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Sinteza i karakterizacija rutenijum-arenskih kompleksa sa N, S ili O donorskim

ligandima

REZIME

U ovom radu je opisana sinteza, karakterizacija i1 bioloska aktivnost novih
organorutenijumskih kompleksa. Sintetisani su kompleksi koji se sastoje od benzenskog,
toluenskog i cimenskog arenskog dela, a kao ligandi su kori$¢eni hlorhinolinski derivati, planarni

aromati¢ni polipiridini, dihidrazid i hlorido anjoni.

Sintetisani su ligandi: 1-(7-hlorhinolin-4-il)tiourea, kao predstavnik 7-hlorhinolina,
11,12-dimetildipirido[3,2-a:2’,3'-c]fenazin (Me2dppz), 2-(9-antril)-1H-imidazo[4,5-f]
[1,10]fenantrolin (aip) i pirido[2',3":5,6]pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolin (ppf) koji predstavljaju
seriju planarnih aromati¢nih polipiridinskih liganada koji daju kompleksima lipofilna svojstva i
samim tim olak§avaju prodor u ¢eliju i ispoljavanje Zeljenog dejstva i N*,N2-dipropionilhidrazin,
koji je koordinovan za dva rutenijum(ll) centra dao kompleks. Svi kompleksi su okarakterisani
infacrvenom i NMR spektroskopijom, masenom spektrometrijom i molekulske formule su
potvrdene elementalnom analizom. Stabilnost kompleksa u rastvoru DMSO-a je takode
analizirana zbog daljih bioloskih istrazivanja u ovom medijumu i na osnovu NMR spektara je

potvdena stabilnost kompleksa.

Bioloska istrazivanja aktivnosti sintetisanih liganada i kompleksa su in vitro izvrSena na
tumorskim ¢elijama: karcinoma grlica materice (HelLa), humanoj ¢elijskoj liniji endotela (EA.hy
926), mijelogenoj eritroleukemiji (K562), alveolarnom bazalnom adenokarcinomu (A549),
karcinomu dojke (MDA-MB-231) i jednoj netumorskoj humanoj celijskoj liniji fibroblasta iz
plu¢a (MRC-5). Kompleksi su pokazali bolju aktivnost u poredenju sa ligandima, a cimenski
kompleksi se mogu izdvojiti kao aktivniji u odnosu na ostale arenske komplekse. Antitumorsko
dejstvo nekih jedinjenja je slicnih vrednosti aktivnosti kao cisplatina, a u nekim slucajevima su

rutenijumski kompleksi pokazali i znatno vecu aktivnost.



Kljuéne reci: organorutenijumski kompleksi, hlorhinolin, interkalacija, tumor, citotoksi¢nost
Naucna oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Opsta i neorganska hemija

UDK broj: 546.9



Synthesis and characterization of ruthenium-arene complexes with N, S or O donor

ligands

SUMMARY

In this is presented synthesis, characterization and biological activity of new
organotrainum complexes. Complexes contain benzene, toluene and cymene as part of arene
moiety, and chloroquinoline derivatives, planar aromatic polypyridines dihydrazide and chlorido

anions as ligands.

Synthesized ligands: 1-(7-chloroquinolin-4-yl)thiourea, as a representative of 7-
chloroquinoline, potent antimalaran, 11,12-dimethyldipyrido[3,2-a:2',3'-c]phenazine (Me2dppz),
2-(anthracen-9-yl)-1H-imidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline (aip) and
pyrido[2',3":5,6]pyrazino[2,3-f][1,10]phenanthroline (ppf) representing a series of planar
aromatic polypyridine ligands that give complexes lipophilic properties and thus facilitate
cellular uptake, and expression of the desired anticancer effect, and N, N?-dipropionylhydrazine,
which gave a complex coordinated to two ruthenium(ll) centers. All complexes were
characterized by infrared and NMR spectroscopy, mass spectrometry and molecular formula
were confirmed by elemental analysis. The stability of the complex in the DMSO solution was
also analyzed for further biological tests in this medium, and based on the NMR spectra, the

stability of the complex was confirmed.

Biological studies of the activity of synthetic ligands and complexes were performed in vitro on
tumor cells: human cervical adenocarcinoma (HeLa), human umbilical vein endothelial cells
(EA.hy 926), human myelogenous leukemia (K562), human alveolar basal adenocarcinoma
(A549), human breast adenocarcinoma (MDA -MB-231) and one nontumor human lung
fibroblast cell line (MRC-5). Complexes have shown better activity compared to ligands, and
cymene complexes can be highlighted as the more active in relation to other arene complexes.
The antitumor effect of some compounds is similar to the activity values of cisplatin, and in

some cases ruthenium complexes have shown significantly higher activity.
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Lista skrac¢enica

DNK dezoksiribonukleinska kiselina
CDDP cis-diamindihloridoplatina(ll)

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovan oblik)

GSH glutation

NAMI-A imidazolijum-[trans-tetrahlorido(dimetilsulfoksid)(imidazol)rutenat(l11)]
KP1019 indazolijum-[trans-tetrahloridobis(1H-indazol)rutenat(I11)]

bpi bipiridin

phen 1,10-fenantrolin

dpq dipiridokinoksalin = pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolin

dppz dipiridofenazin

Me.dppz dimetil-dipiridofenazin

dppn 4,5,9,16-tetraaza-dibenzo[a,c]naftacen

aip 2-(9-antril)-1H-imidazo[4,5-f] [1,10]fenantrolin

ppf pirido[2',3".5,6]piraaipzino[2,3-f][1,10]fenantrolin

PTA 1,3,5-triaza-7-fosfatriciklo[3.3.1.1]dekan

DCM dihlormetan

DMSO dimetil-sulfoksid

MTT 2,5-difenil-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2H-tetrazolijum-bromid
TB tripan-plava

PBS fosfatni puferski rastvor ("Phosphate buffer solution™)

Pl propidijum-jodid



FITC
Me

Et

ATR
NMR

HSQC

HMBC

ESI-MS

fluorescein-izotiocijanat

metil

etil

infracrveno zracenje

razblazena ukupna refleskija (Attenuated Total Reflection)
Nuklearno-magnetna rezonanciona (spektroskopija)

heteronuklearna pojedinac¢na kvantna koherencija (Heteronuclear Single Quantum

Coherence)

heteronuklearna koherencija preko vise veza (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence)

elektrosprej-jonizaciona masena spektrometrija
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1. Uvod

Zhog opsteg trenda porasta obolelih od raznih bolesti, javlja se veca potreba za lekovima,
unapredivanjem nacina lecenja i dijagnostike. Po broju smrtnih slucajeva kod ljudi, na drugom
mestu se nalaze tumori kao uzrok. 1z tog razloga se na globalnom nivou ulazu veliki napori u
borbi protiv ovog uzroka smrti. Postoji ve¢ veliki broj poznatih lekova za kancer koji su u
upotrebi, ali se konstantno traga za boljim, selektivnijim i lekovima sa manje nezeljenih efekata.
Razne oblasti hemije sluze kao desna ruka medicini i farmaciji u pronalazenju novih i
modifikaciji poznatih lekova u primeni protiv raka. U oblasti koordinacione hemije kompleksi
prelaznih metala imaju vaznu ulogu u lecenju i dijagnostici raznovrsnih vrsta oboljenja. Zbog
ovih karakteristika pronalaze primenu u oblastima medicinske i bioneorganske hemije, farmacije,
mikrobiologije i kozmetike.

