). Pripremljena su dvostruka serijska razredenja jedinjenja
prebacivanjem 100 pL iz jednog u drugi bunar. U ploce je sipano po 100 pL suspenzije
mikroorganizama odgovarajuéeg soja, do finalne koncentracija 5 x 10° CFU/mL za
referentne sojeve i 5 x 105 CFU/mL za M. bovis. U plo¢ama su postavljene i sledece
kontrole: kontrola suspenzije mikroorganizama (hranljiva podloga i suspenzija
mikroorganizama), pozitivha kontrola (hranljiva podloga i antibiotik/antimikotik),
kontrola rastvaraca (hranljiva podloga i DMSO) i kontrola hranljive podloge. Mikrotitar
ploce sa referentnim sojevima su inkubirane 24 h na 32,5 £+ 2,5°C za bakterije i 48 h na
22,5 +£2,5°C za gljivice. Plo¢e M. bovis su zatvorene u plasticne kese i inkubirane na 37
+ 1°C, 7-10 dana.

Ploce sa referentnim sojevima su nakon inkubacije kontrolisane na invertnom
mikroskopu radi detekcije zamucenja u kontrolama suspenzije mikroorganizama.
Kontrola suspenzije mikroorganizma u plo¢ama sa M. bovis proveravana je od sedmog
do desetog dana, do pojave pelikule sa M. bovis na povrSini hranljive podloge. Ploce su
zatim tretirane UptiBlue™ reagensom, prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.13.

Na osnovu boje suspenzija u bunarima nakon UptiBlue™ testa, odredene su
vrednosti MIC. Suspenzije koje su pokazale odsustvo rasta mikroorganizama, presejane
su na krvni agar za bakterijske referentne sojeve, na svezu te¢nu podlogu Midllebrook
7TH9 za M. bovis 1 na SDA za gljivice. Posle inkubacije zasejanih hranljivih podloga,

izvrSena je detekcija rasta mikroorganizama i odredene su vrednosti MBC i MFC.

3.2.4. Celijske kulture
3.2.4.1. Odrzavanje éelijskih kultura

Odrzavanje ¢elijskih kultura, priprema suspenzija i krioprezervacija izvedeni su

prema procedurama koje je opisao Freshney (2005) u laboratorijskom priru¢niku za
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éelijske kulture. Celije su gajene u monosloju u hranljivom medijumu za kultivaciju, u
polietilenskim sudovima (flaskovima), povrsine 25-175 cm?.

Celijske linije su ¢uvane u metalnom kontejneru u parnoj fazi tenog azota, na
oko -170°C, u glavnoj i radnoj banci ¢elija Nacionalne kontrolne laboratorije Agencije
za lekove 1 medicinska sredstva Srbije i prema planu eksperimenata su ozivljavane i
kultivisane. Odmrzavanje 1 ozivljavanje Celijske linije izvedeno je na slede¢i nacin:
kriotuba sa celijama izvadena je iz tecnog azota i brzo odmrznuta temperiranjem u
vodenom kupatilu na 37°C, u trajanju od nekoliko minuta. Celije su zatim neZno
resuspendovane u 20 mL hranljivog medijuma za kultivaciju i prebacene u epruvetu za
centrifugiranje sa konusnim dnom, zapremine 50 mL. Celije su centrifugirane 7 minuta,
na 1200 rpm, na 4°C, u cilju uklanjanja krioprotektanta DMSO i medijuma za
krioprezervaciju. Nakon centrifugiranja, supernatant je pazljivo uklonjen mikropipetom,
a éelije su resusendovane u 5 mL hranljivog medijuma za kultivaciju. Celije su potom
prebacene u plastiénu posudu za kultivaciju — flask veli¢ine 75 cm?, u koji je dodato 25
mL hranljivog medijuma za kultivaciju. Celije su gajene u inkubatoru, na temperaturi
37°C.

Tokom rasta, celijske kulture su svakog dana pregledane na invertnom
mikroskopu, pracen je opsti izgled kulture, morfoloSke karakteristike ¢elija i1 prisustvo
kontaminacije bakterijama i gljivicama. Takode je kontrolisana boja medijuma kojom je
pra¢ena utroSenost hranljivih materija i promena pH. U slucaju pojave zute boje,
hranljivi medijum je zamenjen svezim. Pracena je i zamucenost medijuma koja je
pokazatelj kontaminacije, a kontaminirane Celijske kulture iskljuCene su iz dalje
kultivacije.

Nakon formiranja konfluentnog ¢elijskog monosloja u kome celije prekrivaju
celu povrsSinu za rast, kulture su tripsinizirane 1 dobijene su suspenzije pojedinac¢nih
¢elija. Vedi deo suspenzije ¢elija koriS¢en je za eksperimente, a manji deo je zasejavan u
novu posudu za rast (pasaziranje), radi dalje kultivacije ¢elija. Broj zasejanih celija za
kultivaciju sledeée pasaze zavisio je od veli¢ine flaska i planiranih eksperimenata, a u
flask od 75 cm? zasejavano je 1-5 x 10° éelija. Na posudi za rast ¢elija evidentirani su
podaci o kultivaciji ¢elijske linije: naziv, broj pasaze, koncentracija zasejanih ¢elija i

datumi promene hranljivog medijuma.
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3.2.4.2. Tripsinizacija ¢elijskih kultura

Tripsinizaciji se pristupalo po formiranju konfluentnog ¢elijskog monosloja,
kada su celije pokrivale ¢itavu povrSinu za rast u flasku. Iz posude sa celijskim
monoslojem uklonjen je hranljivi medijum za kultivaciju. Celijski monosloj je ispran sa
5-10 mL rastvora DPBS, laganim pokretima posude — ,.kupanjem®, u trajanju od 1 min,
radi eliminisanja ¢elijskih metaboli¢kih produkata i serumskih proteina koji mogu da
neutralidu tripsin. Nakon ispiranja monosloja rastvor DPBS je uklonjen. Celijski
monosloj je zatim 1 min ,kupan® rastvorom 0,05% tripsin-EDTA (0,06 mL/cm?
konfluentnog ¢elijskog monosloja). Tripsin-EDTA je uklonjen tako da je u posudi
preostalo oko 0,5 mL. Zatim su ¢elije sprane sa zida posude za rast mlazom hranljivog
medijuma za kultivaciju i dobro resuspendovane pomocu pipete i propipetora i dobijena
je suspenzija pojedinacnih ¢elija. Koncentracija ¢elija u ¢elijskoj suspenziji odredivana

je brojanjem pomoc¢u hemocitometra.

3.2.4.3. Odredivanje broja ¢elija pomocu hemocitometra, bojenjem tripan

plavim

Za brojanje celija u celijskoj suspenziji koris¢en je hemocitometar — Biirker
komora i manuelni broja¢ markiranih ¢elija. Za razlikovanje zivih i mrtvih Celija
upotrebljena je boja tripan plavo, koja ne prolazi kroz celijsku membranu ocuvanog
integriteta i boji samo mrtve ¢elije (Strober, 2001).

Uzorak suspenzije ¢elija od 100 uL pomesan je sa 100 pL gotovog rastvora boje
tripan plavo. Nakon 5 minuta delovanja boje, Biirker komora je napunjena ¢elijskom
suspenzijom pomocu mikropipete, prekrivena pokrovnim staklom i ¢elije su prebrojane
pod svetlosnim mikroskopom. Biirker komora je sacCinjena od dve komorice koje su
ugraviranim linijama podeljene na 9 velikih kvadratnih polja, Sirine 1 mm (Slika 3.4.).
Svaki kvadrat je podeljen na 16 malih kvadrata, Sirine 0,2 mm. Izmedu malih kvadrata

nalaze se duple linije, promera 0,05 mm, a dubina komore je 0,1 mm.
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Slika 3.4. Hemocitometar - Biirker komora za odredivanje broja ¢elija u suspenziji

U svakoj komorici su prebrojane celije u 25 malih kvadrata, Sto odgovara
zapremini 0,1 mL. Brojanjem su obuhvaéene ¢elije pozicionirane u unutrasnjosti polja,
kao i ¢elije na levoj i donjoj ugraviranoj liniji. [zracunata je srednja vrednost broja ¢elija
po komorici, u 0,1 mL ¢elijske suspenzije. Broj ¢elija po mililitru suspenzije racunat je

prema obrascu:

Broj ¢elija/ mL =n x 10* xR
Gde je: n — srednja vrednost broja celija u dve komorice u 0,1 mL; R — faktor
razblazenja u rastvoru za bojenje (R = 2).
Ovim postupkom odredivan je broj zivih (neobojene, prozracne celije), broj

mrtvih ¢elija (plavo obojene) i ukupan broj ¢elija u suspenziji.

3.2.5. Test citotoksi¢nosti

Citotoksic¢nost liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa ispitivana je na MRC-5, Hep-2
1 A549 ¢elijama, pra¢enjem prezivljavanja ¢elija nakon tretmana od 48 sati, u resazurin
mikrotitracionom UptiBlue™ testu (Simi¢ i sar., 2016). Jedinjenja rastvorena u DMSO
razredena su do najvece netoksi¢ne koncentracije ovog rastvaraca za navedene Celijske
linije (0,78%), pa su testirane koncentracije liganda do 336,5 uM, Pd(Il) kompleksa do
268 uM 1 Pt(IT) kompleksa do 155,2 uM. Kao pozitivne kontrole koriS¢eni su citostatici

cisplatina, karboplatina i oksaliplatina.
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Pripremljene su éelijske suspenzije koncentracije 1 x 10° ¢el/mL u hranljivom
medijumu za kultivaciju ¢elija sa 5-10% FBS i zasejane u mikrotitar ploce sa 96 bunara
sa ravnim dnom, 100 pL po bunaru. Plo¢e su inkubirane na 37°C, u atmosferi sa 5%
COs. Posle 24 h, kvalitet ¢elijskog monosloja je proveren na invertnom mikroskopu, a
hranljivi medijum za kultivaciju je uklonjen. Jedinjenja su serijski dvostruko razredena
u hranljivom medijumu za kultivaciju, preba¢ena (po 100 pL) u mikrotitar ploCe sa
¢elijskim kulturama i inkubacija je nastavljena narednih 48 h. U svakoj mikrotitar plo¢i
postavljene su 1 odgovarajue kontrole — kontrola ¢elija (éelije sa hranljivim
medijumom), kontrola medijuma (hranljivi medijum — blank) i kontrola rastvaraca
(dvostruka serijska razredenja rastvaraca DMSO u hranljivom medijumu). Nakon 48 h
inkubacije, mikrotitar plo¢e su dalje tretirane u UptiBlue™ testu, koji je opisan u
poglavlju 3.2.13.

Rezultati citotoksicnosti izrazeni su kao koncentracije koje smanjuju
prezivljavanje ispitivane kulture ¢elija za 50%, ICso. Ova vrednost je o€itana sa krive
prezivljavanja celija i prikazana kao srednja vrednost tri eksperimenta, sa 3-6 merenja.
Indeks selektivnosti (SI) prema kancerskim c¢elijama izracunat je kao odnos ICso

vrednosti zdrave i kancerske ¢elijske linije.

3.2.6. Proliferacija Celija i odredivanje vremena dupliranja populacije

Celija

Proliferacija ¢elija i vreme dupliranja populacije celija (eng. Population
Doubling Time, PDT) izlozenih razli¢itim koncentracijama jedinjenja, praceni su
eksperimentom kratkotrajne Sestodnevne proliferacije, a broj vijabilnih ¢elija odredivan
je metodom selektivnog bojenja tripan plavim.

Celijske suspenzije koncentracije 2 x 10* ¢el/mL, u hranljivom medijumu sa
10% FBS, zasejane su u 6 ploca za kultivaciju ¢elija sa 12 bunara (1,5 mL/bunaru) i
inkubirane na 37°C i 5% COs. Posle 5 h inkubacije, na invertnom mikroskopu je
proverena adhezija ¢elija za dno posude i1 hranljivi medijum je uklonjen. U ploce su
sipane razli¢ite koncentracije jedinjenja, pripremljene u hranljivom medijumu sa 10%
FBS 1 inkubacija je nastavljena narednih 6 dana. Na svaka 24 h uzorkovana je jedna
ploca, a ¢elijski monoslojevi u bunarima tripsinizirani. Nakon tripsinizacije, suspenzije

su obojene tripan plavim, ¢elije izbrojane na hemocitometru i odreden je broj Zivih, broj
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mrtvih i ukupan broj ¢elija u bunaru. Svaki eksperiment izveden je u duplikatu ili
triplikatu.

Testirane su koncentracije jedinjenja u okviru netoksi¢nih koncentracija < ICxo
(1,1-102 uM), a u zavisnosti od dobijenih rezultata i ¢elijske linije, testirane su i
koncentracije 1C20-1Cso (18,9-27,9 uM). U test su ukljucene odgovarajué¢e kontrole:
kontrola ¢elija (netretirane ¢elije) i kontrola rastvaraca (najveca koncentracija DMSO,
ekvivalentno najvecoj koncentraciji u rastvoru primenjenog jedinjenja), a kao pozitivne
kontrole koriS¢eni su citostatici cisplatina, karboplatina i oksaliplatina.

Rezultati proliferacije su izraZeni procentom proliferacije tretiranih celija u
odnosu na kontrolu ¢elija, a koncentracija koja je dovela do 50% inhibicije proliferacije
uzeta je kao znacajni efekat. Vrednosti PDT su ocitane u eksponencijalnoj fazi krive
rasta populacije (Slika 3.5.), kao vreme potrebno da se broj ¢elija udvostruci (Freshney,

2005).
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Slika 3.5. Kriva rasta populacije ¢elija i odredivanje PDT u eksponencijalnoj fazi.
Preuzeto sa izmenama (Freshney, 2005)
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3.2.7. Morfoloska analiza celijske smrti bojenjem Ccelija rastvorom

akridin oranZz/etidijum bromid (AO/EB)

Za analizu tipa Celijske smrti A549 ¢elija, primenjeno je dvostruko bojenje ¢celija
rastvorom akridin oranZ/etidijum bromid (AO/EB). Celije su tretirane ICso
koncentracijom liganda koja je dobijena u testu citotoksi¢nosti.

Pripremljena je suspenzija A549 ¢elija u hranljivom medijumu sa 10% FBS
koncentracije 1 x 10° ¢el/mL, koja je zasejana u ploce sa 6 bunara (3 mL/bunaru). Ploge
sa celijama su inkubirane 24 Casa na tempreraturi 37°C, u atmosferi sa 5% COa..
Medijum za kultivaciju ¢elija je uklonjen iz bunara, ¢elije su zatim isprane rastvorom
DPBS. Pripremljena je ICso koncentracija liganda (168,3 pM) u hranljivom medijumu
za kultivaciju ¢elija koja je sipana u bunare i inkubacija je nastavljena narednih 48 h.
Tokom inkubacije, ¢elije su opservirane pomocu invertnog mikroskopa sa faznim
kontrastom 1 nacinjene su reprezentativne fotomikrografije ¢elijskog monosloja. Posle
48 h Celije su tripsinizirane i u uzorak od 20 pL celijske suspenzije dodato je 2 pL
AO/EB rastvora. Obojene ¢elije su analizirane na fluorescentnom mikroskopu (Leica),
na 400 x uvelicanju i fotografisane u roku od 30 minuta, pre nego $to je fluorescencija
pocela da slabi. Na osnovu emisije fluorescencije, integriteta Celijske membrane i
morfoloskih karakteristika hromatina u obojenim nukleusima, celije su razlikovane

prema opisu Baski¢ i sar. (2006) i Syed Abdul Rahman i sar. (2013).

3.2.8. Ispitivanje uticaja na migratorni potencijal celija in vitro

(Wound healing ili Scratch assay)

Uticaj liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa na migratorni potencijal MRC-5, Hep-2
1 A549 celija ispitan je u Wound healing ili Scratch assay-u (Liang i sar., 2007) kojim je
praceno ,,zarastanja rane* u konfluentnom ¢elijskom monosloju.