Do sada je sintetisan veliki broj kompleksnih jedinjenja platine, paladijuma, zlata,
rutenijuma i kobalta sa raznovrsnim ligandima, u cilju dobijanja kompleksa sa $to boljim
antitumorskim dejstvom 1 selektivnosé¢u. Pored najces¢e koris¢enih kompleksa platine,
kompleksna jedinjenja rutenijuma su predmet velikog interesovanja jo$ od trece Cetvrtine pro§log
veka, a intenzivna proucavanja zasnivaju se na dobroj bioloskoj aktivnosti koju pokazuju. Nacin
na koji deluje neki lek je jako vazna karakteristika, koja mnogo moze da pomogne u daljim
istrazivanjima, kako bi se $to bolje modifikovale osobine budu¢ih lekova. Samim tim, u sklopu
ovih istrazivanja je 1 utvrdivanje mehanizma dejstva dobijenih jedinjenja.

Tema ove doktorske disertacije bila su istraZivanja usmerena na sintezu novih
kompleksnih jedinjenja rutenijuma i ispitivanju njihove potencijalne antitumorske aktivnosti u
cilju dobijanja jedinjenja koja ¢e prevaziéi trenutno primenjivane lekove na bazi platine koja
ispoljavaju Sirok spektar nezeljenih dejstava. U ovu svrhu, kao ligandi koris¢eni su organski
molekuli ¢ije su strukturne osnove pokazale znac¢ajno preimucstvo kako u smislu biodostupnosti

tako i farmakokinteti¢kih osobina.



2. Opsti deo

Tumor je opsti naziv za stanje koje nastaje kao posledica nekontrolisane deobe i Sirenja
nefunkcionalnih ¢elija ili je posledica neizumiranja ¢elija u trenutku kada je njihov Zivotni vek
zavrsen. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (iz juna 2017) oko 90,5 miliona ljudi
ima dijagnostikovan rak i svake godine se javlja oko 14,1 miliona novih slucajeva. Tumor,
odmah posle kardiovaskularnih bolesti, izaziva najveéi broj smrtnih slucajeva na godi$njem
nivou (8,8 miliona ljudi).! Upotreba duvana uzrokuje oko 22 % smrtnosti od raka. Jo$ oko 10 %
uzrokuju gojaznost, losa ishrana, nedostatak fizicke aktivnosti ili prevelika koli¢ina alkohola.
Ostali faktori rizika ukljucuju odredene infekcije, izlozenost jonizuju¢em zracenju i zagadivace
zivotne sredine. Oko 5-10 % karcinoma uzrokovano je naslednim genetskim defektima od

roditelja.

Rak moze nastati skoro svuda u ljudskom telu. Normalno, ¢elije rastu i dele se kako bi
formirale nove éelije. Celije odumiru usled starenja i odteCenja i zamenjuju se novim ¢elijama.
Razvitak raka remeti ovaj proces, stare i oStecene celije ne odumiru, a formiraju se nove celije
koje nemaju normalnu funkciju, ubrzano se dele i formiraju abnormalnosti zvane tumori. Mnogi
tumori stvaraju Cvrsta tkiva. lzuzetak su kanceri krvi, kao sto je npr. leukemija, kod koje ne
nastaju ¢vrsta tkiva.

Tumori u najosnovnijoj podeli mogu biti benigni i maligni (kancerogeni). Postoji mnogo
vrsta razli¢itih tumora, a njihovo ime najéesce potice od mesta nastanka primarnog tumora ili
mogu ukazati na njihov oblik ili na¢in na koji rastu. Kancerogeni tumori su maligni, $to znaci da
se mogu Siriti ili prodirati u obliznja tkiva. Osim toga, neke c¢elije raka mogu se odvojiti od
primarnog tumora i preneti kroz krv ili limfni sistem do udaljenih mesta u telu i formirati nove
tumore daleko od prvobitnog tumora. Ovo predstavlja razvice metastaza. Metastatski tumori
mogu ozbiljno narusiti normalno funkcionisanje tela i ve¢ina smrtnih ishoda kod ljudi obolelih

od raka je posledica metastaze.

Za razliku od malignih tumora, benigni tumori ne prodiru u obliznja tkiva. Ipak, benigni

tumori mogu biti prilicno veliki. Kada se uklone, nasuprot malignim tumorima, obi¢no se ne



vracaju. Za razliku od vec¢ine benignih tumora u drugim delovima tela, benigni tumori mozga

mogu biti opasni po zivot.

Tumorske Celije se razlikuju od normalnih ¢elija, §to im omogucava da se otmu kontroli
organizma 1 postanu invazivne. Jedna vaZzna razlika je u tome Sto su celije raka manje
specijalizovane od normalnih ¢elija. Normalne ¢elije imaju svoje specificne funkcije, dok celije
raka nemaju. Ovo je jedan od razloga Sto, za razliku od normalnih ¢elija, ¢elije raka nastavljaju
da se dele bez kontrole. Pored toga, tumorske ¢elije mogu da ignoriSu signale za prestanak deobe
ili proces poznat kao programirana celijska smrt (apoptoza), koje telo koristi da bi se resilo
nepotrebnih ¢elija. Celije raka mogu uticati na normalne ¢elije, molekule i krvne sudove koji ih
okruzuju i hrane tumor. One mogu izazvati formiranje krvnih sudova iz obliznjih normalnih
¢elija, da bi se tumor snabdevao kiseonikom i hranjivim materijama, koje omogucavaju njegov
rast. One takode mogu izbe¢i odgovor imunog sistema, "sakriti" se od njega i sistema popravke.

Tumori takode mogu koristiti imuni sistem za svoj rast i razvoj.2

U tumorskim ¢elijama, glikoliza je znacajno ubrzana da ispuni visoke zahteve za ATP-
om i energijom, a ugljenici koji poti¢u od glukoze su glavni gradivni elementi masnih kiselina 1
nukleotida potrebnih za nove ¢elije. Glutaminoliza se takode poveéava radi regeneracije NADPH
(iz koga kasnije nastaje GSH), dok glutaminski ugljenici dopunjuju Krebsov ciklus, u kome
nastaju metaboliti koji kasnije sluze za biosintezu makromolekula. Rezultat ubrzanog
metabolizma tumorskih ¢elija je pojava acidoze, $to je posledica lokalnog nagomilavanja mle¢ne
kiseline u ¢eliji. Ovo je povezano i sa fragmentima glutamina i glukoze, koji se takode koriste za
proizvodnju mle¢ne kiseline. Lakti¢na acidoza takode usmerava metabolicko reprogramiranje
tumorskih éelija i sluzi kao dodatni selektivni pritisak promena.®

Muskarace statisticki najée$¢e pogadaju karcinomi prostate, pluca i kolorektalni
karcinom. Karcinom dojke predstavlja najcesée dijagnostikovan tumor i nakon kancera pluca
predstavlja drugi vodeéi uzrok smrti od tumora kod Zena.*

Dijagnoza zavisi od vrste i lokacije tumora. Mogu se Kkoristiti tumor marker testovi krvi,
radiografija X-zracima, magnetna rezonanca, endoskopija, neki tumori mogu se videti golim
okom (ukoliko su spolja na kozi), dok se neki mogu osetiti (palpacija prstima).®

Benigni tumori nekada ne zahtevaju tretman ukoliko se prate i dode do njihove primetne

redukcije u veli€ini ili se mogu ukloniti hirur§kim putem.



Za maligne tumore postoje sledece opcije tretmana:

1. Operacija — hirursko uklanjanje tumora ili nekog njegovog dela.

2. Radioterapija — dozirano i kontrolisano ozra¢ivanje samog tumora ili nakon hirur§kog
odstranjivanja tumora, regije u kojoj se nalazio. Najéesce se koristi za lokalni tretman kancera.
Medutim, velike doze koje su neophodne da bi se postigla efikasna kontrola cesto
ograni¢avaju uspesnu upotrebu ove metode jer moze do¢i do osteéenja zdravog tkiva.®

3. Hemioterapija — tretman u kom se koriste hemioterapeutici (citostatici) kako bi zaustavili rast
¢elija raka, ubijanjem celija ili zaustavljanjem njihove deobe. Mete ovakvih lekova su DNK ili
drugi molekuli koji su odgovorni za rast i regulaciju funkcionisanja ¢elije. Citostatici mogu
biti administrirani oralno, intramuskularno ili intravenozno u zavisnosti od faze u kojoj je
kancer, a mogu se primenjivati i u kombinaciji sa prethodno navedenim tretmanima.’

4. Imunoterapija — koja se zasniva na stimulaciji imunog sistema kako bi se organizam sam
efikasnije izborio sa tumorom. Tokom tretmana se koriste antitela ili transfer zdravih celija
obolelog tkiva u organizam, dok su druge metode ove terapije jo$ u fazi ispitivanja.®

5. Terapija laserom — Kkoristi usmerenu svetlost visoke energije (laser) u cilju smanjivanja ili
potpunog unistavanja ¢elija raka. Ovu metodu je moguce koristiti na povrsini tela, na povrsini
unutras$njih organa ili u telesnim Supljinama do kojih je moguée pristupiti. Ova metoda je
preciznija od operacije i uzrokuje manje povrede zdravog tkiva, samim tim manje je bolna,
uzrokuje manje krvarenja i oticanja, ali je skuplja i zahteva dodatnu obuku lekara radi
efikasne primene.®

6. Alternativno leCenje — podrazumeva metode koje koriste klini¢ki malo proverene supstance ili
nacine leCenja tumora. Neke od njih se zasnivaju na detoksikaciji organizma i posebnim
dijetama ili na psihoterapiji, koja ima za cilj da mentalno pospesi fizicku borbu organizama
protiv tumora. Ove i sli¢ne alternativne metode mogu da daju vise uspeha ako se tumor otkrije

u ranijim fazama, dok kod poodmaklih i metastaziranih slu¢ajeva nema preteranog ucinka.®

Otkrice leka koji se danas koristi za leCenje brojnih tumora, dogodilo se slu¢ajno 1965.
godine.* Naime, Barrnet Rosenberg je prouc¢avao uticaj elektri¢nog polja na rast bakterije
Escherichia coli i uvideo da dolazi do smanjenja deobe ¢elija pod uslovima koji su koris¢eni za
ova istrazivanja. Kasnije je otkriveno da elektri¢no polje nije bilo uzrok smanjene deobe celija,

vec jedinjenja platine koja su nastala in situ prilikom eksperimenata, jer je koris¢ena platinska



clektroda u amonijatnom puferu. Utvrdjeno je da je to jedinjenje bilo (cis-
diammindihloridoplatina(ll)), danas poznato pod nazivom cisplatina. Ovo otkri¢e antitumorske
aktivnosti cisplatine predstavlja revolucionarno otkri¢e u primeni ovog i slicnih kompleksnih

jedinjenja u terapiji tumorskih oboljenja.?

Godine 1971, cisplatina je prvi put primenjena na pacijentu obolelom od karcinoma.
Postala je dostupna za klinicku praksu 1978. godine, kao Platinol® (Bristol-Miers Skuibb).
Cisplatina je do danas jedan od najéeSc¢e koriS¢enih hemioterapeutika. Osim cisplatine, klinicku
primenu na$la su jo$ dva jedinjenja platine: karboplatina (odobren za primenu 1993.godine) i

oksaliplatina (odobren za primenu 2002. godine). 1> 14
2.1. Kompleksi platine
2.1.1. Cisplatina

Procenjeno je da se u 50-70% slucajeva, leCenje obolelih od razli¢itih vrsta raka zasniva
na primeni cisplatine.’® Koristi se u tretmanu tumora besike, glave, vrata, pluéa, jajnika i testisa.
Efikasna je protiv razli¢itih vrsta tumora ukljucujuc¢i karcinom, limfom i sarkom. Najvecu
efikasnost pokazala je u slucaju raka testisa, gde su pacijenti u 95% slucajeva preziveli narednih
10 godina nakon tretmana.*® Cisplatina je neutralan kvadratno planarni kompleks (Slika 1.) koji
reaguje sa DNK i indukuje bioloske efekte, koji kao krajnji ishod dovede do programirane
¢elijske smrti (aktivacija apoptoze) ili popravkom ostecenja DNK 1 prezivljavanjem celija.
Medutim, da bi doslo do interakcije sa DNK, neutralan molekul cisplatine mora biti aktiviran
kroz hidrolizu, koja ukljuc¢uje sekvencijalnu zamenu cis-hlorido liganda molekulima vode.
Monoakva oblik je visoko reaktivan, ali njegova reakcija sa endogenim nukleofilima, kao $to su
glutation (GSH), metionin 1 proteini ograni¢ava brzinu njegove interakcije sa DNK. Na taj nacin,
nakon ulaska u celiju, cisplatina moze biti inaktivirana molekulima citoplazme i drugim

intracelijskim komponentama.*’
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Slika 1. Cisplatina