Pripremljena je ¢elijska suspenzija koncentracije 1 x 10° ¢el/mL, u medijumu za
kultivaciju ¢elija sa dodatkom 10% FBS. Celijska suspenzija je zasejana u ploce sa 6
bunara (3 mL/bunaru), a plo¢e su inkubirane na 37°C, sa 5% CO;, do formiranja
konfluentnog monosloja. 1z plo¢a je uklonjen medijum, a zatim je vrhom sterilnog

nastavka za mikropipetu (p200) kroz ¢elijski monosloj povucena prava linija i nacinjen
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prorez, tako da su u bunarima formirane prazne zone konstantne Sirine, ovicene
konfluentnim ¢elijskim monoslojem. Monosloj je ispran rastvorom DPBS. Pripremljene
su koncentracije ICzo u hranljivom medijumu bez dodatka FBS (,,serum-free* medijum)
kako bi se izbegla dalja proliferacija ¢elija. U test je ukljucena i negativna kontrola
(netretirane celije), a kao pozitivna kontrola posluzila je cisplatina. Neposredno posle
formiranja proreza u ¢elijskom monosloju, kao i posle 24 h i 48 h inkubacije, ¢elije su
fotografisane digitalnim fotoaparatom povezanim sa invertnim mikroskopom sa faznim
kontrastom, a vidno polje je obuhvatalo napravljeni prorez i njegovu okolinu. Tokom
eksperimenta, u cilju $to preciznije komparacije, fotografisana su uvek ista vidna polja
za odgovarajuéi tretman. Ispitivanje je izvedeno u triplikatu, a u svakom eksperimentu
procenjena je migracija Celija u tri vidna polja. Rezultati su prikazani serijom
reprezentativnih fotomikrografija i izraZzeni procentima migracije celija, odnosno

procentima ,,zarastanja rane*.

3.2.9. Ispitivanje genotoksi¢nosti komet testom

Genotoksi¢nost je ispitivana komet testom, a primenjena je alkalna verzija testa
prema protokolu Singh i sar. (1988).

Pripremljene su ¢elijske suspenzije koncentracije 1 x 10° ¢el/mL u hranljivom
medijumu za kultivaciju. Celije su zasejane u plo¢e sa 12 bunara koje su inkubirane na
37°C, u atmoseferi obogacenoj sa 5% CO». Nakon 24 h rasta c¢elijske kulture, uklonjen
je medijum i ¢elije su isprane rastvorom DPBS. Za tretman ¢elija u komet testu izabrane
su subtoksi¢ne i1 netoksi¢ne koncentracije jedinjenja sa prezivljavanjem ¢elija ve¢im od
40%. Pripremljene koncentracije jedinjenja u hranljivom medijumu za kultivaciju,
sipane su u bunare sa ¢elijskim monoslojem 1 ploc¢e su inkubirane 48 h, na 37°C, u
atmosferi obogacenoj sa 5% COs. Sa ¢elijskog monosloja je uklonjen medijum za
kultivaciju, celije su isprane rastvorom DPBS, tripsinizirane i dobijene su suspenzije
pojedinacnih ¢elija. Kao pozitivna kontrola u komet testu koriS¢ena je cisplatina. Kao
kontrole u test su ukljucene i1 kontrola ¢elija i kontrola rastvarata (DMSO).

Sve manipulacije na pojedinacnim ¢elijama u postupku komet testa obavljene su
pod zutim osvetljenjem. Prethodno ocis¢ene (odmascene) mikroskopske plocice

potopljene su u 1% rastvor agaroze normalne tacke topljenja (eng. - Normal Melting
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Point - NMP) i osusene na sobnoj temperaturi 24 h. Na plocice je potom, na dva mesta,
naneseno po 80 puL 1% NMP agaroze, koja je prekrivena pokrovnim staklom, kako bi se
agaroza ravnomerno rasporedila po plocici. PloCice su temperirane 5 min na 4°C, kako
bi se agaroza stegla. Od pripremljene suspenzije ¢elija, 30 uL. je pomeSano sa 70 pL
agaroze niske tacke topljenja (eng. — Low Melting Point - LMP). Potom su pokrovna
stakla uklonjena i na plo€ice je naneSeno 70 pL 1% LMP agaroze sa ¢elijama. Da bi se
agaroza ravnomerno rasporedila, agaroza je prekrivena pokrovnim staklom. Plocice su
ponovo temperirane 5 min na 4°C. Nakon skidanja pokrovnih stakala, plocice su 1 h
stajale potopljene u rashladeni rastvor za lizu. Plo€ice su zatim smestene u kadicu za
elektroforezu i prelivene hladnim rastvorom za denaturaciju i elektroforezu. Plocice su
inkubirane 20 min na 4°C, bez struje u cilju denaturacije DNK. U sledec¢oj fazi izvrSena
je elektroforeza (0,5 - 0,75 V/cm, 300 mA) u trajanju od 20 min, u istom rastvoru koji je
koriS¢en za denaturaciju. Nakon elektroforeze, ploCice su prebacene na 15 min u hladan
rastvor za neutralizaciju. Fiksacija ¢elija je izvrSena u hladnom metanolu u trajanju 15
min. Nakon fiksacije, plo¢ice su osuSene 24 h u mraku na 4°C. Fiksirane plo¢ice su do
analize Cuvane u klasteru. Neposredno pre analize, plocice su potopljene u hladnu
destilovanu vodu 15 min kako bi se agaroza rehidrirala. Pre ocitavanja kometa, gelovi
su obojeni, nanoSenjem 20 pL rastvora akridin-orandz (AO), koncentracije 2 pg/mL, i
prekriveni pokrovnim staklom. Ploc¢ice su analizirane na fluorescentnom mikroskopu
(Leica, DMLS). Na svakoj plo¢ici analiziran je uzorak veli¢ine 50 kometa.

Za analizu veli¢ine oSteCenja DNK celija koriS¢en se softver Comet IV
Computer Software (Perceptive Instruments, UK), koji automatski prepoznaje nivo

ostecenja. Nivo oSte¢enja DNK u ovom radu pracen je preko parametara TI.

3.2.10. Odredivanje titra virusa referentnog standarda PV1

Titar referentnog standarda PV1 odreden je neposredno posle neutralizacije PV2
i PV3. Titar PV1 odreden je mikrotitracionom metodom, pra¢enjem CPE na Hep-2
éelijskoj kulturi (WHO, 2004). Celijska suspenzija koncentracije 1 x 10° ¢el/mL u
hranljivom medijumu za kultivaciju ¢elija, zasejana je u mikrotitar ploce sa 96 bunara
koje su inkubirane 24 h, na 37°C, u atmosferi obogacenoj sa 5% COs. Posle 24 casa

kultivacije ¢elija i formiranja konfluentnog monosloja, hranljivi medijum je uklonjen i
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éelije su isprane rastvorom DPBS. Od 1 mL stoka virusne suspenzije 107 referentnog
standarda PV1 pripremljena su razredenja od 10> do 107, na 0,5 logio, u hranljivom
medijumu za odrzavanje ¢elija. U 10 bunara mikrotitar ploc¢a sa ¢elijskim monoslojem
uneto je po 100 pL razredenja od 103 do 107. U mikrotitar plo¢e postavljene su i
odgovarajuc¢e kontrole: kontrola celija (éelije sa hranljivim medijumom) i kontrola
hranljivog medijuma. Inokulisana ¢elijska kultura je inkubirana na 37°C i 5% COx.
Posle 7 dana, u svakom bunaru je procenjeno prisustvo/odsustvo CPE, na invertnom
mikroskopu. Prilikom opservacije mikrotitar plo¢a, ukoliko je ¢elijski monosloj ostecen,
a ¢elije promenjene morfologije — sitne, zaokrugljene ili plivaju¢e, CPE je okarakterisan
kao pozitivan. Ako je ¢elijski monosloj neostecen, a ¢elija normalne morfologije, CPE

je procenjen kao negativan. Titar PV1 je izraCunat Kirber-ovom formulom:

log TCIDs0/0,1 mL =L —d (S-0,5)

gde je: L — log najmanjeg razredenja u testu (-3,5), d — razlika izmedu log razredenja
(0,5 log), S — ukupan broj pozitivnih CPE u plo¢i/ broj bunara po razredenju.

Titar PV1 izrazen je bojem TCIDso/mL (eng. Tissue Culture Infections Dose 50)
koji odgovara najvecem razblazenju virusne suspenzije koje izaziva pojavu CPE u 50%

inokulisanih ¢elijskih kultura.

3.2.11. Priprema virusne suspenzije PV1

Neposredno pre upotrebe u eksperimentima antivirusne aktivnosti, kriotuba sa
stok suspenzijom referentnog standarda PV1 (razredenje 10°) odmrznuta je na sobnoj
temperaturi 1 razredena do koncentracije 100 TCIDso/mL, u hranljivom medijumu za

odrzavanje ¢elija. Finalna suspenzija PV1 je meSana 5 minuta na magnetnoj mesalici.
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3.2.12. Ispitivanje antivirusne aktivnosti pracenjem citopatogenog

efekta

Antivirusna aktivnost liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa ispitivana je na PV1-
Hep-2 model-sistemu, pra¢enjem CPE nastalog aktivnos$¢u virusa (Ferreira i sar., 1979).
Za kvantifikaciju CPE upotrebljen je UptiBlue™ test (Simi¢ i sar., 2016).

Celijska suspenzija koncentracije 1 x 10° ¢el/mL, pripremljena u medijumu za
kultivaciju ¢elija, zasejana je u mikrotitar ploce sa 96 bunara (100 uL/bunaru). Plo¢e su
zatim inkubirane 24 h na 37°C, u atmosferi obogacenoj sa 5% CO2, do formiranja
konfluentnog monosloja. Pripremljena su dvostruka serijska razredenja jedinjenja <
IC20, u 100 pL hranljivog medijuma za odrzavanje ¢elija, pocev od 19 uM liganda, 8,24
uM Pd(IT) kompleksa i 17 uM Pt(II) kompleksa, serijskim prebacivanjem 100 pL
razredenja iz jednog u drugi bunar. Koncentracije ICy dobijene su u testu
citotoksi¢nosti na Hep-2 celijama. Kao pozitivna kontrola antivirusne aktivnosti
koris¢en je interferon a-2a do koncentracije 400 IU/mL. Odsustvo citotoksi¢nosti
interferona o-2a na Hep-2 ¢elijama prethodno je potvrdeno je pri koncentracijama <
1000 TU/mL. U test su ukljucene odgovarajuc¢e kontrole: kontrola celija (netretirane
¢elije), kotrola rastvaraca (éelije sa dvostrukom serijskim razredenjima DMSO, pocev
od 0,1%, Sto odgovara koncentraciji u najmanjem razredenju test jedinjenja), kontrola
infektivnosti virusa (¢elije sa virusnom suspenzijom) i kontrola medijuma (hranljivi
medijum za odrzavanje ¢elija). Celije su izloZene delovanju supstanci u dve vrste
tretmana: tretman pre i tretman posle infekcije virusom PV1 (Smidling i sar., 2008;
Enan isar., 2012).

U tretmanu pre infekcije Hep-2 ¢elija virusom, u ploce sa ¢elijskim monoslojem
dodate su razlicite koncentracije jedinjenja i odgovaraju¢e kontrole, a ploce su
inkubirane 5 h na 37°C u atmosferi sa 5% CO». Jedinjenja su zatim uklonjena, ¢elijski
monosloj je ispran sa 100 pL rastvora DPBS i u bunare je sipana suspenzija virusa PV1
(100 pL/bunaru) koncentracije 100 TCIDso/mL.

U tretmanu posle infekcije, Hep-2 ¢elijski monosloj prvobitno je inkubiran sa
PV1 suspenzijom (100 pL koncentracije 100 TCIDso/mL), 90 minuta na 37°C u

atmosferi sa 5% CO». Virusna suspenzija je zatim uklonjena i ¢elijski monosloj je ispran
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rastvorom DPBS (100 pL). Zatim je 100 pL razli¢itih koncentracija jedinjenja i
odgovarajuc¢ih kontrola dodato u bunare sa ¢elijskim monoslojem.

Nakon 7 dana inkubacije plo¢a, pomoc¢u invertnog mikroskopa provereno je
prisustvo 100% CPE u kontroli infektivnosti virusa, a zatim je primenjen UptiBlue™
test, prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.13.

Rezultati prezivljavanja Hep-2 ¢éelija u UptiBlue™ testu, prikazani su krivom
redukcije CPE i ocitane su vrednosti ECso (eng. Effective Concentration 50). Vrednosti
ECso su definisane kao koncentracije jedinjenja koje inhibiraju 50% virusne aktivnosti,
odnosno redukuju 50% CPE. Antivirusna aktivnost je izrazena terapeutskim indeksom
(THI — eng. Therapeutic Index), koji odgovara relativnoj efikasnosti jedinjenja u
inhibiciji virusne aktivnosti u poredenju sa njegovom citotoksi¢noscu (ICso/ECso)
(FDA, 2006). Ukoliko nije bilo moguce ocitati ECso 1 izracunati THI, antivirusni efekat

izrazen je procentom redukcije CPE.

3.2.13. UptiBlue™ test

U eksperimentima citotoksi¢nosti i antivirusne aktivnosti pomoé¢u UptiBlue™
testa odredivan je stepen prezivljavanja Celija tretiranih citotoksi¢nim ili citopatogenim
agensom, pomocu resazurina UptiBlue™ (Simi¢ i sar., 2016). Nakon tretmana éelija, iz
mikrotitar ploca uklonjen je hranljivi medijum. U bunare je sipano 100 pL rastvora
DPBS i monosloj je ispran pomo¢u multikanalne mikropipete, s posebnom paznjom da
se ¢elijski monosloj ne osteti. Posle ispiranja, rastvor DPBS je uklonjen. Pripremljeno je
razblaZenje reagensa UptiBlue™ 1/10, u hranljivom medijumu za kultivaciju éelija,
koje je dodato u sve bunare mikrotitar plo¢a (po 100 pL), izuzev u blank i ploce su
inkubirane 3 h, na 37°C u atmosferi obogacenoj sa 5% CO,. Posle inkubacije,
spektrofotometrijski je izmeren intenzitet boja resazurina i rezorufina, merenjem
apsorbancija na 540 nm i 600 nm, na ELISA ¢itacu Thermo Labsystems Multiscan
Acsent. Na osnovu izmerenih apsorbancija, izraunat je procenat prezivljavanja celija,

prema sledecoj formuli:
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(eox)i2An1 - (Eox)n1An2  test jedinjenja
P (%)= _ x 100
(€0x)12A%1 - (gox)n1 A% kontrole éelija

Gde je:

P — prezivljavanje ¢elija,

Ax1 — apsorbancija razredenja test jedinjenja na 570 nm,

A2 — apsorbancija razredenja test jedinjenja na 600 nm,

A%, — apsorbancija kontrole ¢elija na 570 nm,

A%, — apsorbancija kontrole ¢elija na 600 nm,

(gox)n1 — koeficijent molarne ekstinkcije za oksidovanu formu UptiBlue™ na 570 nm
(80,856),

(gox)i2 - koeficijent molarne ekstinkcije za oksidovanu formu UptiBlue™ na 600 nm

(117,216).

UptiBlue™ test je u ovom radu upotrebljen i u ispitivanjima antimikrobne
aktivnosti, za detekciju rasta mikroorganizama. Nakon inkubacije jedinjenja sa
odgovarajuéim mikroorganizmima, u mikrotitar plo¢e je sipan reagens UptiBlue™ do
finalne koncentracije 6,7% (13,4 uL nerazblazenog reagensa po bunaru). Posle 15 min
inkubacije na sobnoj temperaturi za referentne sojeve i 24 h inkubacije na 37°C za M.
bovis, na osnovu boje suspenzije u bunarima mikrotitar ploca izvrSena je detekcija rasta
mikroorganizama. Plava boja suspenzije ukazivala je na odsustvo rasta, dok je crvena

boja suspenzije ukazivala na prisustvo rasta mikroorganizama.

3.2.14. Statisticke analize

StatistiCka analiza rezultata u testovima ispitivanja PDT, migracije ¢elija u
Wound healing ili Scratch testu i redukcije CPE u ispitivanju antivirusne aktivnosti
izvrSena je pomocu softverskog alata Excel (Microsoft Office 2007, Cambridge Soft,
SAD). Za statisticku analizu znacajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih u
tretmanima 1 u kontroli, primenjen je Studentov #-test, a vrednost parametra p < 0,05

smatrana je statisticki znacajnom.
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Statisticka analiza rezultata komet testa izvrSena je u programu Statistica 6.0
Software (StatSoft, Inc.). Pomo¢u Kolmogorov-Smirnov testa, proveravano je da li
rezultati komet testa imaju normalnu raspodelu. Razlika izmedu grupa testirana je
primenom neparametrijskog Mann Whitney U-testa sa nivoom znacajnosti p < 0,05.

Za obradu rezultata titra PV1 i analizu validnosti testa koris¢en je program za
statisticku analizu bioloskih dilucionih testova — CombiStats (EDQM, 2009). Analiza
rezultata uradena je u skladu sa zahtevima poglavlja 5.3 Evropske farmakopeje (Council

of Europe, 2013).
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4. REZULTATI

4.1. Antimikrobna aktivnost liganda i njegovih Pd({I) i Pt(II)
kompleksa

Antimikrobna aktivnost liganda, Pd(IT) kompleksa i Pt(I) kompleksa pracena je
mikrotitracionom metodom kori$¢enjem UptiBlue™ test na bazi resazurina.
Antibakterijski efekat je pracen na grampozitivnim bakterijama: Staphylococcus aureus
ATCC6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 1 Mycobacterium bovis BCG Bacillus
Calmette-Guérin 1 gramnegativnim bakterijama: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia coli ATCC 10536 i Salmonella abony NCTC 6017. U testu su koriSéeni
referentni antibiotici — oksitetraciklin (OTC), enrofloksacin (EFX) i streptomicin
(STM). Antifungalna aktivnost praéena je na Candida albicans ATCC 10231, a kao
referentni antimikotik upotrebljen je klotrimazol (CLT).