Usled pojave rezistentnosti 1 velikog broja nezeljenih efekata kao Sto su: problemi sa
bubrezima (nefrotoksi¢nost), neurotoksi¢nost, alergijske reakcije, gastrointestinalni problem,
hemoliticka anemija, pad imuniteta, ostecenje jetre (hepatotoksi¢nost), opadanje kose (alopecija),
i gubitak sluha narocito kod mladih pacijenata, drugi lekovi zasnovani na platini (karboplatina i
oksaliplatina) se sve vise koriste u terapiji.!® Nefrotoksi¢nost se zasniva na interakciji enzima
gama-glutamil transpeptidaze, koja je zastupljenija u ¢elijama bubrega nego u drugim celijama i
dovodi do povecanog ulaska citotoksi¢nih lekova u celije bubrega i njihovog ostec¢enja. Do
neurotoksic¢nosti dolazi usled formiranja veza izmedu kompleksa metala i ¢elija neurona, pre
svega dorzalne grupe neurona i to najvise zbog ostecenja mijelinskog omotaca i aksona s§to se
manifestuje u vidu parastezija, konfuznosti i smanjene moguc¢nosti brzog reagovanja.
Hepatotoksi¢nost se bazira na cinjenici da kompleksi metala kompleksi reaguju u jetri sa
glutation-peroksidazom koji je najvazniji antioksidativni enzim u organizmu, §to dovodi do
formiranja konjugata koji svoja toksi¢na dejstva ispoljavaju na enzimima jetre, inhibirajuci ih,
kao i na same ¢elije jetre, tako sto metabolit leka ulazi i remeti hepatobilijarni put.” Mehanizam
dejstva cisplatine dovodi se u vezu sa narusavanjem strukture DNK i onemoguéavanjem njenih
mehanizama reparacije $to u kancerogenim ¢elijma koje se brze dele u odnosu na zdrave ¢elije

dovodi do programirane éelijske smrti.*°
2.1.1.1. Mehanizmi delovanja cisplatine

Cisplatina se primenjuje intravenski, u sterilnom rastvoru soli. U krvi je koncentracija
hlorida relativno visoka, pa cisplatina ostaje nepromenjena i moze se transportovati po celom
telu. U krvotoku, snaZzno se vezuje za proteine u plazmi, kao $to su albumin 1 transferin, Sto
dovodi do inaktivacije velike koli¢ine primenjenog leka. Pasivna difuzija preko membrane je
predloZena kao proces koji je odgovoran za transport molekula u ¢eliju (Slika 2.). U poslednjih
nekoliko godina postoji sve viSe dokaza da je nekoliko proteina koji se nalaze u celijskoj
membrani, ukljuceno u transport, lekova na bazi platine. Na primer, bakarni transporter CTR1,
koji kontrolise intraéelijsku bakarnu homeostazu, takode je ukljuéen u preuzimanje cisplatine.?
Mnoge Celijske komponente, kao §to su citoskeletni mikrofilamenti, peptidi i proteini koji sadrze
RNK i tiol, mogu reagovati sa cisplatinom u citoplazmi. Intracelijski molekuli koji sadrze tiol,
kao §to su glutation i metalotionein, povecavaju inaktivaciju leka koji dovodi do otpornosti na

cisplatinu.
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Slika 2. Nacin ulaska cisplatine u ¢eliju i njeno dejstvo

Genomska DNK je Zeljena celijska meta cisplatine u leCenju, iako se samo preko jedan
procenat intracelijske cisplatine vezuje za nuklearnu DNK. Cisplatina se vezuje sa DNK u dva
koraka, te se prvo formira veza sa N7 guaninom, a zatim se vezuje sa guaninom ili adeninom na
istom ili suprotnom lancu DNK. N7 atomi guanina i adenina su najpristupacniji i cisplatina
formira Sirok spektar ukrStanja jednog lanca ili izmedu dva lanca, $to uzrokuje izoblicenje DNK,
odnosno naruSavanje nativne strukture. Velika ve¢ina DNK ukrS$tanja je preko dva lanca izmedu
1,2-d(GpG) (oko 70 %), dok ukrstanja na jednom lancu d(ApG) ima oko 20 %. Ukrstanje izmedu
dva lanca smatra se najaktivnijim, jer uzrokuju savijanje i rasplitanje dvostruke spirale i gubitak
funkcije DNK. Cisplatina se vezuje za DNK formiranjem unutra$njih mostova ili drugih adukata.
DNK adukti formirani sa cisplatinom inhibiraju replikaciju DNK i/ili transkripciju i aktiviraju

nekoliko puteva prenosa signala, $to aktivira apoptozu.

Nekoliko proteina moze prepoznati promene DNK uzrokovane cisplatinskim aduktima.
HMG-proteini, koji sadrze HMG domen (HMG-High Mobility Group) su ne-histonski jedarni
proteini ukljuceni u regulaciju genske ekspresije i organizaciju strukture hromatina. Protein

HMGT1 se vezuje sa visokom selektivno$¢u na adukte platine DNK i na taj nacin, deluje kao Stit



koji stitt DNK od mehanizama popravke. Slede¢i korak je prepoznavanje 1,2 spojenih lanaca sa

platinom kako bi se inicirala apoptoza.

Nepravilnosti u strukturi DNK mogu biti detektovane pomoc¢u makromolekula za
prepoznavanje oStecenja i oni mogu popraviti adukte cisplatine sa DNK. Najvaznije porodice
proteina za popravku DNK su: 1) proteini mehanizmanukleotidne ekscizije (NER — nucleotide
excision repair), 2) proteini mehanizma popravke pogresno sparenih baza(MMR — mismatch
repair) i 3) DNK-zavisne protein-kinaze (DNK-PK) koje zavise od DNK. Prekomerna ekspresija
gena ukljucenih u kompleks NER je povezana sa rezistencijom na cisplatinu. MMR protein
pokusava da ubaci tacan neosStec¢eni nukleotid na lancu nasuprot platinskog adukta izmedu dva
guanina. Kada ne uspe pokusaj popravljanja oStecenja, zaustavlja se celijski ciklus i aktivira se

apoptoza.

Oksidativni stres je jedan od najvaznijih mehanizama ukljucenih u citotoksi¢nost
cisplatine. Cisplatina uzrokuje oksidativni stres povecavanjem nivoa superoksidnih anjona i
hidroksilnih radikala. U uslovima oksidativnog stresa, viSak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS —
reactive oxygen species) mogu ostetiti Celijske proteine, lipide i DNK, a u zavisnosti od tezine 1

trajanja ROS ekspozicije mogu se aktivirati reakcije prezivljavanja ¢elije ili proapoptoze.

Mitohondrijalni glutation (GSH) je esencijalni molekul u regulaciji unutra$nje
mitohondrijalne propustljivosti. Cisplatina smanjuje intracelijsku koncentraciju GSH, dovodeci
do formiranja hidroksilnih radikala 1 oksidativnog stresa, Sto dovodi do gubitka mitohondrijalne
proteinske sulfhidril grupe, smanjenja apsorpcije kalcijuma i potencijala mitohondrijalne

membrane.’
2.1.1.2. NezZeljeni efekti cisplatine

Hemioterapija je povezana sa povecanom toksi¢no$c¢u, posebno kod starijih pacijenata.
Efikasnost primene cisplatine ¢esto je ogranicena njenim neZeljenim efektima. Bubreg je glavna
ruta za izlu€ivanje cisplatine 1 akumulira je u ve¢em stepenu od drugih organa, $to je razlog za

nefrotoksi¢nost indukovanu cisplatinom.

Izmedu 10 1 90 procenata leCenih bolesnika razvija se odredeni stepen gubitka sluha. Ove
promene su nepovratne, a mlada populacija je podloznija ovim posledicama. Razaranje uti¢e na

sluSne senzorne celije u Kortijevom organu. Ototoksi¢nost je nepovratna i povezana je sa
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hipoalbuminemijom, primenom drugih lekova, genetskim faktorima, bubreznom insuficijencijom
1 starosnom dobu pacijenta. Terapija cisplatinom povezana je sa blagim povecanjem
transaminaza i bilirubina u cirkulaciji. Nedavne studije pokazuju da primena visokih doza selena
i vitamina E ima zaStitni efekat na povrede jetre. Upotreba cisplatine izaziva mucninu,

povracéanje, gastro-toksi¢nost i neke nezeljene efekte reproduktivnih organa.'’

2.1.1.3. Rezistencija na cisplatinu

Otpornost tumorskih ¢elija na hemioterapeutske lekove predstavlja prepreku zaefikasnost
terapije. Otpornost na cisplatinu zavisi od viSe faktorai moze ukljucivati promenena nivou
usvajanja (unutarcelijskog ili ekstracelijskog transporta) leka od strane celije, detoksikacije leka
tj. povecanoj interakciji leka sa glutationom ili metalotioneinima u ¢eliji. Takodje, poveéana
popravka DNK 1 inhibicija apoptoze su znafajani mehanizmi u rezistenciji. Lek moze biti
neefikasan od pocetka ili se moze steci rezistencija, kada je lek u pocetku koristan, ali postaje

neefikasan tokom vremena.

U citoplazmi cisplatina reaguje sa jedinjenjima koja sadrze tiol, uklju¢uju¢i glutation i
metalotioneine. Glutation-S-transferaza (GST) katalizuje reakciju gde je cisplatina konjugovana
sa glutationom i zbog toga se cisplatina dalje ne moze vezati sa DNK i druge mete u ¢eliji. U
nekim malignim tkivima postoji korelacija izmedu rezistencije na leenje i nivoa glutationa u
¢eliji, kao 1 koli¢ine ekspresije GST 1 drugih enzima ukljuenih u metabolizam glutationa.
Metalotioneini, familija proteina bogatih tiolom sa niskom molekulskom tezinom, mogu vezati

cisplatinu u citoplazmi koja dovodi do inaktivacije leka.

Mehanizmi rezistencije nastaju kao posledica intracelijskih promena koje ili sprecavaju
interakciju cisplatine sa DNK ili ometaju signale oSte¢enja DNK za aktiviranje apoptotske
masine ili oboje. Da bi se smanjila otpornost na cisplatinu, kombinovane terapije su razvijene i
pokazale su se efikasnijim u prevazilazenju ovog problema i lecenju kancera. Glavni cilj je

pronalazenje jedinjenja koja su manje otrovna, nemaju unakrsnu otpornost i mogu biti efikasnija

vvvvv

Rezistencija na platinske lekove moZe se izbe¢i boljom lokalizacijom leka u tumorskom
tkivu. U nekim slucajevima (rak jajnika) lokalna primena leka injekcijom moze biti

odgovarajuéa.t’



2.1.1.4. Razvoj novih antitumorskih lekova zasnovanih na platini

Razli¢ite modifikacije cisplatine su ispitane kako bi se dobio lek koji ima bolji profil
toksiCnosti 1 $iri terapeutski spektar od cisplatine. U cilju smanjenja toksi¢nih nezeljenih efekata i
prevazilazenja otpornosti na ¢elijama, razvijeni su novi lekovi na bazi platine. lako je veliki broj

platinskih jedinjenja prosao in vitro testiranje, samo 23 jedinjenja je uslo u klinic¢ka ispitivanja.

Satraplatina, lipofilni platina(IVV) kompleks je prvo platinsko jedinjenje aktivno nakon
oralne primene i trenutno je u razligitim fazama klini¢kog istrazivanja (Slika 3a).?? Platina(IV)
kompleksi su manje reaktivni u reakcijama supstitucije liganda u poredenju sa njihovim
analozima platine(Il), imaju smanjenu toksi¢nost i manji deo leka se deaktivira na svom putu do
ciljne Celije. Novi sintetisani kompleksi platine(IV) su testirani na citotoksi¢nu aktivnost na

razlicite Celijske linije, a neki od njih su pokazali slicnu aktivnost kao cisplatina na karcinomu

dojke.

Pikoplatina je platinski kompleks koji je tokom in vitro testiranja pokazao aktivnost
protiv nekoliko cisplatina-otpornih i oksaliplatina-otpornih éelijskih linija (Slika 3b).?® Nazalost,
nije uspeo da pokaze znacajne klinicke rezultate u poredenju sa standardnom terapijom

karcinoma pluca.

O
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Slika 3. a) satraplatina, b) pikoplatina
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Multinuklearni kompleksi predstavljaju drugu klasu platinskih kompleksa koji su
pokazali aktivnost i kod cisplatina-rezistentnih cisplatina-osetljivih ¢elijskih linija. To su di-, tri-
ili tetra-nuklearna jedinjenja, u kojima su joni platine povezani krutim ili fleksibilnim
mostovima. Vezivanje DNK kod ovih jedinjenja strukturno se razlikuje od vezivanja cisplatine i

njenih analoga, a neki su usli u klini¢ka ispitivanja.