Antimikrobna aktivnost liganda, Pd(II) i Pt(Il) kompleksa ispitana je u opsegu
0,6-5 uM u zavisnosti od mikroorganizma. Na osnovu porasta mikroorganizama pri
razliitim koncentracijama test jedinjenja, odredene su MIC i MBC/MFC. Dobijene
vrednosti MIC 1 MBC/MFC liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa na odabranim sojevima

mikroorganizama date su u tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 1 minimalne
baktericidne/fungicidne koncentracije (MBC/MBF) liganda, Pd(IT) i Pt(I[) kompleksa
na odabranim mikroorganizmima

MIC i MBC/MFC (uM)

. AB/AM Ligand Pd(IT) kompleks Pt(IT) kompleks
> MIC/MBC/MEC | MIC 1\16[];%/ MIC 1\16[];8/ MIC 1\1\/51113:%/
ifzé”cezsm orc | <786 | 3162 | >4000 | 656,7 | >4000 | 8662 | 1734,5
i‘fglétiéig33 orc | <786 | 6345 | 12671 | 3284 | 3284 | 2176 | 433,

P. aeruginosa

ATCC 9027 EFX <10,9 >5000 >5000 | >5000 [ >5000 | >5000 >5000

E. coli

ATCC 10536 | EFX <10,9 >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | 598.2 >5000

S. abony

NCTC 6017 OTC <7,86 2536,3 >5000 | >5000 | >5000 634,5 >5000

M. bovis

BCG STM 0,32/0,78 77,1 77,1 >1072 | >1072 | >620,8 | >620,8

C. albicans
ATCC 10231

AB — antibiotik, AM — antimikotik

CLT <11,3 >5000 >5000 | 1890,7 | 1890,7 | 2496,8 | >4000

Antibiotik oksitetraciklin inhibirao je rast S. aureus, B. subtilis i S. abony, a MIC
1 MBC bile su < 7,86 uM. Inhibicija rasta P. aeruginosa i E. coli potvrdena je dejstvom
antibiotika enrofloksacina (MIC i MBC < 10,9 uM). Za potvrdu antimikrobnog dejstva
na M. bovis koriSéen je antibiotik streptomicin, pri ¢emu je MIC = 0,32 uM, a MBC =
0,78 uM. MIC i MFC antimikotika klotrimazola na rast C. albicans dobijene su na <
11,3 uM.

Ligand je ispoljio najvecu antimikrobnu aktivnost na M. bovis, sa MIC i MBC
na 77,1 uM. Antibakterijsko dejstvo liganda detektovano je kod S. aureus (MIC/MBC
316,2 / > 4000 uM), B. subtilis (MIC/MBC 634,5/1267,1 uM) i S. abony (MIC 2536,3
uM). U okviru testiranih koncentracija liganda nije detektovano antimikrobno dejstvo
na P. aeruginosa, E. coli i C. albicans, niti baktericidno dejstvo na S. abony.

Najveca antibakterijska aktivnost Pd(II) kompleksa dobijena je na B. subtilis gde
su MIC i MBC iznosile 328,4 uM. Kod S. aureus MIC je bio na 656,7 uM, a MBC na 4
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mM. U opsegu testiranih koncentracija antibakterijski efekat nije detektovan kod P.
aeruginosa, E. coli, S. abony 1 M. bovis. Antifungalno i fungicidno dejstvo kod C.
albicans detektovano je na koncentraciji 1,9 mM.

Antimikrobna aktivnost kompleksa Pt(II) utvrdena je na S. aureus (MIC/MBC
866,2/1734,5 uM), B. subtilis, (MIC/MBC 217,6/433,1 uM), E. coli (MIC 598,2 uM),
M. bovis > 620,8 uM.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa utvrdeno
je da su sve vrednosti MIC i MBC/MFC vecée od vrednosti referentnih antibiotika 1
antimikotika, Sto ukazuje na manji antimikrobni potencijal testiranih jedinjenja.

Antimikrobno dejstvo tumaceno je na osnovu parametara aktivnosti MIC i
MBC/MFC, prema Crevelin i sar. (2015), kao snazno (0-100 uM), umereno (100-500
uM) ili slabo (500-1000 uM). Intenzitet antimikrobne aktivnosti varirao je u zavisnosti
od vrste mikroorganizma i koncentracije ispitivanog jedinjenja. Snaznu bakteriostatiCku
1 baktericidnu aktivnost ligand je pokazao na M. bovis, umereno bakteriostaticko dejstvo
na S. aureus i slabo na B. subtilis. Kompleksi Pd(IT) i Pt(II) pokazali su umereno
bakteriostaticko dejstvo na B. subtilis i slabo na S. aureus, kao i umerenu baktericidno
dejstvo na B. subtilis. Kompleks Pt(II) ostvario je slabo bakteriostaticko dejstvo prema
gramnegativnim bakterijama E. coli i S. abony. Ligand, Pd(II) i Pt(II) kompleks nisu

pokazali aktivnost na gljivici C. albicans.

4.2. Citotoksi¢nost liganda i njegovih Pd(II) i Pt(II) kompleksa na
celijskim linijama MRC-5, Hep-2 i A549

Citotoksi¢nost liganda, Pd(IT) i Pd(II) kompleksa ispitana je na zdravim ¢elijama
pluéa MRC-5, epitelnim ¢elijama humanog karcinoma larinksa Hep-2 i na ¢elijama
humanog adenokarcinoma pluc¢a A549. Supstance su rastvarane u DMSO i razredene do
najvece netoksi¢ne koncentracije ovog rastvara¢a za navedene Celijske linije (0,78%),
pa su testirane koncentracije liganda do 336,5 uM, Pd(I) kompleksa do 268 uM i Pt(II)
kompleksa do 155,2 uM. Kao pozitivne kontrole koriS¢eni su citostatici koji sadrze
platinu — cisplatina, karboplatina i oksaliplatina. Odredivanje broja prezivelih celija
praéeno je nakon tretmana od 48 sati, u resazurin mikrotitracionom UptiBlue™ testu.

Rezultati citotoksicnosti izraZzeni su kao koncentracije koje smanjuju prezivljavanje
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ispitivane kulture celija za 50% ICso 1 koje su ocitane sa krive prezivljavanja.
Eksperimenti su radeni u triplikatu i ponavljani tri puta.

Efekti razlicitih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa i cistostatika —
cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na prezivljavanje MRC-5, Hep-2 1 A549 ¢elija
prikazani su u tabelama 4.2., 4.4. 1 4.6. i slikama 4.1.- 4.3., a ICso vrednosti date su u

tabelama 4.3., 4.5.14.7.

Tabela 4.2. Efekat razlicitih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i
cistostatika — cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na prezivljavanje MRC-5 ¢elija.

MRC-5
Ligand Pd(IT) kompleks Pt(II) kompleks
Konc. (uM) | Prezivlj. (%) | Konc. (uM) | Prezivlj. (%) | Kone. (uM) | Prezivlj. (%)
336,50 1,31 +£0,88 268 80,41 + 3,20 155,20 15,41 £4,06
168,30 21,43 + 2,66 134 84,33 + 3,54 77,50 79,17 + 2,98
84,10 69,78 + 3,51 67 87,43 +3,19 38,75 77,38 £ 2,50
42,10 76,97 + 3,80 33,50 87,88 £ 2,89 19,38 95,57 £2,12
21,00 78,46 + 3,62 16,75 91,06 + 2,81 9,69 82,99 + 2,86
10,50 91,48 + 3,55 8,24 92,77 + 3,61 4,84 90,94 + 3,93
Cisplatina Karboplatina Oksaliplatina
Konc. (uM) | Prezivlj. (%) | Konc. (uM) | Prezivlj. (%) | Konc. (uM) | Prezivlj. (%)
52 0,62 £ 0,40 168 28,74 £2,21 157 8,87+ 1,79
26 7,70 £2,26 84 73,68 + 4,50 78,5 13,11 £2,56
13 21,53+ 1,76 42 78,24 + 4,73 39,3 18,57 + 1,61
6.5 63,13 + 6,05 21 92,28 + 4,29 19,6 40,14 +4,80
3.3 63,03 + 4,63 10,5 88,38 £ 4,10 9,8 57,34 £ 5,60
1,6 87,47 +4,71 5,25 91,88 + 4,35 4,9 67,50 + 6,58
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Slika 4.1. Citotoksi¢ni efekat liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i cistostatika —
cisplatine, karboplatine i oksaliplatine i krive prezivljavanja MRC-5 ¢elija

Tabela 4.3. ICso vrednosti liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa i cisplatine, karboplatine
oksaliplatine na MRC-5 ¢elijskoj liniji.

MRC-5 ICs0+ SE (uM)

Ligand 114,07 £ 5,11 Cisplatina 12,50 £ 1,74
Pd(IT) kompleks >268 Karboplatina 125,92 + 3,33
Pt(I1) kompleks 111,30 £ 2,72 Oksaliplatina 16,13 £ 0,42

—

U tabeli 4.3. prikazane su vrednosti ICso liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa i

cisplatine, karboplatine i1 oksaliplatine na MRC-5 ¢eliskoj liniji. Vrednosti ICso

pokazuju slicnu citotoksi¢nost liganda i Pt(Il) kompleksa (ICsorig = 114,07 = 5,11 uM i

ICsoptany = 111,30 £ 2,72 uM). Pd(II) kompleks nije citotoksican, sa prezivljavanjem

¢elija ve¢im od 80% (Tabela 4.2., Slika 4.1.). Vrednost ICs za cisplatinu utvrdena je

pri koncentraciji 12,50 + 1,74 uM, a oksaliplatina je nesto manje citotoksi¢na, sa ICso na

16,13 £ 0,42 uM. Najmanja citotoksi¢na aktivnost dobijena je za karboplatinu (ICso =

125,92 + 3,33 uM).
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Tabela 4.4. Efekat razlicitih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i
cistostatika — cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na prezivljavanje Hep-2 ¢elija.

Hep-2
Ligand Pd(IT) kompleks Pt(IT) kompleks
1((:&(:) Prezivlj. (%) 1((:&(:) Prezivlj. (%) 1((:&(:) Prezivlj. (%)
336,50 0 268 0 155,20 0
168,30 0 134 3,90 = 1,00 77,50 0
84,10 10,78 £9,33 67 57,63 £ 2,53 38,75 38,37 £+ 8,80
42,10 23,28 £6,74 33,50 63,50 £ 6,17 19,38 78,55 £ 1,94
21 78,50 £ 6,92 16,75 68,73 £ 10,60 9,69 85,60 + 2,14
10,50 96,85 +2,73 8,24 76,00 + 5,28 4,84 97,78 +£2,23
Cisplatina Karboplatina Oksaliplatina
1((:&(:) Prezivlj. (%) 1((:&(:) Prezivlj. (%) 1((:&(:) Prezivlj. (%)
52 0 168 0 157 0
26 0 84 3,18+ 1,90 78,5 9,08 + 2,82
13 20,72 £ 3,66 42 64,50 + 5,03 39,3 8,07 3,25
6,5 88,13 £ 6,02 21 87,58 + 7,67 19,6 71,83 £ 6,95
3,3 79,20 £ 7,15 10,5 94,38 £ 1,98 9,8 92,73 £3,72
1,6 81,78 +£4,54 5,25 99,30 + 0,70 4,9 96,60 + 1,79
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Slika 4.2. Citotoksi¢ni efekat liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i cistostatika —
cisplatine, karboplatine i oksaliplatine i krive prezivljavanja Hep-2 Celija

Tabela 4.5. ICso vrednosti liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa i cisplatine, karboplatine i
oksaliplatine na Hep-2 ¢elijskoj liniji

Hep-2 ICso+ SE (uM)

Ligand 28,45+ 1,74 Cisplatina 9,68 + 0,31
Pd(IT) kompleks 73,53 £ 1,99 Karboplatina 50,98 +£2,57
Pt(IT) kompleks 31,88 £2,97 Oksaliplatina 32,75 £5,00

U tabeli 4.5. prikazane su vrednosti ICso liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa i
cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na Hep-2 ¢eliskoj liniji. Tumorska ¢elijska linija
Hep-2 osetljiva je na sva testirana jedinjenja. Vrednosti ICso liganda (28,45 + 1,74 uM)
i Pt(Il) kompleksa (31,88 + 2,97 uM) pokazuju slicnu citotoksi¢énu aktivnost
oksaliplatini (ICso = 32,75 = 5 uM). Za Pd(Il) kompleks dobijena je ICso na 73,53 +
1,99 uM, a za karboplatinu na 50,98 = 2,57 uM. Najvecu citototoksi¢nu aktivnost
pokazala je cisplatina sa ICso na 9,68 + 0,31 uM.
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Tabela 4.6. Efekat razlicitih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i
cistostatika — cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na prezivljavanje A549 celija

A549
Ligand Pd(IT) kompleks Pt(IT) kompleks
1((:&(:) Preziv. (%) 1((:&(:) Prezivi. (%) 1((:&(:) Preziv. (%)
336,50 13,9+ 5,12 268 95,20 + 5,90 155,20 92,40 +2,68
168,30 50,00 + 3,75 134 89,30 + 6,94 77,50 87,20 + 2,08
84,10 66,80 £ 2,81 67 88,40 + 9,87 38,75 87,60 + 2,23
42,10 71,10 £2,41 33,50 91,30 + 6,13 19,38 85,10 £2,26
21 82,40 + 2,85 16,75 91,70 + 6,87 9,69 89,60 + 2,90
10,50 93,60 £ 2,41 8,38 97,40 + 4,83 4,84 98,80 + 0,78
5,25 98,30 + 1,50 4,19 98,50 + 4,28 2,42 99,50 + 0,53
2,63 100 2,10 99,91 +£ 0,27 1,21 99,70 + 0,28
Cisplatina Karboplatina Oksaliplatina

1((:&(:) Prezivlj. (%) 1((:&(:) Prezivlj. (%) 1((:&(:) Prezivlj. (%)
416 4,30 + 2,17 672 3,70 £ 1,02 628 420+2,18
208 4,80 £ 2,40 336 32,70 £ 4,11 314 3,70 + 1,86
104 6,80 + 3,47 168 69,40 + 3,12 157 2,00 + 1,19
52 33,10 £ 2,77 84 82,10 + 4,20 78,50 13,80 £2,91
26 71,90 + 3,30 42 87,80 + 2,40 39,25 54,20 £ 3,52
13 93,60 + 1,80 21 96,50 + 1,52 19,63 72,60 + 3,20
6,50 98,80 + 0,71 10,50 99,80 + 0,20 6,81 89,80 + 2,90
3,25 100 5,25 100 4,91 96,70 + 1,46
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Slika 4.3. Citotoksi¢ni efekat liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i cistostatika —
cisplatine, karboplatine i oksaliplatine i krive prezivljavanja A549 Celija

Tabela 4.7. ICso vrednosti liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa i cisplatine, karboplatine i
oksaliplatine na A549 ¢elijskoj liniji

A549 ICs0+ SE (uM)
Ligand 165,90 £ 17,60 Cisplatina 40,00 + 1,40
Pd(IT) kompleks >268 Karboplatina 256,10 + 14,00
Pt(IT) kompleks >155,20 Oksaliplatina 42,60 + 2,50

U tabeli 4.7. prikazane su vrednosti ICso liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i
cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na A549 celiskoj liniji. Vrednost I1Cso liganda
dobijena je pri koncentraciji 165,9 = 17,6 pM. Kompleksi Pd(Il) i Pt(I[) nisu
citotoksi¢ni, sa prezivljavanjem celija ve¢im od 85% (Tabela 4.6.). Cisplatina (ICso =
40 £ 1,4 uM) 1 oksaliplatina (ICso = 42,6 £ 2,5 uM) postigle su sli¢nu citotoksi¢nu
aktivnost, dok je karboplatina najslabije citotoksi¢na (ICso = 256,1 £+ 14,0 uM).
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4.2.1. Selektivna toksi¢nost prema kancerskim ¢elijama Hep-2 i A549

Na osnovu vrednosti ICso, izraCunati su indeksi selektivnosti, koji pokazuju da
li se testirane Celijske linije razlikuju u afinitetu prema ispitanom jedinjenju i da li se
ispoljava selektivna toksicnost prema kancerskim celijama. SI predstavlja odnos
koncentracije koja smanjuje prezivljavanje celija zdrave celijske linije za 50% i
koncentracije koja smanjuje prezivljavanje Celija kancerske celijske linije za 50%.
Jedinjenja sa vrednostima SI > 2 selektivno su toksic¢na, a sa vrednostima SI > 3, visoko
selektivno toksicna (Bézivin i sar., 2003; Prayong i sar., 2008; Badisa i sar., 2009;
Eldahshan i sar., 2013; Feng i sar., 2015). Vrednosti SI liganda, Pd(IT) kompleksa i
Pt(I1) kompleksa prikazane su u tabeli 4.8..