Druga generacija platinskog leka, karboplatina, uvedena je u terapiju raka 1989. godine,
za leCenje raka jajnika. Zamena hloridnih grupa cisplatine sa ciklobutandikarboksilatnim
ligandom, karboplatini daje dobru rastvorljivost u vodi, vecu stabilnost i smanjenje nezeljenih
efekata. Karboplatina se moze primeniti u ve¢im dozama uz vecu efikasnost. Nedostatak je to §to

karboplatina i cisplatina daju unakrsnu rezistenciju.?*

Nova otkrica na polju mehanizma rezistencije tumorskih celija na platinske lekove
omogucila su pronalazak lekova trec¢e generacije, kao S§to je oksaliplatine, koja je efikasna kod
karcinoma debelog creva, za koji se smatralo da je otporan na platinske lekove. Oksaliplatina
koja kao ligand sadrzi diaminocikloheksan ima bolji profil toksi¢nosti 1 stvara manju

rezistenciju.?®

Karboplatina (diammin[1,1-cikolobutandikarboksilato(2-)-O, 0 platina(ll) - Slika 4.)
koji pripada drugoj generaciji platinskih kompleksa, sintetisan je u Zelji da se dobije jedinjenje
koje pokazuje manje nezeljenih dejstava od cisplatine. Usled sliénog mehanizma dejstva Koristi
se u leCenju istih vrsta tumora kao 1 cisplatina, pri ¢emu ima prednost u odnosu na cisplatinu kod
lecenja karcinoma jajnika. Druga prednost ovog leka je manja opsta toksi¢nost i eliminacija
toksi¢nosti na bubrege.?® Mana ovog kompleksa u odnosu na cisplatinu, je njena manja aktivnost.
U zavisnosti od tipa tumora, moze da bude od 8-45 puta slabija, pa je potrebna upotreba veéih
doza pri leCenju. Karboplatina ima mnogo vecu stabilnosti u organizmu od cisplatine, pa se ¢ak

90 % primenjene doze mozZe na¢i nepromenjeno u urinu pacijenta.®

0
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Slika 4. Karboplatina
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Aktivacija karboplatine je uslovljena prolaskom kroz ¢elijsku membranu. Unutar celije,
molekul podleze hidrolizi 1,1-ciklobutandikarboksilata, postaje pozitivho naelektrisan. Ovo
omogucava interakciju karboplatine sa nukleofilnim molekulima unutar ¢elija, uklju¢uju¢i DNK,
RNK i proteine. Ovaj proces se odvija kroz kovalentno vezivanje karboplatine na N7 mesto
purina baze, formiraju¢i DNK-protein ili DNK-DNK derivate.

Zbog svoje farmakodinamike i nastajanja manje koli¢ine adukata sa DNK, karboplatina
ima manje nezeljenih efekata ali i manji potencijal za leCenje. Ove razlike u aktivnosti verovatno
su posledica niske reaktivnosti karboplatine sa nukleofilima, posto je 1,1-ciklobutandikarboksilat

logija odlazec¢a grupa od hlorida.?’

Okasaliplatina ([oksalato(2-)-O,0’][1R,2R-cikloheksandiamin-N,N’]platina(Il) - Slika
5.), predstavnik tre¢e generacije platinskih kompleksa, ima mehanizam dejstva razli¢it od
kompleksa prve i druge generacije usled ¢ega pokazuje aktivnost kod nekih vrsta tumora koji su
rezistentni na cisplatinu i karboplatinu.?® Oksaliplatina se koristi u terapiji karcinoma debelog
creva, tumora u Cijem slucaju cisplatina i karboplatina ne pokazuju nikakvu antitumorsku

aktivnost.?®

Slika 5. Okasaliplatina

Osim navedenih platinskih jedinjena koja se koriste u terapiji karcinoma, veliki broj
antitumorskih agensa koji se zasnivaju na platini nalazi se u pretklini¢koj, a neki i u klinickoj
fazi ispitivanja. Medu njima su se izdvojili lobaplatina,® heptaplatina® i nedaplatina® (Slika 6.)
koji su odobreni za klini¢ku upotrebu u Kini, Juznoj Koreji i Japanu.®® Njihova Sira upotreba
ograni¢ena je nedovoljnom rastvorljivo$¢éu u vodi, brzim razvijanjem rezistentnosti, kao i malim

brojem razli¢itih vrsta tumora prema kojima pokazuju aktivnost.3*
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Slika 6. a) lobaplatina, b) heptaplatina, c) nedaplatina

Zbog svih pomenutih nezeljenih efekata i ograniCenja postojec¢ih jedinjenja platine,
postoji stalna potreba za razvojem nesto drugacijih jedinjenja koja bi pokazivala dobru efikasnost
prema tumorskim ¢elijama, uz §to manje nezeljenih efekata prema zdravim ¢elijama.

Alternativa platinskim jedinjenjima potencijalno bi mogla biti kompleksna jedinjenja
drugih prelaznih metala, kao §to su rutenijum, rodijum, iridijum ili osmijum.3 %

Dobro je poznata potencijalna antitumorska aktivnost jedinjenja rutenijuma, iako imaju
malo zajednickih osobina sa ve¢ postoje¢im platinskim lekovima. Potencijal se ogleda u
smanjenoj toksi¢nosti i boljoj toleranciji ovih jedinjenja u in vivo uslovima. Fenomen bolje
tolerancije u in vivo uslovima pripusuje se sposobnosti rutenijuma da imitira vezivanje gvozda za
serum transferin kojim se gvozde solubilizuje i u netoksi¢noj formi prenosi kroz organizam.*’

Rutenijum je prelazni metal osme grupe periodnog sistema elemenata koji je po
hemijskim karakteristikama vrlo slican gvozdu. Glavna oksidaciona stanja su +2 i +3, iako
postoji i +4 oksidaciono stanje, ali obi¢no su jedinjenja tog oksidacionog stanja nestabilna.®
Rutenijum je uobicajeno u kompleksima heksakoordinovan, a geometrija je oktaedarska.
Kompleksi rutenijuma(Ill) imaju nizu termodinamic¢ku i kineti¢ku aktivnost od kompleksa
rutenijuma(ll), a kinetika hidratacije kompleksa rutenijuma(ll/IIl) zavisi od vrste liganda i
naelektrisanja.®® Veliki broj kompleksa rutenijuma(lll) sadrzi ligande koji se lako izmenjuju, $to

je znacajno za mikrookruzenje u samim tumorskim éelijama.*
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2.2. Kompleksi rutenijuma

2.2.1. Kompleksi rutenijuma(lll)

Nakon otkrica antitumorskog potencijala kompleksa ,rutenijum  crvenog”
[(NH3)sRu""ORuU'"Y(NH3)4sORu"'(NH3)s]®* istrazivanja sa pokazala da 1 kompleksi
rutenijuma(Ill) kao $to su fac-[Ru"'Cl3(NHs)s] i cis-[Ru"'Clo(NH3)4]Cl pokazuju antitumorsku

aktivnost.*!

Dva najpoznatija kompleksa rutenijuma su: imidazolijum-[trans-
tetrahlorido(dimetilsulfoksid)(imidazol)rutenat(l11)] (NAMI-A — New Anti-Tumor Metastasis
Inhibitor) i indazolijum-[trans-tetrahloridobis(1H-indazol)rutenat(111)] (KP1019). 2 lako su
strukturno sli¢ni, razlikuje im se pretpostavljeni mehanizam dejstva; NAMI-A interferira
regulaciju Celijskog ciklusa i ekstracelijskog matriksa, dok KP1019 direktno mitohondrijalnim
putem izaziva celijsku apoptozu uz generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Zahvaljujuci
rezultatima koje je objavio Kepler sa saradnicima krajem osamdesetih godina (KP418),** NAMI
i njegovi analozi, sintetisani od strane Alezia i saradnika, su vrlo brzo istrazeni in vivo. Kod
miSeva NAMI/NAMI-A je pokazao odli¢nu i selektivnu aktivnost protiv metastaza pluc¢a kod
nekoliko ¢vrstih tumora. Najznacajnije smanjenje metastaza (do 100%) se dogodilo u odsustvu
znacajnog smanjenje rasta primarnog tumora, pa zato ovaj nalaz 1 sugeriSe razli¢it mehanizam
delovanja od onog koji je prisutan kod platinskih lekova protiv raka. Glavni cilj hemioterapije
(bar u slucaju ¢vrstih tumora) je eliminacija preostalog tumora, nakon uklanjanja/smanjenja
primarne lezije operacijom i/ili radioterapijom. Tako da je uspeh hemioterapije strogo vezan za
njegovu efikasnost protiv tumorskih metastaza, a ne prema primarnim lezijama. Dalja

istrazivanja su dovela do otkri¢a prvih i jedinih kompleksa koji su usli u klinicka istraZivanja.

Za razliku od cisplatine i drugih platinskih lekova protiv raka, NAMI-A je u osnovi
netoksi¢an na tumorske celijske linije. Nije pokazao nikakvu aktivnost na 60 ¢elijskih linija u in
vitro testovima. U poredenju sa cisplatinom na nekoliko tumorskih ¢elijskih linija pod istim

uslovima inkubacije, NAMI-A je u proseku bio vise od 1000 puta manje citotoksic¢an.

Za izostatak citotoksi¢nosti na tumorske Celije linije je najverovatnije zasluzna Cinjenica
da NAMI-A podleze brzim ekstracelijskim transformacijama i §to takvi njegovi metaboliti lako

interaguju sa ¢elijskim zidovima i nisu znacajno prisutni u ¢elijama.
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lako je NAMI-A stabilan u ¢vrstom stanju, u rastvoru prolazi kroz procese hidrolize koji
su znacajno zavisni od pH. Na fizioloSkom pH 1 37 °C (fosfatni pufer, NaCl 0,9 %) disocijacija
dva hloridna jona iz NAMI-A se desava u roku od nekoliko minuta. Ovaj proces je u pratnji sa
progresivnim oslobadanjem DMSO-a, §to na kraju vodi ka formiranju tamnozelenih polioksidnih
kompleksnih vrsta. Medutim, procesi hidrolize su gotovo potpuno potisnuti na sobnoj
temperaturi i blago kiselom pH (3-5), pri ¢emu se javlja spora disocijacija DMSO-a (0ko 2 % na
sat).*

KP1019 je u prvoj fazi klinickih ispitivanja pokazao dobru stabilizaciju tumora jetre,
endometrijuma, jezika i adenokarcinoma debelog creva, u trajanju od ¢ak deset nedelja sa jako
niskom toksi¢no$éu.*®* NAMI-A i KP1019 su prvu fazu klini¢kih istrazivanja prosli tokom 2004.,
odnosno 2008. godine, redom, a dalja istraZzivanja su planirana sa KP1019.4¢ Natrijumova so
KP1019 - NKP-1339, koja je rastvorljivija u vodi od prethodnika, razmatrana je u prvoj fazi
klinickog ispitivanja sa aspekta njene bezbedne primene kao 1 farmakokinetickih i
farmakodinamickih parametara.*” U prvoj fazi klini¢kih ispitivanja NKP-1339 je pokazao
stabilizaciju tumora do &ak osamdesetosam nedelja.“® Dobro se pokazao i u kombinovanoj
terapiji sa drugim lekovima,*® pa se nastavak klini¢kih ispitivanja kombinovane terapije raka
pankreasa i stomaka o¢ekuje u 2018. godini.>® Mala toksi¢nost leka i njegova velika efikasnost
moze se objasniti velikom stabilnos¢u 1 inertnoS¢u ovog proleka. Ovaj rutenijum(III) kompleks
je dosta stabilan. Ulaskom u kancerogenu celiju, koja je kiselija od normalnih i ima viSe
glutationa, rutenijum se moze redukovati u 2+ oksidaciono stanje kod koga dolazi do olaksane
hidrolize Ru-Cl veze i nastajanja elektrofila pogodnog za interakciju sa biomolekulima. Prednost
ovih karakteristika ovog kompleksa je Sto se ovakvi uslovi nalaze skoro jedino u kancerogenoj

éeliji, pa je samim tim poveéana selektivnost dejstva u odnosu na zdrave éelije.>
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2.2.2. Kompleksi rutenijuma(ll)

Pored toga, veliki potencijal kao antitumorski agensi pokazali su organorutenijumski
kompleksi, opste formule [(45-aren)Ru(XY)Z].>? Ovi kompleksi imaju polu-sendvi¢ strukturu,
odnosno imaju izgled stolice za klavir” jer se sastoje od arenskog dela (najCeS¢e benzen i1
njegovi derivati) koji podse¢a na sediSte stolice. Arenski deo ima ulogu prvenstveno u
stabilizaciji oksidacionog stanja rutenijuma, koje je u ovom slucaju +2 i daje kompleksima
poveéanu lipofilnost, koja je prvenstveno potrebna za prolazak kompleksa kroz nepolarne
barijere u organizmu (¢elijska membrana) ili za interakcije sa DNK 1 naruSavanje njene strukture
kod tumorskih ¢elija. Kompleksi imaju jos tri koordinaciona mesta pored arenskog dela, koji lice
na noge “’stolice za klavir”. Na ovim mestima (XY) vezani su ligandi koji dodatno poboljsavaju
fizicko-hemijske osobine kompleksa kako bi se dobila §to bolja aktivnost. Jedan (Z) ili dva od tri
liganda je neki halogeni anjon (najcesce hlorid), koji moze lako da se zameni molekulom vode i
time aktivira kompleks koji lakse podleze interakciji sa drugim biomolekulima.5® Supstitucija
hlorida drugim halogenom (bromidom ili jodidom) ima neznatan uticaj na citotoksi¢nost
kompleksa.> Dva kompleksa ove vrste, koja su privukla najvise paznje kao antitumorski i
antimetastatski agensi su RAPTA-C (Slika 9a), koji je pokazao dobru aktivnost uz efikasno

izlu¢ivanje iz organizma® i RAED-C (Slika 9b) koji je pokazao dobru redukciju rasta primarnih