Tabela 4.8. Indeksi selektivnosti (SI) liganda, Pd(IT) i kompleks Pt(IT) kompleksa

Indeks selektivnosti (SI)

Celije MRC-5 / Hep-2 MRC-5/ A549
Ligand 4.0 0,7
Pd(IT) kompleks >3,6 1,0
Pt(IT) kompleks 3,5 <0,7

Zasencene su vrednosti SI > 2

Prema Hep-2 kancerskim ¢elijama dobijene su vrednosti SI: 4,0 za ligand, >3,6
za Pd(II) kompleks i 3,5 za Pt(I) kompleks. Izracunate su vrednosti SI prema
kancerskim ¢elijama A549: 0,7 za ligand, 1,0 za Pd(II) kompleks i < 0,7 za Pt(I)
kompleks. Na osnovu prikazanih rezultata, ligand, Pd(II) i Pt(II) kompleks ispoljavaju
visoko-selektivnu citotoksi¢nu aktivnost prema kancerskim c¢elijama Hep-2. Prema
¢elijama A549 ligand, Pd(II) i Pt(II)kompleks nisu selektivno toksi¢ni.

Vrednosti SI citostatika — cisplatine, karboplatine i oksaliplatine prikazane su u

tabeli 4.9.
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Tabela 4.9. Indeksi selektivnosti (SI) cisplatine, karboplatine i oksaliplatine

Indeks selektivnosti (SI)
Celije MRC-5 / Hep-2 MRC-5 / A549
Cisplatina 1,3 0,3
Karboplatina 2,5 0,5
Oksaliplatina 0,5 0,4

Zasencene su vrednosti SI > 2

Dobijene su vrednosti SI prema Hep-2 kancerskim celijama: 1,3 za cisplatinu,
2,5 za karboplatinu i1 0,5 za oksaliplatinu. Vrednosti SI prema kancerskim ¢elijama
A549 iznose: 0,3 za cisplatinu, 0,5 za karboplatinu i 0,4 za oksaliplatinu. Na osnovu
vrednosti SI, karboplatina ispoljava selektivnu toksi¢nost prema kancerskim c¢elijama

Hep-2. Prema kancerskim ¢elijama A549 testirani citostatici nisu selektivno toksi¢ni.
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4.3. Efekat liganda i njegovih Pd(II) i Pt(I) kompleksa na
proliferaciju i vreme dupliranja populacije ¢elija MRC-5, Hep-2 i

AS549

Efekat liganda 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazona, njegovih
Pd(IT) i1 Pt(Il) kompleksa i referentnih citostatika na proliferaciju i vreme dupliranja
populacije celija pracen je eksperimentom kratkotrajne Sestodnevne proliferacije na
MRC-5, Hep-2 i A549 Celijama. Za ovaj eksperiment su koriS¢ene Celijske suspenzije
male koncentracije (2 x 10* éel/ml), zbog duZine tretmana, a broj vijabilnih éelija je
odredivan metodom bojenja tripan plavim, bojom koja je indikator proliferacije.
Koncentracije koje su koriS¢ene u eksperimentu proliferacije bile su u okviru
netoksi¢nih koncentracija < ICz (1,1-102 uM), a u zavisnosti od dobijenih rezultata i
¢elijske linije, testirane su 1 koncentracije 1Czo - ICs0 (18,9-27,9 uM). Proliferacija ¢elija
MRC-5, Hep-2 i A549 izlozenih delovanju razli¢itih koncentracija jedinjenja izraZena je
procentom prema proliferaciji netretiranih ¢elija. Koncentracija koja je dovela do 50%
inhibicije proliferacije uzeta je kao znacajni efekat, a u tabelama 4.10. — 4.12.
obelezene su vrednosti gde je proliferacija niza od 50%. Vrednosti PDT, za procenu
citostatke aktivnosti supstanci (Calonghi i sar., 2002; Freshney, 2005; Billy i
Clairambault, 2013), ocitane su u eksponencijalnoj fazi odgovarajuce krive rasta
(Prilog, Slike 1-12) i prikazane su u vidu histograma. Za statisticku analizu znac¢ajnosti
razlike izmedu rezultata dobijenih u tretmanima i u kontroli, primenjen je Studentov ¢-

test, a vrednost parametra p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.

4.3.1. Efekat na MRC-5 ¢elije

Efekti razli¢itih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(IT) kompleksa i citostatika —
cisplatine, karboplatine i1 oksaliplatine na proliferaciju i PDT MRC-5 ¢elija prikazani su

u tabeli 4.10.
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Tabela 4.10. Proliferacija MRC-5 ¢elija

Proliferacija MRC-5 ¢elija (%) i PDT (h)

Ligand Pd(IT) kompleks Pt(IT) kompleks
Konc.
(UM) 1,1 5,6 | 27,9 1,7 8,4 41 82 1,4 7 35
Dan
0 100 100 | 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100
1 91,9 | 100 | 91,9 | 105,6 94 95,5 95 1104,1|108,4 | 100
2 98,8 | 73,4 | 40,6 | 97,4 | 102,0 | 98,2 | 329 | 95,7 | 110,4 | 59,5
3 90,3 | 74,2 | 29,0 | 101,4 | 106,4 | 101,2 | 26,5 | 85,4 | 79,9 | 56,3
4 92,3 | 454 | 10,8 | 99,5 98,2 | 101,3 | 12,6 | 90,6 | 52,8 | 20,6
5 78,0 | 252 | 0,5 | 114,1 | 1293 | 111,8 | 4,1 | 87,6 | 36,8 | 9,5
6 78,2 | 16,0 | 0,6 68,2 74,1 | 75,8 | 2,8 | 76,5 | 22,5 | 4,2
PDT | 25,8 | 27,5 n/p 11,0 11,3 | 12,8 n/p 150 | 19,5 | 24,3
(h) +3,5 | £5,7 +2,6 | £3,0 | £2.,8 +7,0 | 0,5 | £3,2
Cisplatina Karboplatina Oksaliplatina
Konc.
(UM) 1,6 6,5 5,1 10,2 20,4 4,7 9,5 | 18,9
Dan
0 100 100 100 100 100 100 | 100 | 100
1 117,9 113,8 104,6 96,3 81,8 90,4 | 91,0 | 72,7
2 54,3 28,6 46,4 33,1 32,0 44,7 | 33,7 | 16,0
3 67,5 4,7 51,0 27,6 24,3 43,5 | 14,0 | 7.8
4 24,2 0,9 30,9 14,9 9,3 29,0 | 74 2,5
5 6,6 0,3 22,8 10,7 7,0 269 | 5,2 1,6
6 4,2 0,3 17,8 7,0 3,9 18,0 | 3,5 0,5
PDT 7,5 / 22,3 49,0 / 31,0 / /
(h) +0,5 np +1,9 +3,2 VP | yq6 | P | P

Kotrola ¢elija 13,0 £ 1,7 h
DMSO11,3+1,4h

Zasencene su vrednosti gde je inhibicija proliferacije > 50%
n/p — nije primenljivo

Na slici 4.4. prikazani su histogrami sa efektima najvecih primenjenih

koncentracija jedinjenja koje su inhibirale proliferaciju MRC-5 ¢elija za viSe od 50%.
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Slika 4.4. Antiproliferativni efekat liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa, cisplatine,
karboplatine i oksalipatine na MRC-5 ¢elijama

Znacajne inhibicije proliferacije ligandom 1 Pd(II) kompleksom detektovane su
nakon 2 dana. Dobijene su proliferacije ¢elija: 40,6% sa 27,9 uM liganda i 32,9% sa 84
uM Pd(IT) kompleksa. Znacajne inhibicije proliferacije Pt(Il) kompleksom (35 pM)
dobijene su nakon 4 dana (20,6% proliferacije). Nastavkom tretmana Pt(II) kompleksom
do 6 dana, doslo je do dalje inhibicije proliferacije ¢elija, ali je dobijen slabiji
antiproliferativni efekat u poredenju sa ligandom i Pd(II) kompleksom. Znacajne
inhibicije za cisplatinu, karboplatinu i oksaliplatinu detektovane su nakon 2 dana, a
dobijene su vrednosti proliferacije: 28,6% za 6,5 uM cisplatine, 32% za 20,4 uM
karboplatine i 16% za 18,9 uM oksaliplatine. Nastavkom tretmana do 6 dana, doslo je
do inhibicije proliferacije MRC-5 ¢elija, pri ¢emu je najveci antiproliferativni efekat

dobijen za cisplatinu, a najmanji za karboplatinu.
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Slika 4.5. Vreme dupliranja populacije ¢elija MRC-5 nakon tretmana ligandom, Pd(I),
Pt(II), kompleksom i citostaticima — karboplatinom i oksaliplatinom (srednja vrednost
PDT =+ SE, *p < 0,05, Studentov z-test)

Efekti razli¢itih koncentracija jedinjenja na PDT MRC-5 ¢elija prikazani su na
slici 4.5. Za MRC-5 ¢elijsku liniju, vreme potrebno da se broj ¢elija u eksponencijalnoj
fazi krive rasta udvostruci iznosi 13 + 1,7 h. Pri koncentracijama 1,7 - 41 uM, Pd(II)
kompleks ne dovodi do promene PDT u poredenju sa netretiranim ¢elijama. Do
znacajnih pove¢anja PDT na 25,8 £ 3,5 h, odn. 27,5 £ 5,7 h doslo je pri koncentracijama
1,1 uM 15,6 uM liganda. Koncentracije Pt(II) kompleksa 1,4 i 7 uM ne uticu na PDT,
dok 35 uM ovog kompleksa znacajno povecava PDT na 24,3 £+ 3,2 h. Pri
koncentracijama 5,1 uM i 10,2 uM karboplatine, detektovano je znafajno povecanje
PDT na 22,3 = 1,9 h, odn. 49,0 + 3,2 h. Znacajno poveéanje PDT detektovano je
delovanjem oksaliplatine, pri koncentraciji 4,7 uM (31,0 + 4,6 h).
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4.3.2. [Efekat na Hep-2 cCelije
Efekti razli¢itih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(IT) kompleksa i citostatika —

cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na proliferaciju i PDT Hep-2 ¢elija prikazani su u
tabeli 4.11.

Tabela 4.11. Proliferacija Hep-2 Celija

Proliferacija Hep-2 ¢elija (%) i PDT (h)

Ligand Pd(IT) kompleks Pt(IT) kompleks

Konc.

(LM) 1,1 5,6 27,9 1,7 8,4 41 82 1,4 7 35
Dan

100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
1042 | 922 | 64.0 | 111.6 | 109.0 | 92.2 | 54.6 | 92.2 | 100,0 | 72.1
57.0 | 264 | 125 | 89.9 | 784 | 82.7 | 20,6 |103.2| 52.5 | 30,0
470 | 157 | 12 | 988 | 988 | 674 | 9.8 |100.0| 30.8 | 169
313 | 21.8 | 0.7 | 1141 | 108.6 | 595 | 2.2 | 44.1 | 263 | 42
50.7 | 333 | 0.7 | 954 | 954 | 453 | 07 | 317 | 245 | 0.7

6 | 723 | 316 | 13 | 938 | 979 | 476 | 08 | 22.8 | 184 | 0.7
PDT | 54,0 | 36,0 277 | 253 | 453 26,0 | 70,5
my | 30 | z10| "P | 154 | 250 | 292 | VP | z10 | 215 | P

N WIN|—OD

Cisplatina Karboplatina Oksaliplatina
Konc.
(uM) 1,6 6,5 5,1 10,2 20,4 4,7 9,5 | 18,9
Dan
0 100 100 100 100 100 100 | 100 | 100
1 104,8 48,4 101,2 101,5 109,6 | 95,2 | 944 | 954
2 46,2 24,2 64,1 37,7 31,7 62,6 | 30,3 | 17,4
3 26,8 13,2 48,3 28,5 19,2 38,2 | 21,6 | 9,0
4 10,0 13,3 25,7 12,9 9,4 23,0 | 13,0 | 3,5
5 7,2 3,3 18,0 5,3 4,4 223 | 11,2 | 2,2
6 6,4 4,0 11,7 6,3 6,7 25,7 | 10,6 | 1,7
PDT n/p n/p 36,7 59,5 n/p 41,0 np | nip
(h) +5,2 +1,5 +7,0
Kotrola ¢elija 24,8 + 0,6
DMSO 23,8 + 3,4

Zasencene su vrednosti gde je inhibicija proliferacije > 50%
n/p — nije primenljivo
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Na slici 4.6. prikazani su histogrami sa efektima najvecih primenjenih

koncentracija testiranih jedinjenja koje su inhibirale proliferaciju Hep-2 ¢elija za viSe od

50%.
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Slika 4.6. Antiproliferativni efekat liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa, cisplatine,

karboplatine i oksalipatine na Hep-2 ¢elijama

Znacajne inhibicija proliferacije Hep-2 cCelija detektovane su nakon 2 dana u
prisustvu 27,9 uM liganda, 82 puM Pd(II) kompleksa i 35 uM Pt(Il) kompleksa.
Dobijene su vrednosti proliferacije: 12,5% za ligand, 20,6% za Pd(II) kompleks i 30%

za Pt(II) kompleks. U nastavku tretmana od 3. do 6. dana najve¢i antiproliferativni

efekat detektovan je za ligand, a najmanji za Pt(Il) kompleks.

Znacajne inhibicije proliferacije sa 6,5 uM cisplatine detektovane su ve¢ posle

prvog dana (24 h) (46,2% proliferacije), a sa karboplatinom (20,4 uM) i oksaliplatinom
(18,9 uM) posle 2 dana (31,7 i 17,4% proliferacije). U nastavku tretmana od 3. do 6.
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dana najveci antiproliferativni efekat dobijen je za oksaliplatinu, a najmanji za

karboplatinu.
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Slika 4.7. Vreme dupliranja populacije ¢elija Hep-2 nakon tretmana ligandom, Pd(Il),
Pt(II), kompleksom i citostaticima — karboplatinom i oksaliplatinom (srednja vrednost
PDT =+ SE, *p < 0,05, Studentov z-test)

Efekti razli¢itih koncentracija jedinjenja na PDT Hep-2 ¢elija prikazani su na
slici 4.7. Broj Hep-2 ¢elija se u eksponencijalnoj fazi duplira za 24,8 + 0,6 h. Povecanje
PDT na 45,3 £ 9,2 h detektovano je nakon tretmana sa 41 uM Pd(II) kompleksa. Pri
koncentracijama 1,1 pM 15,6 uM liganda, PDT se povecava na 54,0 £3,0 h136,0 = 1,0
h. Pt(Il) kompleks ne menja PDT kada se primeni koncentracija 1,4 uM. U prisustvu 7
uM kompleksa platine, PDT se povecava na 70,5 + 1,5 h. Karboplatina (5,1 uM i 10,2
uM) izaziva povecanje PDT (na 36,7 £ 5,2 h 1 59,5 £ 1.5 h). Tretmanom sa 4,7 uM

oksaliplatine PDT je povec¢an za dodatnih 16 h u poredenju sa kontrolom.

4.3.3. Efekat na A549 Celije

Efekti razli¢itih koncentracija liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i citostatika —
cisplatine, karboplatine i1 oksaliplatine na proliferaciju i PDT A549 ¢elija prikazani su u

tabeli 4.12.
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Tabela 4.12. Proliferacija A549 Celija

Proliferacija A549 ¢elija (%) 1 PDT (h)

Ligand Pd(IT) kompleks Pt(IT) kompleks
Konc.
(uM) 5,6 27,9 | 55,8 1,7 8,4 41 7 35 70
Dan
0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
1 100,0 | 100,0 | 113,0 | 100,0 | 108,5 | 95,0 | 104,2 | 108,5 | 95,4
2 97,9 | 354 | 37,5 | 112,5 | 105,0 | 102,5 | 108,8 | 87,5 | 70,0
3 117,3 | 25,9 | 22,2 | 1059 | 112,9 | 104,7 | 91,8 | 102,4 | 78,8
4 98,1 14,7 93 |101,5| 93,4 | 100,0 | 104,4 | 106,6 | 48,2
5 55,2 | 10,9 42 | 109,7 | 98,8 | 91,2 | 100,9 | 67,1 | 23,6
6 63,6 7,9 4,0 | 1043 | 88,2 | 93,1 | 98,1 64,6 | 16,8
23,0 25,5 | 23,0 | 245 | 25,5 | 22,0 | 20,0
PDT(®) | 0 | ™P | WP | uys5 | 420 | 35 | 45 | =20 | 220
Cisplatina Karboplatina Oksaliplatina
Konc.
(uM) 1,6 6,5 13 10,2 | 20,4 102 6,8 13,6 | 27,2
Dan
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 108,5 | 86,9 | 52,1 | 100,0 | 92,2 | 32,1 | 88,0 | 76,0 | 36,0
2 39,5 | 20,8 8,3 40,5 | 324 | 10,8 | 29,7 | 21,6 8,1
3 17,3 | 11,1 4,9 16,1 10,3 2,2 8,0 5,7 2,3
4 10,4 3,9 1,6 13,8 6,1 1,5 6,1 4,5 0,8
5 8,5 2,4 1,2 13,1 4,7 2,4 3,0 3,0 0,6
6 6,6 1,3 0,7 13,1 2,6 1,3 1,3 0,6 0
PDT (h) n/p n/p n/p n/p n/p n/p n/p n/p n/p

Kontrola ¢elija 24,6 + 3,1
DMSO 25,8 + 4,0

Zasencene su vrednosti gde je inhibicija proliferacije > 50%
n/p — nije primenljivo

Na slici 4.8. prikazani su histogrami sa efektima najvecih primenjenih

koncentracija testiranih jedinjenja koje su inhibirale proliferaciju A549 ¢elija za vise od

50%.
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Slika 4.8. Antiproliferativni efekat liganda, Pd(II), Pt(Il) kompleksa, cisplatine,
karboplatine i oksalipatine na A549 ¢elijama

Znacajne inhibicije proliferacije A549 celija ligandom (55,8 puM, 37,5%
proliferacije) detektovane su nakon 2 dana, a Pt(Il) kompleksom (70 uM, 48,2%
proliferacije), nakon 4 dana. U nastavku tretmana do 6 dana uocen je veci
antiproliferativni efekat liganda nego Pt(Il) kompleksa. Pd(II) kompleks do 41 uM nije
inhibirao viSe od 50% proliferacije (Tabela 4.12.). Znacajne inhibicije proliferacije
karboplatinom (102 pM) i oksaliplatinom (27,2 uM) dobijene su ve¢ nakon prvog dana
(proliferacija 32,1% 1 36,1%), dok su znacajne inhibicije proliferacije cisplatinom, pri
koncentraciji 13 pM, detektovane posle 2 dana (8,3% proliferacije). U nastavku
tretmana do 6 dana efekti cisplatine, karboplatine i oksaliplatine na proliferaciju bili su

priblizno isti.

92



REZULTATI

60 -
50 -+
40 -

30 +

20 -+

10 -

0 A T
=

Y
&
¥
N

PDT (h)

I

\\'\,-Q’ o
NS N\
= &

i ‘
\

O 3

T RS &

& ; % A 9 &
S N\ QY Q &
S < & &

Slika 4.9. Vreme dupliranja populacije ¢elija A549 nakon tretmana ligandom, Pd(II) i
Pt(II) kompleksom (srednja vrednost PDT + SE, *p < 0,05, Studentov ¢-test)

Efekti razli¢itih koncentracija jedinjenja na PDT A549 c¢elija prikazani su na
slici 4.9. Za A549 celijsku liniju vreme dupliranja populacije ¢elija je 24,6 + 3,1 h.
Tretmani ligandom (5,6 uM), Pd(IT) kompleksom (1,7-41 uM) i Pt(Il) kompleksom (7-

70 uM) nisu uticali na promenu parametra PDT.
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4.4. MorfoloSka analiza Celijske smrti A549 Celija tretiranih ligandom

Morfoloska analiza ¢elijske smrti ispitana je na modelu ligand — A549 (celije.
Morfologija A549 ¢elija prvobitno je posmatrana in situ invertnim mikroskopom sa
faznim kontrastom (Olympus), posle 24 148 sati inkubacije, prema Collins i sar. (1997).
Veci deo populacije netretiranih A549 Celija bila je adherirana za povrSinu za rast, a
¢elije su bile poligonalnog oblika ili blago izduzene, prozra¢ne, sa nekondenzovanim
nukleusima (Slika 4.10.A-B). Celije izlozene delovanju liganda (ICso = 168,3 pM)
tokom 24 (Slika 4.10.C-D) i 48 sati (Slika 4.10.E-F), ispoljile su razli¢ite morfoloske
promene — skupljanje membrane, zaokrugljivanje celija, formiranje mehurica na
membrani, pojavu vakuola i kondenzaciju citoplazme, fragmentaciju nukleusa,
formiranje ehinoidnih Siljaka i apoptotskih tela. Ove promene bile su prac¢ene gubitkom
¢elijske adhezije, a pojedine ¢elije bile su fragmentisane.

Posle 48 sati izlozenosti delovanju liganda, ¢elije u suspenziji su obojene
AO/EB rastvorom i analizirane na fluorescentnom mikroskopu. Na osnovu integriteta
citoplazmaticne 1 nukleusne membrane, ispitane su morfoloske apoptotske
karakteristike. Citoplazma netretiranih c¢elija bila je neupadljiva, sa izrazenim,
svetlozelenim nukleusima (Slika 4.11.A-B). Vecina Celija tretiranih ligandom ispoljila
je morfoloske promene karakteristicne za rane faze apoptoze. Rano apoptotske celije
bile su prepoznatljive po tamnozeleno obojenom nukleusu sa svetlozelenim zonama, $to
je ukazlo na snaznu kondenzaciju hromatina koja je tipi¢na morfoloSka karakteristika
apoptoze (Slika 4.11.C). ZapaZzeno je i prisustvo mehuri¢a na celijskoj membrani.
Veoma mali deo populacije ¢elija pokazao je morfoloske karakteristike kasne apoptoze
— narandzaste ili crvene jasno vidljive nukleuse sa kondenzovanim ili fragmentisanim
hromatinom (Slika 4.11.D). Uoceno je i nekoliko ¢elija u fazi fragmentacije koje su

okarakterisane kao nekrotiCne Celije.
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Slika 4.10. Morfoloske promene A549 c¢elija in situ posle tretmana ligandom (ICso).
Reprezentativne fotomikrografije snimljene pomocu invertnog mikroskopa sa faznim
kontrastom: A, C, E — na 200 X uveli¢anju; B, D, F — na 400 x uveli¢anju; A, B —
kontrola ¢elija A549; C, D — tretman 24 h; E, F — tretman 48 h; (1) zaokrugljivanje
¢elija, (2) formiranje mehuri¢éa na Ccelijskoj membrani, (3) skupljanje celije, (4)
fragmentacija ¢elije, (5) fragmentacija nukleusa, (6) apoptotska tela, (7) ehinoidni Siljci
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Slika 4.11. Morfoloske promene A549 celija tretmanih liganda (ICso), obojene sa
AO/EB. Reprezentativne fotomikrografije snimljene pomocu fluorescentnog
mikroskopa na 200 x uveli¢anju: A, B — kontrola ¢elija A549; C, D — tretman 48 h; 1)
zive neapoptotske celije, (2) formiranje mehurica na celijskoj membrani, (3)
kondenzacija hromatina, (4) ¢elija u ranoj apoptozi, (5) ¢elija u kasnoj apoptozi, (6)
fragmentacija celije
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4.5. Efekat liganda i njegovih Pd(II) i Pt(II) kompleksa na migratorni
potencijal MRC-5, Hep-2 i A549 ¢elija

Efekat liganda, Pd(II) kompleksa i Pt(II) kompleksa na migraciju zdravih ¢elija
MRC-5 i kancerskih celija A549 i Hep-2, ispitivan je primenom Wound healing ili
Scratch testa. U ovom testu, u konfluentnom ¢elijskom monosloju, nacinjen je prorez ili
Lana“, a migracija Celija i ,zarastanje rane“ prac¢eni su narednih 48 h, pomocu
invertnog mikroskopa sa faznim kontrastom. U eksperimentima su koris¢ene ICzo
koncentracije jedinjenja (Tabela 4.13.), koje su dobijene u testu citotoksic¢nosti sa
odgovarajuce krive prezivljavanja. Na A549 ¢elijama testiran je ligand, jer kompleksi
Pd(IT) i Pt(IT) nisu citotoksicni za ove Celije. U test su ukljuéene odgovarajuce negativne
kontrole — netretirane ¢elije MRC-5, Hep-2 i1 A549, a kao pozitivna kontrola kori§¢ena

je cisplatina.

Tabela 4.13. Koncentracije test jedinjenja (IC20) za test migracije ¢elija

IC20 (UM) MRC-5 Hep-2 A549
Ligand 19,0 20,0 25,2
Pd(IT) kompleks 268,0 4,0 n/t
Pt(IT) kompleks 40,0 17,5 n/t
Cisplatina 2,0 7,0 20,7

n/t — nije testirano

Nacinjene su reprezentativne fotomikrografije na kojima je, radi lakSeg
uporedivanja, oznacena pocetna veli¢ina proreza u celijskom monosloju. Rezultati su
prikazani na histogramima u vidu procenata zarastanja proreza u ¢elijskom monosloju,
nakon 24 h i 48 h, koji su ekvivalentni procentu migracije ¢elija. Za statisticku analizu
znacajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih u tretmanima i u kontroli, primenjen je

Studentov #-test, a vrednost parametra p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4.5.1. Efekat na MRC-5 Celije

Reprezentativne fotomikrografije migracije MRC-5 ¢elija prikazane su na
slikama 4.12. i 4.13., a procenti migracije predstavljeni su na slici 4.14. Migracijom
MRC-5 ¢elija, rana u ¢elijskom monosloju zarasla je 83,3% za 24 sata, odnosno 97,8%
za 48 sati inkubacije. U prisustvu liganda i Pt(Il) kompleksa detektovana su znacajna
smanjenja migracije ¢elija. U prvih 24 sata inkubacije ¢elija sa ligandom, popunjeno je
34,4%, dok je nakon 48 sati 50% proreza popunjeno migriranim ¢elijama. Nakon 24
sata, u prisustvu Pt(I) kompleksa migracija ¢elija iznosila je 20%, a za 48 sati 62,3%.
Posle 24 sata izloZenosti ¢elija Pd(II) kompleksu, detektovana je znacajno manja
migracija (56,7%), dok se migracija nakon 48 sati (91,2%) nije znacajno razlikovala u
odnosu na kontrolu. U prisustvu cisplatine detektovana je znac¢ajno manja migracija

¢elija 1 nakon 24 (38,9%) 1 nakon 48 sati (37,8%).

MRC-5 kontrola Ligand Pt(II) kompleks

Oh

Slika 4.12. Reprezentativne fotomikrografije efekta liganda i Pt(I) kompleksa na
migratorni potencijal MRC-5 ¢elija
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Slika 4.13. Reprezentativne fotomikrografije efekta Pd(I) kompleksa i cisplatine na
migratorni potencijal MRC-5 ¢elija
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Slika 4.14. Efekat liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i cisplatine na migratorni potencijal
MRC-5 ¢elija (*p < 0,05, Studentov z-test)
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4.5.2. Efekat na Hep-2 Celije

Reprezentativne fotomikrografije migracije Hep-2 celija prikazane su na
slikama 4.15. i 4.16., a procenti migracije predstavljeni su u vidu histograma na slici
4.17. Migracijom Hep-2 Celija, rana formirana u ¢elijskom monosloju zarasla je 68,9%
za 24 sata, odnosno 98,9% za 48 sati inkubacije. Ispitivanje uticaja na migratorni
potencijal Hep-2 ¢elija pokazalo je da sva testirana jedinjenja znacajno redukuju
éelijsku migraciju. Celije izlozene delovanju liganda popunile su 40,6% proreza posle
24 sata, a 55,6% posle 48 sati. U prisusvu Pt(II) kompleksa u prvih 24 sata, samo 4,4%
proreza je popunjeno migriranim ¢elijama, a nakon 48 sati, 28,9%. U prisustvu Pd(II)
kompleksa Hep-2 ¢elije su popunile 41,1% proreza za 24 sata i 48,9% za 48 sati.
Cisplatina je izazvala inhibiciju migracije Hep-2 ¢elija preko 90%.

Hep-2 kontrola Ligand Pt(IT) kompleks

°

Oh'

24 h

48 h

Slika 4.15. Reprezentativne fotomikrografije efekta liganda i Pt(II) kompleksa na
migratorni potencijal Hep-2 ¢elija
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Slika 4.16. Reprezentativne fotomikrografije efekta Pd(Il) kompleksa i cisplatine na
migratorni potencijal Hep-2 ¢elija
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Kontrola Ligand Pt{ll) kompleks | Pd(ll} kompleks Cisplatina
H24h 68.9 40.6 4.4 41.1 2.4
MA48h 98.9 55.6 28.9 48.9 9.5

Slika 4.17. Efekat liganda, Pd(II), Pt(I)kompleksa i cisplatine na migratorni potencijal
Hep-2 ¢elija (*p < 0,05, Studentov #-test)
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4.5.3. Efekat na A549 Celije

Reprezentativne fotomikrografije migracije A549 celija prikazane su na slici
4.18., a procenti migracije predstavljeni su na slici 4.19. Migracijom celija A549
popunjava se 43,3% proreza za 24 sata, a za 48 sati napravljeni prorez u monosloju
zatvara se skoro u poptunosti (94.4%). Posle 24 sata delovanja liganda nije doslo do
znacajne inhibicije migracije c¢elija (36,7% popunjenosti rane) u poredenju sa
kontrolom. Znacajna inhibicija migracije ligandom detektovana je posle 48 sati
inkubacije (57,8% popunjenosti rane). Cisplatina je znacajno inhibirala migraciju éelija

1 za 24 sata (18,9% popunjenosti rane) i za 48 sati (22,2% popunjenosti rane).

A549 kontrola Ligand Cisplatina

24h|

Slika 4.18. Reprezentativne fotomikrografije efekta liganda i cisplatine na migratorni
potencijal A549 ¢elija
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Slika 4.19. Efekat liganda i cisplatine na migratorni potencijal A549 ¢elija (*p < 0,05,
Studentov #-test)

4.6. Genotoksi¢nost liganda i njegovih kompleksa Pd(IT) i Pt(II) na
MRC-5, Hep-2 i A549 Celijama

Genotoksi¢ni potencijal liganda, kompleksa Pt(II) i kompleksa Pd(II) da dovedu
do ostecenja DNK molekula u razli¢itim ¢elijskim linijama odredivan je komet testom.
Genotoksi¢nost je ispitana na celijskim linijjama MRC-5, Hep-2 i A549. Posto
kompleksi Pd(IT) i Pt(II) nisu pokazali citotoksi¢nost na A549 Ccelijama, na ovoj
¢elijskoj liniji testiran je samo ligand. Veli¢ina oSte¢enja DNK pracena je preko
parametra TI. Za statisticku analizu koriS¢en je Kolmogorov-Smirnov test, kojim je
proveravano da li rezultati komet testa imaju normalnu raspodelu. Koncentracije koje su
korisSéene za detekciju genotoksinosti bile su u okviru netoksi¢nih i subtoksi¢nih
koncentracija < I1Cs (Tabela 4.14.). Ove koncentracije su dobijene u testu

citotoksi¢nosti, a kao pozitivna kontrola kori§¢en je citostatik cisplatina.
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Tabela 4.14. Koncentracije test jedinjenja za detekciju genotoksic¢nosti

Koncentracije test jedinjenja (uM)
Ligand Pd(II) kompleks Pt(IT) kompleks Cisplatina
0,95
’ 1,65 1,15
MRC-S 4,74 8.24 575 1,60 /1,34
23,70 41.20 28.74 6,50 /6,70
118,50 ’ ’
5,65
10.50 1,65 1,15 1,60
27.30 41,20 28,74 9,67
0,95
474 1,34
A549 . n/t n/t 6,70
23,70 16.60
118,50 ’

n/t — nije testirano

Cisplatina je izazvala znacajna oSte¢enja DNK Hep-2 i MRC-5 ¢elija, pri

koncentracijama 1,6 i 6,5 pM. Na A549 ¢elijama 16,6 uM cisplatine indukovalo je
znacajno oste¢enje DNK (Slike 4.20.-4.23.).

MRC-5
Pd(lljkompleks Ligand Pt{lljkompleks

60 60

o Median [ | 25%-75% _[_ Non-Outlier Range
501 Pd1-165uM 50+ L1-095uM

Pd2 - 8,24 uM L2-4,74 uM

Pd3 - 41,2 uM L3=-23,7 uM *
401 cp1-1.6uM = 401 L4-11B5uM

Cp2 =65 uM Pt1 = 1,15 pM

P2 - 5,75 uM
30 30 Pt3-2874pM *
& 8 Cpl - 1,34 uM -
= * F Cp2-6.7 uM
20 — 20
10 =T g ‘ 10 r | s 5 —
=i B |
PR l— il T Fadie—— i T o
ol n l L o | | ! 0 —E:J ol o l_\_l —— = Lo ) _;J —
=1 -10
K DMSO Pd1 Pd2 Pd3 cp2 K pMso L1 L2 L3 L4 PH P2 P13 Cpl Cp2
Grupa Grupa

Slika 4.20. Genotoksi¢nost liganda, Pd(II), Pt(I) kompleksa i cisplatine na MRC-5
¢elijama (p<0,05, Mann Whitney U-test)
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Na zdravim MRC-5 ¢elijama (Slika 4.20.),

ligand (0,95-118,5 uM) i Pt(II)

kompleks (1,15-28,74 uM) nisu izazvali znacajna oSte¢enja DNK. Pd(II) kompleks pri

koncentraciji 41,2 uM znacajno je povecao nivo DNK ostecenja, a koncentracije 1,65-

8,24 uM nisu dovele do znacajnog povecanja nivoa ostecenja DNK.

Na kancerskoj Hep-2 ¢elijskoj liniji (Slika 4.21.), ligand je doveo do znacajnog

povecanja nivoa oSte¢enja DNK pri najvecoj testiranoj koncentraciji (27,3 pM).

Koncentracije do 21 uM nisu izazvale znacajno povecanje nivoa oSteCenja DNK.

Kompleksi Pd(II) i Pt(II) nisu doveli do znacajnih povecanja oStecenja DNK na Hep-2

¢elijama.
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Slika 4.21. Genotoksi¢nost liganda, Pd(II), Pt(II) kompleksa i cisplatine na Hep-2
¢elijama (p<0,05, Mann Whitney U-test)
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Slika 4.22. Genotoksi¢nost liganda i cisplatine na A549 celijama (p<0,05, Mann
Whitney U-test)

Na A549 celijama ligand nije indukovao znacajno oSte¢enje DNK molekula, u

opsegu koncentracija 0,95-118,5 uM (Slika 4.22.).

4.7. Antivirusna aktivnost liganda i njegovih Pd(II) i Pt(II) kompleksa

Antivirusna aktivnost liganda, Pd(I) i Pt(II) kompleksa ispitana je na PV1 —
Hep-2 model-sistemu, tretmanima pre i posle infekcije ¢elija virusom. Tretmanom Hep-
2 ¢Celija pre infekcije PV1 virusom ispitivan je uticaj jedinjenja na adsorpciju, dok je
tretmanom celija posle infekcije ispitivan uticaj jedinjenja na replikaciju virusa,
odnosno na faze virusnog infektivnog ciklusa koje slede penetraciju. Pracena je
redukcija citopatogenog efekta koja je kvantifikovana primenom UptiBlue™ testa.
Testirana je antivirusna aktivnosti netoksi¢nih koncentracija jedinjenja, pri kojima je
prezivljavanje Hep-2 celija viSe od 80% (< ICz0). Kao pozitivna kontrola antivirusne
aktivnosti koris¢en je inteferon a-2a. Za statistiCku analizu primenjen je Studentov ¢-

test, a vrednost parametra p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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Slika 4.23. Efekat interferona o-2a na adsorpciju i replikaciju PV1. Redukcija CPE +
SE, u tretmanu pre i posle infekcije ¢elija virusom (*p < 0,05, Studentov #-test)

Krive redukcija CPE interferonom o-2a prikazane su na slici 4.23. Znacajne
redukcije CPE u tretmanu pre infekcije celija virusom PV1 detektovane su na 12,5
IU/ml 1 ve¢im koncentracijama, sa najve¢im efektom na 400 puM (98,52 + 1,13%
redukcije CPE). Znacajne redukcije CPE u tretmanu posle infekcije ¢elija virusom
dobijene su na 12,5 IU/ml i ve¢im koncentracijama, sa najve¢im efektom na 200 uM
(99,10 £+ 0,78% redukcije CPE). Na osnovu ovih rezultata interferon a-2a ispoljio je
antivirusni efekat i na adsorpciju (ECso = 32,5 = 3,7 IU/mL, THI > 30,8) i na replikaciju
virusa PV1 (ECso= 51 £+ 1,16 IU/mL, THI > 19,6).

Pd(IT) kompleks nije ispoljio antivirusni efekat ni na adsorpciju, ni na replikaciju
PV1, jer je u opsegu testiranih koncentracija 0,06-8,24 uM CPE ostao 100%. Efekti
liganda, Pt(Il) kompleksa i inteferona a-2a na adsorpciju PV1, dati su u tabeli 4.15.
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Tabela 4.15. Efekat liganda, Pt(II) kompleksa i inteferona a-2a na adsorpciju PV1 (srednja vrednost redukcije CPE + SE)

Tretman pre infekcije, efekat na adsorpciju virusa

Ligand
Koncentracija (uM) 0,15 0,30 0,59 1,19 2,38 4,75 9,50 19,00
Redukcija CPE (%) 0 0 0 0,14+0,08 284+084 795+0,78 1532+1,03 24,42+1,49
Pt(Il) kompleks
Koncentracija (uM) 0,13 0,27 0,53 1,06 2,13 4,25 8,50 17,00
Redukcija CPE (%) 0 0 0 0 0,38+0,19 1,12+0,41 484+1,10 11,14+1,50
Interferon a-2a
Koncentracija (IU/ml) 3,13 6,25 12,50 25 50 100 200 400
Redukcija CPE (%) 0,29 +£0,15 294+0,82 1583+1,25 4234+1,52 6734+2,1 7486185 98,02+091 98,52+1,13
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Krive redukcije CPE ligandom i Pt(II) kompleksom u tretmanu pre infekcije
¢elija virusom prikazane su na slici 4.24. Znacajne redukcije CPE ligandom,
detektovane su na 2,38 uM i veéim koncentracijama, sa najve¢im efektom na najvecoj
testiranoj koncentraciji, 19 uM (24,42 + 1,49% redukcije CPE). Znacajne redukcije
CPE kompleksom Pt(II) izmerene su na 4,25 uM i ve¢im koncentracijama, sa najveéim
efektom na najvecoj testiranoj koncentraciji, 17 uM (11,14 £+ 1,50% redukcije CPE). Na

osnovu ovih rezultata, ligand je ispoljio ve¢i antivirusni efekat od Pt(Il) kompleksa na

adsorpciju PV1.
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Slika 4.24. Efekat liganda 1 Pt(II) kompleksa na adsorpciju PV1. Redukcija CPE + SE,
u tretmanu pre infekcije ¢elija virusom (*p < 0,05, Studentov #-test)

Efekti liganda, Pt(II) kompleksa i inteferona a-2a na replikaciju PV1, dati su u
tabeli 4.16.
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Tabela 4.16. Efekat liganda, Pt(IT) kompleksa i inteferona a-2a na replikaciju PV1 (srednja vrednost redukcije CPE + SE)

Tretman posle infekcije, efekat na replikaciju virusa

Ligand
Koncentracija (uM) 0,15 0,30 0,59 1,19 2,38 4,75 9,50 19,00
Redukcija CPE (%) 0 0 0 0 0,39+£0,18  2,08+0,45 6,75+ 0,71 11,8 £1,13
Pt(Il) kompleks
Koncentracija (uM) 0,13 0,27 0,53 1,06 2,13 4,25 8,50 17,00
Redukcija CPE (%) 0 0 0,09+0,07 0,66 +0,29 4,1 +£1,03 10,72+ 1,45 17,05+1,40 30,52 +3,12
Interferon o 2a
Koncentracija (IU/ml) 3,13 6,25 12,50 25 50 100 200 400
Redukcija CPE (%) 0,58 £0,38 1,67+0,68 7,06+1,30 22,07+1,35 49,50+1,52 80,03+2,10 99,10+£0,78 98,43 +1,38
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Slika 4.25. Efekat liganda i Pt(II) kompleksa na replikaciju PV1. Redukcija CPE + SE u
tretmanu posle infekcije ¢elija virusom (*p < 0,05, Studentov z-test)

Krive redukcije CPE ligandom i Pt(I) kompleksom u tretmanu posle infekcije
¢elija virusom prikazane su na slici 4.25. Znacajne redukcije CPE ligandom detektovane
su na 2,38 uM i ve¢im koncentracijama, sa najve¢im efektom na najvecoj testiranoj
koncentraciji, 19 uM (11,8 £ 1,13% redukcije CPE). Znacajne redukcije CPE
kompleksom Pt(II) izmerene su na 2,13 uM i veéim koncentracijama, sa najve¢im
efektom na najvecoj testiranoj koncentraciji, 17 uM (30,52 + 3,12% redukcije CPE). Na
osnovu ovih rezultata, Pt(II) kompleks je ispoljio ve¢i antivirusni efekat od liganda, na

replikaciju PV1.
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3. DISKUSIJA

Klini¢ka primena postojecih hemioterapeutskih agenasa koji se koriste u leCenju
infektivnih bolesti 1 kancera ogranicena je usled njihovog neselektivnog dejstva, pojave
rezistencije 1 brojnih nezeljenih efekata, Sto ukazuju na potrebu razvoja novih strategija
u tretmanima ovih oboljenja. Otkrivanje i ispitivanje bioloski aktivnih supstanci koji
ispoljavaju vecu specificnost prema invazivnim bioloskim agensima i koji ne oStecuju
zdrave celije, od posebnog su znacaja za razvoj novih hemioterapeutskih lekova i
njihovu klinicku upotrebu. Istrazivanja sprovedena u poslednjoj deceniji otkrila su vrlo
perspektivne antimikrobne i antikancerske  potencijale derivata  2-
(difenilfosfino)benzaldehida (Dpba) i njihovih kompleksa sa prelaznim metalima.

Cilj ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje in vitro bioloske aktivnosti
kompleksa Pd(II) i Pt(II) sa 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazonom kao
ligandom. U ovom radu je ispitana antimikrobna, citotoksi¢na i genotoksi¢na aktivnost
na ¢elijskim linijama MRC-5, Hep-2 1 A549 i odabranim mikroorganizmima. U okviru
antimikrobne aktivnosti ispitana je i antivirusna aktivnost, koja do sada nije ispitivana
na drugim grupama derivata Dpba. Rezultati citotoksi¢ne aktivnosti usmerili su dalja
istrazivanja 1 na druge aspekte antikancerskog dejstva, pa je pracen uticaj na
proliferaciju ¢elija, ispitana je ¢elijska smrt i uticaj na migratorni potencijal ¢elija. Kao
jedan od vaznih aspekata bezbednosti ovih jedinjenja za dalja in vivo istrazivanja i
eventualnu klinicku primenu, ispitan je i genotoksi¢ni potencijal in vitro na MRC-5,

Hep-2 i A549 ¢elijskim linijama.

5.1. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost liganda, Pd(I) i Pt(II) kompleksa ispitana je na
odabranim grampozitivnim 1 gramnegativnim bakterijama i jednoj vrsti gljivica.
Antimikrobno dejstvo tumaceno je na osnovu vrednosti parametara aktivnosti MIC i
MBC/MFC. Antimikrobna aktivnost pracena je i na bakteriji M. bovis, koja je znacajni
patogen zivotnja i coveka. Za ispitivanje je izabran atenuisani soj Bacillus Calmette-

Gueérin koji stimuliSe protektivni imunitet na M. tuberculosis (Oettinger i sar., 1999). U
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pronalazenju i razvoju novih agenasa protiv tuberkuloze veoma je izazovan zadatak
dobiti agens koji dovoljno dobro prolazi kroz izrazito nepermeabilan celijski zid
mikobakterija. Naime, njihov <¢elijski zid sadrzi znatnu koli¢inu peptidoglikana
prekrivenih lipidima, od kojih su najznacajniji mikolicna kiselina i voskovi. Usled
povecane lipofilnosti, fosfini u hemijskim strukturama poboljSavaju aktivnost prema
mikobakterijama, a poznati su i fosfinski Pd(II) kompleksi sa dobrim efektom na
mikobakterije (Berners-Price i Sadler, 1988; Ferreira 1 sar., 2012). Prema naSim
saznanjima, derivati Dpba do sada nisu ispitivani na mikobakterijama.

Ova studija je pokazala varijacije u antimikrobnoj aktivnosti liganda, Pd(II) i
Pt(Il) kompleksa u zavisnosti od vrste mikroorganizma i koncentracije ispitivanog
jedinjenja. Ligand je ispoljio snazno bakteriostaticko i baktericidno dejstvo na M. bovis,
dok kompleksi Pd(IT) i Pt(I) nisu pokazali aktivnost.

U antimikrobnoj aktivnosti prema referentnim bakterijama primecuje se bolje
dejstvo na grampozitivne bakterije. Ligand je pokazao bolju bakteriostaticku aktivnost
na S. aureus, dok su Pd(Il) i Pt(II) kompleksi pokazali bolju bakteriostaticku i
baktericidnu aktivnost na B. subtilis. Kompleks Pt(Il) pokazao je slabo bakteriostaticko
dejstvo prema gramnegativnim bakterijama E. coli i S. abony. Antibakterijske aktivnosti
liganda, Pd(II) i Pt(Il) kompleksa znacajno su slabije od referentnih antibiotika
enrofloksacina, oksitetraciklina i streptomicina, a antigljivi¢na aktivnost nije pokazana.
Milenkovi¢ i saradnici (2013a; 2014b) i Adaila i1 saradnici (2014) su pokazali da
pojedine grupe Dpba derivata poseduju antigljivicno dejstvo.

U ovoj studiji, kao i u studijama sprovedenim na drugim Sifovim bazama
(Garoufis 1 sar., 2009), dobijena je znacajno bolja antimikrobna aktivnost liganda od
njegovog Pd(II) kompleksa. Ligand ima bolju aktivnost na S. aureus od Dpba sa
semioksamazidnom strukturom, a postize se sli¢na aktivnost njegovog kompleksa Pt(II)
na E. coli (Radulovi¢ i sar., 2006). U odnosu na Dpba derivate sa etil-karbazatnom i
fenil-karbazatnom strukturom (Milenkovi¢ i sar., 2013a; 2014b), ligand postize bolji
antimikrobni efekat na grampozitivne bakterije. Slicno antimikrobno dejstvo prema
grampozitivnim 1 slabije prema gramnegativnim bakterijama, ligand pokazuje u
poredenju sa Dpba derivatom sa Girard T strukturom (Adaila i sar., 2014, Milenkovi¢ i
sar., 2015). S obzirom da su poznati Dpba derivati koji su aktivni prema rezistentnim
klinickim izolatima P. aeruginosa 1 E. coli (Milenkovi¢ i sar., 2015), ostvarena
aktivnost Pt(IT) kompleksa na E. coli daje osnov da se ispita njegov efekat i na klinicke

izolate.
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5.2. Antikancerski potencijal

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je antikancerski potencijal liganda, Pd(II) 1
Pt(Il) kompleksa, preko njihove citotoksicnosti, uticaja na proliferaciju i vreme
dupliranja populacije ¢elija, indukcije ¢elijske smrti nekroze i/ili apoptoze i uticaja na
direktnu migraciju ¢elija, na tumorskim ¢elijama humanog karcinoma larinksa (Hep-2) i
adenokarcinoma pluca (A549). U procesu razvoja novih hemioterapeutskih agenasa
jedan od parametara koji odreduju dalju sudbinu nekog jedinjenja u prekliniC¢kim i
klini¢kim ispitivanjima je selektivna toksi¢nost. Poznato je da je pojava nezeljenih
toksicnih efekata u uskoj vezi sa neselektivnim dejstvom na zdrava tkiva, pa je u
istrazivanje ukljucena i celijska linija MRC-5, poreklom od zdravih celija pluca.
Potencijalni toksi¢ni efekti liganda, Pd(IT) i Pt(II) kompleksa mogli bi da ogranice
njegovu primenu u hemioterapijama. Antikancerski potencijal je poreden sa aktivnoséu
hemioterapeutika na bazi platine — cisplatinom, karboplatinom i oksaliplatinom, koji su
u naSim eksperimentima posluzili kao pozitivne kontrole.

Selektivno citotoksi¢no dejstvo testiranih supstanci odredeno je preko parametra
SI, na osnovu odnosa koncentracija koje smanjuju prezivljvanje celija za 50% u
normalnoj c¢elijskoj liniji MRC-5 1 kancerskim celijskim linijjama Hep-2 i1 A549.
Intenzitet selektivnog citotoksicnog dejstva tumacen je prema slede¢im kriterijumima:
za SI > 2 dejstvo je selektivno, za SI > 3 dejstvo je visoko-selektivno, a jedinjenja sa
vrednostima SI < 2 smatrana su generalno toksi¢nim.

Da bi se utvrdilo da i je citotoksi¢ni efekat posledica ¢elijske smrti ili inhibicije
¢elijske deobe praceno je dejstvo netoksi¢nih i subtoksicnih koncentracija testiranih
supstanci na proliferaciju i vreme dupliranja poplacije ¢elija PDT, kao parametra
proliferacije. Povecanje vrednosti PDT ukazuje na citostatsku aktivnost ispitivane
supstance. Vreme dupliranja populacije ¢elija varira u zavisnosti od ¢elijske linije, pa
¢ak 1 izmedu c¢elijskih linija koje vode poreklo iz istog tkiva (Tsai i sar., 1996).

Programirana celijska smrt — apoptoza je pozeljan dogadaj u antikancerskoj
aktivnosti, pa je u ovom radu testirano koji tip Celijske smrti je najzastupljeniji u
populaciji tretiranih ¢elija. Brojnim studijama molekularnih mehanizama antitumorske
aktivnosti cisplatine pokazano je da biohemijski mehanizmi citotoksi¢nosti ukljucuju
interakciju cisplatine sa DNK (ali i drugim metama) i indukciju ¢elijske smrti putem
apoptoze, u okviru heterogene populacije ¢elija koja formira tumorsku masu (Cepeda i

sar., 2007).
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Kao reprezentativni model za ispitivanje da li se radi o nekrozi i/ili apoptozi kao
tipu Celijske smrti, odabrali smo ligand i A549 ¢elije. Morfoloske karakteristike A549
¢elija tretiranih ligandom prvobitno su pracene in situ, pomocu svetlosne mikroskopije
sa faznim kontrastom. U populaciji tretiranih ¢elija detektovan je veliki broj ¢elija sa
razli¢itim morfoloskim promenama koje su odgovarale obelezjima apoptotskih celija.
Ovaj tip celijske smrti, apoptoza, dalje je ispitan diferencijalnim bojenjem Celija
(AO/EB). Na osnovu integriteta ¢elijske 1 nukleusne membrane i na osnovu morfoloskih
karakteristika hromatina, primenom fluorescentne mikroskopije, dalje je ispitana rana i
kasna faza apoptoze.

Antikancerski hemioterapeutici, osim citotoksi¢nog, antiproliferativnog efekta 1
indukcije ¢elijske smrti apoptoze, mogu imati efekat i na citoskelet i pokretljivost celija.
Na ovaj nacin se moze redukovati migratorni potencijal kancerogenih ¢elija i inhibirati
metastaza. Za pracenje uticaja na migratorni potencijal ¢elija koris¢en je Wound healing
ili Scratch test, jedan od prvih testova u ispitivanjima novih antikancerskih jedinjenja,
jer imitira migraciju ¢elija in vivo. U studijama antimigratornog potencijala ispitan je
uticaj liganda, kompleksa Pd(II) i kompleksa Pt(II), pri koncentracijama koje
obezbeduju prezivljavanje 80% populacije ¢elija, na direktnu migraciju ¢elija. Da bi se
iskljuCio efekat proliferacije na zatvaranje proreza, ¢elije u monosloju su gajene u
medijum bez dodatka FBS, tj. sa smanjenom koli¢inom hranljivih sastojaka. Kao

pozitivna kontrola koriS¢ena je cisplatina.

5.2.1. Citotoksi¢na aktivnost

Citotoksic¢na aktivnost liganda, Pd(I) i Pt(II) kompleksa znacajno je varirala u
zavisnosti od testirane celijske linije. Ligand i Pt(I) kompleks postigli su najvisu
citotoksicnu aktivnost na Hep-2 ¢elijama, dok je Pd(II) kompleks pokazao dvostruko
manju citotoksiCanost. Efekat liganda 1 Pt(II) kompleksa na Hep-2 ¢elijama sli¢an je
oksaliplatini, bolji je od karboplatine i slabiji od cisplatine.

Slab citotoksi¢ni efekat pokazao je ligand na A549 ¢elijama, dok su kompleksi
Pd(IT) i Pt(Il) bili neaktivni, bez citotoksi¢nog efekta. Dobijena aktivnost liganda na
A549 ¢elijama znacajno je bolja od citostatika karboplatine, ali je oko 4 puta slabija od
cisplatine i oksaliplatine. Visoka otpornost A549 celija se moZe objasniti njihovim
poreklom od NSCLC koji ¢esto pokazuje rezistenciju na citostatike na bazi platine

(Cetintas i sar., 2012).
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Odreden stepen citotoksi¢nosti na zdravim MRC-5 ¢elijama, sli¢an karboplatini 1
slabiji od cisplatine i oksaliplatine, pokazali su samo ligand i Pt(II) kompleks.

Uporedivanjem citotoksi¢nih aktivnosti na zdravim i kancerskim c¢elijama,
ustanovljena je visoko-selektivna toksi¢nost sva tri novosintetisana jedinjenja prema
Hep-2 C¢elijama, a najbolji efekat pokazao je ligand. Karboplatina je pokazala
selektivnu, a cisplatina i oksaliplatina neselektivnu citotoksi¢nu aktivnost prema Hep-2
¢elijama. Ligand i model citostatici pokazali su neselektivnu toksicnost na celijama
A549. T pored toga, ligand je postigao citotoksicnu aktivnost koja se moze smatrati
zna¢ajnom za dalja ispitivanja, ako se uzme u obzir visoka rezistencija ove celijske
linije. Rezistencija A549 celija na komplekse Pd(II) i Pt(II) verovatno je posredovana
mehanizmima kao §to su redukovan celijski unos i povecana eliminacija, Sto se
odrazava na ukupnu akumulaciju jedinjenja u ¢eliji. Na pojavu rezistencije znacajno je
mogla uticati i povecana aktivnost enzima ukljucenih u reparaciju DNK oSte¢enja
izazvanih ispitivanim agensima (Rabik and Dolan, 2007).

Moze se uocCiti da je u grupi novosintetisanih jedinjenja Pd(II) kompleks
pokazao najslabiju citotoksi¢nu aktivnost. Za vecéinu poznatih bioloski aktivnih
kompleksa Pd(II) karaktericna je slabija citotoksi¢nost u poredenju sa odgovaraju¢im
analozima Pt(II). Ova pojava je posledica termodinamicke i kinetiCke nestabilnosti
Pd(IT) kompleksa, koja se objasnjava brzom hidrolizom kompleksa Pd(II) i formiranjem
visoko reaktivnih jedinjenja. Brzina hidrolize Pd(II) kompleksa moZe biti i do 100.000
puta vec¢a u odnosu na hidrolizu odgovarajuc¢ih analoga kompleksa Pt(II). Pretpostavlja
se da usled brze hidrolize Pd(II) kompleksi retko stizu u nepromenjenom obliku do
svojih farmakoloskih meta u ¢eliji, zbog Cega se povecava rizik od pojave nezeljenih
efekata, jer novonastali molekuli mogu da ometaju biohemijske procese u ¢eliji (Butour
isar., 1997; Abu-Surrah i sar., 2008).

Uporedivanjem antimikrobne i citotoksicne aktivnosti liganda, Pd(Il) i Pt(I)
kompleksa, zapaza se da je, u vecini slucajeva, antimikrobna aktivnost u opsegu
citotoksi¢nih koncentracija na ¢elijskim kulturama MRC-5, Hep-2 i A549. Interesantnan
podatak je dobijen sa ligandom u slu¢aju M. bovis, kada je bakteriostatiCki i
baktericidni efekat postignut na subtoksicnim koncentracijama za zdrave ¢éelije pluca
MRC-5. Ovakvi rezultati ukazuju na selektivnu toksi¢nost liganda prema ispitanoj vrsti
mikobakterija, koja bi mogla biti osnova za dalja istrazivanja antimikobakterijske

aktivnosti u studijama in vivo.
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Prema publikovanim rezultatima, razli¢iti derivati Dpba imaju snazno
citotoksi¢no dejstvo prema kancerskim celijskim linijama, medu kojima se posebno
istice aktivnost na ¢elijskim linijama koje su rezistentne na cisplatinu (MaleSevi¢ i sar.,
2006; Motswainyana i sar., 2013). Selektivna citotoksi¢na aktivnost sli¢na ligandu i
Pt(Il) kompleksu primecuje se kod Dpba jedinjenja sa ortotoluidinskom i 2,6-
lutidinskom strukturom (Motswainyana i sar., 2013). Neselektivna citotoksicnost na
¢elijama A549 dobijena je kod Dpba liganada sa etil-karbazatnom, fenil-karbazatnom i
Girard T strukturom (Milenkovi¢ i sar., 2013a, 2013b, 2014b, Cobeljic’ i sar., 2015).
Druga grupa acilhidrazona sa 1-adamatoil hidrazonskom strukturom pokazala je bolju
citotoksi¢nu aktivnost od liganda na A549 c¢elijama, sli¢nu cisplatini (Leovac 1 sar.,
2015). Kod drugih grupa poznatih derivata Dpba primecuje se da kompleksi sa
prelaznim metalima imaju bolju citotoksi¢nu aktivnost od samih liganada (MaleSevi¢ i
sar., 2006). Rezultati citotoksi¢nosti u nasim ispitivanjima na Hep-2 i A549 kancerskim
¢elijskim linijama pokazali su da uvodenje metala Pd(IT) i Pt(IT) u strukturu liganda ne

povecava njegovu citotoksicnost.

5.2.2. Antiproliferativna aktivnost

Najbolji antiproliferativni efekat pokazao je ligand na MRC-5, Hep-2 i A549
¢elijama, kao i1 Pt(II) kompleks na Hep-2 celijama. Pt(II) kompleks je pokazao
inhibitorni efekat na MRC-5 i A549 ¢elije u kasnoj proliferaciji. Pd(I) kompleks je
imao najslabiji antiproliferativni efekat na MRC-5 i Hep-2 ¢elijama, a na A549 celije
nije imao antiproliferativno dejstvo. Citostatici cisplatina, karboplatina i oksaliplatina
znac¢ajno su inhibirali proliferaciju na svim celijskim linijama 1 bili su efikasniji u
odnosu na testirane supstance. Vreme dupliranja populacije celija sa razliCitim
netoksi¢nim dozama ligand i njegovi kompleksi Pd(II) i Pt(II) pokazali su znacajna
povecanja parametra PDT na MRC-5 i Hep-2 ¢elijama, ukazujuéi na citostatsko dejstvo,
a citostatski efekat na celijama AS549 nije detektovan. Citostatska aktivnost je bila
izrazenija na Hep-2 ¢elijama, a Pt(I) kompleks je ispoljio najbolji efekat. Cisplatina,
karboplatina i oksaliplatina pokazale su citostatsku aktivnost prema ¢elijama MRC-5 i
Hep-2, a citostatski efekat na celijama AS549 nije ostvaren. Zbog izrazenog
antiproliferativnog efekta parametar PDT u nekim slu¢ajevima nije bio primenljiv, jer

nije doslo do dupliranja broja ¢elija u eksponencijalnoj fazi rasta populacije.
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5.2.3. Antimigratorna aktivnost

Antimigratorna aktivnost cisplatine kao pozitivne kontrole pokazana je u svim
testiranim linijama MRC-5, Hep-2 i A549. Ligand, Pd(II) i Pt(Il) kompleks inhibirali su
migraciju MRC-5 i Hep-2 ¢elija, pri ¢emu je inhibicija bila efikasnija na ¢elijama Hep-
2. Potencijal slican cisplatini pokazali su Pt(II) kompleks na Hep-2 i ligand na MRC-5
¢elijam. Na A549 ¢elijama testiran je samo ligand koji je dostigao nivo inhibicije slabiji
od cisplatine.

Ako se antimigratorna aktivnost posmatra sa glediSta selektivnog dejstva,
optimalni efekat testiranih supstanci se ocekuje ukoliko je inhibicija migracije
kancerskih veca u poredenju sa inhibicijom zdravih ¢elija. Na osnovu toga moze se
zakljuciti da je najbolje selektivno dejstvo prema Hep-2 celijama postigao Pd(II)
kompleks.

Remodeliranje ¢elijskog citoskeleta ima znacajnu ulogu u procesima celijske
deobe i aktivnog kretanja celija, pa nije iznenadujuca korelacija efekta testiranih
supstanci na migraciju i proliferacije celija.

Detektovani antimigratorni potencijal liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa ukazuju
da bi dalja istrazivanja njihove antikancerske aktivnosti in vitro mogla biti usmerena i
na ispitivanje uticaja na invazivnost i neoangiogenezu.

U literaturi nisu pronadeni podaci o prethodnim ispitivanjima antimetastatske

aktivnosti drugih derivata Dpba.

5.2.4. Celijska smrt

U studijama ispitivanja Celijske smrti, vecina ¢elija izlozenih delovanju liganda
tokom 48 sati ispoljila je morfoloske karakteristike rano apoptotskih celija, ¢ime je
potvrdeno da ligand indukuje apoptozu u kancerskim A549 ¢elijama. Prema literaturnim
podacima indukcija apoptoze u A549 Celijama postize se i Dpba derivatima sa Girard T
strukturom (Cobelji¢ i sar., 2015). Poznati su derivati Dpba koji indukuju apoptozu kod
drugih tipova kancerskih linija (Milenkovi¢ i sar., 2013). Pojedini kompleksi Pd(II) i
Pt(Il) sa Dpba strukturom indukuju apoptozu u HeLa C(elijama bez znacajnog

narusavanja distribucije celijskog ciklusa (MaleSevi¢ i sar., 2006). Zbog znacajne
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slicnosti u strukturi ovih Dpba jedinjenja i liganda, mozemo pretpostaviti da se

citotoksi¢na aktivnost ostvaruje istim mehanizmima dejstva.

5.3. Genotoksicni potencijal

Genotoksi¢ni efekat liganda, Pd(II) i Pt(I) kompleksa prac¢en je u MRC-5, Hep-
2 1 A549 ¢elijama, alkalnim komet testom, kojim se detektuju jednolancani i dvolan¢ani
prekidi u molekulu DNK, i alkalno labilna mesta. Testirane su netoksi¢ne i subtoksi¢ne
koncentracije pri kojim je najmanje 60% celija vijabilno. Da bi se procenila bezbednost
eventualne primene ovih jedinjenja u klinicke svrhe ispitivanja su ukljucila zdrave ¢éelije
plu¢a MRC-5 i kancerske ¢elije Hep-2 i A549, usled rizika od pojave sekundarnih
tumora. Cisplatina je koriS¢ena kao pozitivna kontrola, iako lekovi na bazi platine
indukuju visok nivo DNK ostecenja i1 pripadaju grupi genotoksi¢nih lekova (Swift i
Golsteyn, 2014). Oni zauzimaju znacajno mesto u onkoloskoj praksi, jer terapeutski
efekti koje postizu daleko prevazilaze rizike po zdravlje koje donosi njihova upotreba.

Ligand i Pt(Il) kompleks nisu pokazali znac¢ajan genotoksi¢ni efekat u ¢elijama
MRC-5 za razliku od Pd(II) kompleksa. U Hep-2 ¢elijama ligand je izazvao znacajni
nivo ostecenja DNK.

Iako su ligand i Pd(IT) kompleka pokazali genotoksi¢ni potencijal, Sto ukljucuje
oprez u slucaju njihove primene uz strogo definisanje maksimalno dozvoljene doze, u
poredenju sa cisplatinom dobijen je znacajno nizi nivo DNK oStecenja. Ovo ukazuje da
bi primena liganda i Pd(IT) kompleksa u medicinske svrhe bila bezbednija od cisplatine.

Povecana genotoksi¢nost, pra¢ena slabijom citotoksicnom aktivnos$éu, u
poredenju sa odgovaraju¢éim Pt analozima dobijena je i kod drugih Pd kompleksa
(Miklasova 1 sar., 2009). Genotoksi¢nost Pd(II) kompleksa moze se dovesti u vezu sa
fizi€cko-hemijskim karakteristikama i1 termodinamickom 1 kinetickom nestabilnoS¢u

Pd(IT) kompleksa.
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5.4. Antivirusni potencijal

Ispitivanje antivirusne aktivnosti liganda, Pd(IT) i Pt(I) kompleks bazirano je na
¢injenici da ova jedinjenja sadrze adamantil grupu koja je odgovorna za akrivnost vise
poznatih antivirusnih lekova. Antivirusna aktivnost prema poliovirusu tip 1 pracena je
preko redukcije citopatogenog efekta na visokoosetljivoj ¢elijskoj liniji Hep-2, na
intracelularnom nivou, variranjem momenta aplikacije ispitivanih jedinjena u odnosu na
momenat infekcije virusom. Kako bi se utvrdilo da 1li agensi deluju na pocetne faze
virusnog infektivnog ciklusa — adsorpciju i penetraciju, ili na kasnije faze virusnog
infektivnog ciklusa u kojima se virus umnozava, ¢elije Hep-2 su tretirane jedinjenima
pre i posle infekcije virusom. Antivirusna aktivnost je ispitana pri koncentracijama
supstanci koje su obezbedile 80% vijabilnih Hep-2 ¢elija. Redukcija virusne aktivnosti
od 50% uzeta je kao prag znacajne antivirusne aktivnosti za ispitivano jedinjenje, prema
smernicama za razvoj antiviralnih lekova (FDA, 2006). Rezultati antivirusne aktivnosti
poredeni su sa aktivnoS¢u interferona o-2a, koji je u eksperimentima posluzio kao
pozitivna kontrola.

Antivirusni efekat liganda je bio veci od Pt(II) kompeleksa u slucaju tretmana
pre infekcije PV1 virusom. Antivirusna aktivnost je najverovatnije postignuta blokadom
ili modifikacijom receptora na povrsini ¢elije za koje se virusi specificno vezuju. Na
ovaj nacin je smanjen broj adsorbovanih virusa i povecana zastita ¢elije od infekcije.

Najvecu aktivnost pokazao je kompleks Pt(II) u slucaju tretmana nakon infekcije
PV1 virusom. Antivirusna aktivnost ovog kompleksa je rezultat efekta na neku od faza
u umnozavanju virusa. Kompleks Pd(II) nije ispoljio antivirusnu aktivnost prema PV1
na intracelularnom nivou, ni u tretmanu pre, ni u tretmanu posle infekcije.

Antivirusna aktivnost liganda i Pt(II) kompleksa ostvarena je pri niskim
koncentracijama, Sto predstavlja osnovu za postizanje selektivnog dejstva in vivo.
Medutim, antivirusna aktivnost liganda i Pt(I) kompleksa viSestuko je manja u
poredenju sa efektom koji je ostvario interferon o-2a. Ligand i Pt(II) kompleks nisu
dostigli 50% redukcije virusne aktivnosti PV1, pa se njihov antivirusni potencijal moze

oznaciti kao slab.
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5.5. BioloSka aktivnost liganda, Pd(II) i Pt(II) kompleksa

Novosintetisana  jedinjenja  ispitivana u ovom radu, ligand 2-
(difenilfosfino)benzaldehid-1-adamantoilhidrazon i njegovi kompleksi Pd(Il) 1 Pt(Il),
pokazala su antimikrobno dejstvo razliCitog intenziteta prema odabranim sojevima
bakterija i gljivica. Ligand je pokazao snaznu antimikrobnu aktivnost na bakteriji M.
bovis, koja je znacajni patogen Zivotnja i Coveka, pri ¢emu je razvoj novih agenasa
protiv tuberkuloze tezak zadatak usled izrazito nepermeabilanog celijskog zida
mikobakterija.

Ispitivana jedinjenja su ostvarila dozno-zavisnu citotoksi¢nu aktivnost, kao i
antiproliferativno dejstvo prema malignim celijskim linijama, poreklom iz raliitih
tipova tumora i visoko-selektivno dejstvo prema celijskoj liniji koja vodi poreklo od
humanog karcinoma larinksa. Dalja istrazivanja dovela su do saznanja da su ova
jedinjenja aktivna u inhibiciji migracije ¢elija.

Posebno se mozZe istaci citotoksi¢no i proapoptotsko dejstvo liganda na ¢elijsku
liniju poreklom od nemikrocelularnog karcinoma koji je visoko rezistentan na postojece
hemioterapeutike na bazi platine. Slabiji genotoksic¢ni efekat liganda i Pd(II) kompleksa
u poredenju sa cisplatinom moze biti osnova za njihovu potencijalnu primenu. Testirana
jedinjenja su pokazala slab antivirusni potencijal prema poliovirusu tip 1.

Poredenem genotoksi¢nosti, antibakterijske i antivirusne aktivnosti primecuje se
da koncentracije liganda i Pt(II) kompleksa kojima se postize antimikrobni efekat na M.
bovis 1 antivirusni efekat prema PV1 nisu izazvale genotoksi¢ni efekat na zdravim
¢elijama MRC-5, §to bi moglo da podrzi terapeutsku primenu ovih supstanci koja ne
nosi rizik od genotoksi¢nosti.

Ova doktorska disertacija po prvi put u naSim laboratorijama predstavlja uticaj
kombinovanih jedinjenja sa strukturom Dpba i adamantana na antimikrobnu,
citotoksi¢nu 1 genotoksi¢nu aktivnost. Ova istraZivanja su pokazala da su derivati 2-
(difenilfosfino)benzaldehida sa adamantil grupom dobri kandidati za dalja in vitro i in
vivo ispitivanja i da se mogu razmatrati kao potencijalni hemioterapeutici, sa izraZzenim
antimikrobnim, citotoksi¢nim, antiproliferativnim 1 antimigratornim svojstvima, i
slabijim genotoksi¢nim potencijalom u odnosu na citostatik cisplatinu, Sto je vazan
aspekt bezbednosti za dalja in vivo istrazivanja i eventualnu klinicku primenu. Rezultati

ovog istrazivanja mogli bi da doprinesu razvoju novih hemioterapeutskih agenasa za
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tretmane infekcija i kancera, sa manjim toksi¢nim uticajem na organizam 1 manje

nezeljenih efekata.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa zadatim ciljevima ove doktorske disertacije i dobijenim rezultatima o
bioloskoj aktivnosti novosintetisanog liganda 2-(difenilfosfino)benzaldehid-1-
adamantoilhidrazona i njegovih Pd(II) i Pt(I[) kompleksa, mogu se doneti sledeéi

zakljucci:

e Ligand, Pd(Il) i Pt(II) kompleks pokazali su umerenu ili slabu antibakterijsku
aktivnost prema pojedinim referentnim grampozitivnim i gramnegativhim
bakterijama.

e Ligand je postigao snazno bakteriostaticko 1 baktericidno dejstvo prema
atenuisanom soju M. bovis Bacillus Calmette-Guérin koji stimuliSe protektivni
imunitet na M. tuberculosis.

e Ligand je ispoljio selektivno dejstvo prema M. bovis Bacillus Calmette-Guérin u
poredenju sa zdravim celijama plu¢éa MRC-5. Ovakav efekat bi mogao biti
osnova za dalja istrazivanja antimikobakterijske aktivnosti u studijama in vivo.

e Ligand, Pd(Il) i Pt(Il) kompleks pokazali su izrazeno citotoksi¢no dejstvo na
¢elijam Hep-2, u opsegu aktivnosti referentnih citostatika oksaliplatine i
karboplatine.

e Ligand je pokazao citotoksicnu aktivnost na ¢elijama A549 poreklom od visoko-
rezistentnog nemirocelularnog karcinoma pluéa, koja je znacajno bolja od
referentnog citostatika karboplatine.

o Efekti citotoksicnosti svih testiranih supstanci na zdravim ¢elijama plu¢a MRC-
5 bili su manji u poredenju sa efektom postignutim na kancerskoj ¢elijskoj liniji
Hep-2, ¢ime je pokazano njihovo selektivno dejstvo.

e Ligand i njegovi kompleksi Pd(II) i Pt(Il) ostvarili su visoko-selektivnu
citotoksic¢nu aktivnost prema kancerskim ¢elijama larinksa Hep-2, pri poredenju
sa zdravim ¢elijama plu¢a MRC-5. Najvecu selektivnu toksicnost na Hep-2
¢elijama pokazao je kompleks Pd(II).

e Ligand je pokazao neselektivhu citotoksinu aktivnost na celijama
adenokarcinoma plu¢a A549, kao i referentni citostatici cisplatina, karboplatina

1 oksaliplatina.
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Antiproliferativno dejstvo liganda, Pd(IT) i Pt(Il) kompleksa pokazano je na
zdravim MRC-5 1 kancerskim ¢elijama Hep-2, dok je proliferacija A549 celija
bila inhibirana ligandom i Pt(Il) kompleksom. Svi antiproliferativni efekti bili
su slabiji od referentnih citostatika cisplatine, karboplatine i oksaliplatine

Antimigratorni efekat pokazale su sve ispitivane supstance, a naefikasniji 1
slican cisplatini je Pt(Il) kompleks na Hep-2 celijama. Pd(II) kompleks je u
poredenju sa zdravim ¢elijama MRC-5 ostvario selektivnu antimigratornu
aktivnost prema kancerskim ¢elijama Hep-2.

Citostatsko dejstvo su pokazale sve ispitivane supstance, a naefikasniji je Pt(II)
kompleks na ¢elijama Hep-2. Ligand i Pt(Il) kompleks su ispoljili citostatsku
aktivnost na MRC-5 ¢elijama. Dostignuti citostatski efekti bili su slabiji u
poredenju sa referentnim citostaticima.

Ligand je indukovao programiranu celijsku smrt apoptozu u A549 Celijama
adenokarcinoma pluca.

U poredenju sa cisplatinom dobijeni genotoksi¢ni efekti liganda i Pd(II)
kompleksa su znatno nizi, pa bi njihova primena u medicinske svrhe, sa glediSta
genotoksi¢nih rizika, bila bezbednija od cisplatine.

Ligand 1 Pt(IT) kompleks pokazuju slabiji antivirusni potencijal na adsorpciju i
replikaciju poliovirusa tip 1 u poredenju sa interferonom a.-2a.

Ligand je ostvario bolji antivirusni efekat na pocetne faze infektivnog ciklusa 1
adsorbciju virusa, dok je u kasnijim fazama u kojima se virus umnozava Pd(II)
kompleks bio efikasniji.

Na osnovu prethodno iznetih zakljucaka, derivati 2-(difenilfosfino)benzaldehida
sa adamantil grupom pokazali su se kao dobri kandidati za dalja in vitro 1 in
vivo ispitivanja. Na osnovu izrazenih antimikrobnih, citotoksi¢nih,
antiproliferativnih 1 antimigratornih karakteristika ova novosintetisana
jedinjenja mogu se razmatrati prilikom razvoja novih hemioterapeutika. Slabiji
genotoksi¢ni potencijal od cisplatine pruza veci stepen bezbednosti u daljim in
vivo istrazivanja i eventualnoj klini¢koj primeni, $to bi moglo da doprinese
razvoju novih hemioterapeutskih agenasa za tretmane infekcija i kancera, sa

manjim toksi¢nim uticajem na organizam i manje nezeljenih efekata.
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Slika 10. Krive rasta A549 ¢elija u tretmanima ligandom i cisplatinom
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Mpunor 1.

MU3jaBa o ayTopcTBy

Motnncanu-a _Bepa C. Cumuh

6poj uHaekca __51002/2008

WUzjaBmbyjem
fa je AOKTopCcKa AucepTaumja nog HacnoBom

AHTUMUKPOBHA, LINTOTOKCUYHA M [EHOTOKCUYHA _ aKTWBHOCT HOBOCUHTETUCaHIX

komnnekca nanagvjyma(ll) v nnatuHe(ll) ca 2-(audeHunndocdrHo)beH3anoexma-1-
afaMaHToOWNXUaPa3oHOM

¢ PEe3ynTaT COMNCTBEHOr NCTPaXMBaYKor paga,

* [a npegnoxeHa gucepTauuja y LUenuHW Hi y AenoBumMa Huje 6vna npeanoxeHa
3a fobujare Buno koje AWNMoMe npema CTyAMjCKUM nporpamuma Apyrnx
BUICOKOLUKOSCKMX YCTaHoBa,

* [a Ccy pes3ynTaTu KOPeKTHO HaBeAeHU 1

° [a HMCaM KpwWo/na aytopcka mpasBa W KOPUCTUO VHTENeKTyarHy CBOjuHY
APYInX nuua.

MoTnuc gokropanpa

Y beorpagy, _08.02.2016.

VS’V wy'e”




Mpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTYU LUTaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje OOKTOPCKOr paga

Vime 1 npesume aytopa _Bepa Cumuh

Bpoj uHgekca _B1002/2008

Cryaujckn nporpam _Buonoruja

Hacnoe paga AHTUMMKPOBHA, LIMTOTOKCWYHA W FeHOTOKCMYHA aKTMBHOCT

HOBOCUHTETUCAHUX Komnrekca nanagujyma(ll) v nnatuxe(ll) ca 2-

(audbenunndocduHo)beHsanaexna-1-anamaHToUNX1aApa3oHOM

MeHTtop _Mpod. ap bpaxka Bykosuh-laymh

MotnucaHw/a _Bepa Cumuh

W3jaBrbyjeM da je WTamMnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eeKTPOHCKO]
Bepanju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbusare Ha noptany [urutanHor
penosuTopujyma YHueep3utera y Beorpagy.

[ossorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHW Nojaumn BesaHw 3a fobujare akagemckor
3Barba [OKTOPA HayKa, Kao LUTO Cy UME U Npesnume, roavHa 1 MecTo pohera 1 aaTym
onbpaHe paga.

OBy NWYHM nogaun mory ce objaBUTM Ha MPEeXHWM CcTpaHulama agurutanHe
BubnuoTeke, y ENEKTPOHCKOM kaTtarnory 1 y nybnukauvjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTrnuc gokTopaHaa

Y Beorpapy, _08.02.2016.

VQ‘W, wy &




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnauwhyjem YHunsepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh" aga y [ururansu
pernosnTopujym YHueepauteTa y beorpagy yHece Mojy [OKTOpCKy avcepTauujy nof
HacrnoBom:

AHTUMUKPOOHA, LIMTOTOKCUYHA W FEHOTOKCUYHA aKTUBHOCT HOBOCHMHTETUCAHMX
komnnekca nanagujyma(ll) n nnatuHe(ll) ca 2-(andenundocduHo)beH3anaexua-1-
afamMaHToOUNXWAPa30HOM

koja je Moje ayTopcko geno.

[ucepTaunjy ca cBuM npuosuMa npegao/na cam y enekTpoHckom opmarty norogHom
3a TPajHO apxMBUpak-e.

Mojy nokTopcky AucepTaumjy noxparseHy y JuritanHu penosutopujyMm YHusepauteta
y Beorpaay mory na kopucte CBK koju nowwTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeqHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyqno/na.

1. AytopcTBo
2. AyTopcTBO - HEKOMEpPUWjarnHo
3. AyTopcTBO — HekomepLyjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpcTBO — HekoMepLMjanHo — AenyTi No4 UCTUM YCoBMMA

5. Aytopcteo — 6e3 npepase
6. AyTopCcTBO — AEMUTM NOZ UCTUM YCMNOBMMA

(Monvmo aa 3aokpykuTe camo jeaHy OA LUEeCT MOHYREeHWX NUUEHUM, KpaTak onvc
nuueHuM AaT je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, _08.02.2016.
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1. AytopcTtBo - [losBorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpubyuwrjy W jaBHO caoniutaBake
Aena, v npepage, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HauumH ogpefleH oa cTpaHe ayTopa
unv gasaoua NuUUeHLe, Yak 1 y komepuwujanHe cepxe. OBo je HajcnobofdHuja of, ceBux
NUUEHLN.

2. AyTopcTBO — HEKOMepLUMjanHo. [Jo3BorbagaTe yMHOXaBarke, AUCTpUBYUM)y 1 jaBHO
caonwTaBare Aena, v npepage, ako ce HaBede UMe aytopa Ha HaduH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa Mnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [o3BosbaBa KoMepuwmjanHy
ynoTpedy gena.

3. AytopcTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepage. [dossBorbasaTte yMHOXaBahe,
avctpubyunjy n jaBHO caonwTasBawe gena, ©e3 npomeHa, npeobnvkosara Wnu
ynotpebe pena y cBOM Aeny, ako ce Hasefe WUMme aytopa Ha HaduH ogpeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nvueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KOMEepLUujanHy
ynoTpeby gena. ¥ ogHoCy Ha cBe ocTane nuLUeHUe, 0BOM NULEHLUOM Cce orpaHuyasa
Hajsehn 0bum npasa kopuwherwa gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMepuMjanHo — [enutu nop WMcTum ycriosuma. [lossorbasare
yMHOXaBare, AucTpubyLnjy 1 jJaBHO caoniwuTaBame [ena, u npepage, ako ce Hasefe
MMe aytopa Ha HaduH ogpefeH of cTpaHe ayTtopa wnv daBaola JIMLUEHLE U ako ce
npepaga auctpubyupa nog WCTOM MMM cnvyHom nuudeHuom. Osa nuueHua He
[03BOrbaea komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AMCTPUOYLW)Y W jaBHO
caonwTaeare aena, 6e3 npomexa, npeobnukosara unu ynotpede aena y ceom geny,
ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauwH oppefeH of cTpaHe ayTopa wnwu gasaoua
nuueHue. Oea nuueHUa [03BorbaBa KomepuwjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpcTBO - JenuTiu noj WCTWUM ycroBuma. [losBorbasare YyMHOXaBae,
OncTpubyuKnjy W jaBHO caonwTasare fena, v npepage, ako ce Haseae uMe ayTopa Ha
HauyuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wWnv fAasaoua nvueHUe 1M ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM WM cnudHOM  nuueHuom. OBa nuueHua [o3Borbaea
komepuujanHy ynotpeby gena w npepaga. CnuyHa je coTBEPCKAM nuULEHUama,
O4HOCHO NuLeHLiaMa OTBOPEHOT KoAa.