16



tumora. ®® Eksperimentalni podaci sugeridu da je mehanizam delovanja RAPTA jedinjenja
nezavistan od DNK. RAPTA je arenski kompleks koji u sebi ima veoma hidrofobno aromati¢no
benzenovo jezgro, koje spreava oksidaciju rutenijuma(Il) i pomaze svojom lipofilnoséu laksi
ulazak u ¢elije, ali takode ima i PTA (1,3,5-triaza-7-fosfoadamantan) ligand koji obezbeduje
bolju rastvorljivost u vodi (gradi vodoni¢ne veze preko tri donorska N-atoma). Ovaj kompleks
pokazuje slican spektar aktivnosti kao NAMI-A kompleks, iako je razlika u strukturi i
oksidacionom stanju rutenijuma velika. RAPTA-C ima kao arenski ligand p-cimen. PTA ligand
koji je protonovan na niskim pH vrednostima je od kljunog znaCaja za toksi¢nost. Ovaj
kompleks izaziva pH zavisno oStecenje ¢elija, a S obzirom da kancerski izmenjene ¢elije imaju
nize vrednosti pH u poredenju sa zdravim ¢elijama, to ukazuje na princip selektivnosti ovakvih
kompleksa prema kancerskim ¢elijama. RAPTA se vezuje za proteinske komponente-histone i na
taj nacin sprecava Sirenje metastaza, tj. sekundarnih kancera, ali ne deluje na primarne kancere.
Pozitivna cinjenica kod RAPTA jeste da je manje toksian u odnosu na veéinu drugih
rutenijumovih kompleksa, a tretman je veoma efikasan.®” RAED-C je kompleks koji za razliku
od RAPTA, reaguje sa DNK komponentom hromatina u ¢eliji i pokazuje visoku antitumorsku
aktivnost prema primarnim kancerima. lako je strukturna slicnost sa RAPTA-om primetna,

mehanizam citotoksi¢nosti je drugaéiji.®
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Slika 8. Hronoloski razvoj rutenijumskih antitumorskin kompleksa (slika uzeta iz
reference: S. M. Meier-Menches, C. Gerner, W. Berger, C. G. Hartinger, B. K. Keppler, Chem.
Soc. Rev., 47 (2018) 909-928.)

Bifenilni kompleks koji je privukao najviSe paznje zbog svoje aktivnosti je RM175 (Slika

9c).
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Slika 9. a) RAPTA-C, b) RAED-C ¢) RM175

Osim bifenilnog arenskog dela sadrzi i etilendiamin u koordinacionoj sferi. Citotoksi¢ni efekat
ovog kompleksa je u rangu aktivnosti karboplatine,>®® ne dovodi do unakrsne rezistencije sa
drugim platinskim lekovima, izaziva in vitro zastoj rasta i apoptozu,® i znacajno usporavanje

rasta tumora in vivo.%% 61
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2.2.3. Mehanizmi dejstva rutenijumskih kompleksa
Prvi radovi na polju kompleksa rutenijuma kao antitumorskih jedinjenja objavljeni su u
periodu od 1975-1985. godine. Najvecée intresovanje su privukli radovi koji se odnose na

antitumorsku aktivnost kompleksa rutenijuma(lll) i mehanizam dejstva:

1. Selektivan mehanizam aktivacije redukcijom

Mehanizam dejstva je predlozio Klark 1980. godine.®> Mehanizam pretpostavlja da je za
ispoljavanje antitumorske aktivnosti kompleksa rutenijuma(lll) u in vivo uslovima neophodno da
se metalni jon redukuje do rutenijuma(ll). U uslovima u kojima se tumor razvija, kao $to su
kisela sredina, niska koncentracija O, visok nivo glutationa, moze lako da dode do redukcije
rutenijuma(lll) u rutenijum(ll). Utvrdeno je da kod kompleksa [Ru(NH3)sCI]Cl> dolazi do
redukcije jona metala (verovatno glutationom iz c¢elije), a pritom se smanjuju m-akceptorske
osobine kompleksa. Ovo dovodi do odlaska donorskih liganada i hidrolize unutar koordinacione
sfere i samim tim do aktivacije koja favorizuje koordinaciju drugih nukleofila u ¢eliji (DNK i

proteini).5® 4

2. Transport rutenijuma do ¢elija kancera preko transferina

Ovaj mehanizam je predlozen od strane Srivastave 1983. godine.®* Zbog brzog razvi¢a
tumorskih ¢elija, povecana je potreba za gvozdem, pa je samim tim povecana ekspresija proteina
transferina (2 do 12 puta vise), koji sluzi kao receptor i prenosilac ovog metala. Kako se gvozde i
rutenijum nalaze u istoj grupi periodnog sistema elemnenata, pa zbog toga imaju slicne hemijske
osobine, joni rutenijuma se mogu lako vezati se za transferin umesto jona gvozda. Takode, unos
rutenijuma unutar ¢elija povecan je kada su potrebe za gvozdem unutar Celije obezbedene, iz
razloga S$to je viSe transferina dostupno za intracelijski transport. Ovako vezan jon rutenijuma
lako moze uéi u éeliju tumora, gde ispoljava svoje antitumorsko dejstvo.®® Medutim, nauénici
nisu sigurni u ovaj mehanizam, iz razloga Sto transferin ima veoma visok afinitet prema gvozdu,
pa samim tim mala koli€ina rutenijuma teorijski moze zameniti gvozde u ovom prenosnom

proteinu.
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3. Vezivanje rutenijumskih kompleksa za DNK koje se razlikuje od nadina vezivanje platinskih
jedinjenja
Mehanizam je predloZzen od strane Brabeka 2002. godine.®® Cilj sinteze kompleksa koji bi

drugac¢ijim mehanizmom interagovali sa DNK u odnosu na platinske komplekse je da se
prevazide rezistencija tumora na platinske lekove. Prakti¢no svi kompleksi rutenijuma, u in vitro
modelima, pokazuju aktivnost na rezistentnim ¢elijama. U nekim slucajevima stvaraju se veze
jona rutenijuma i DNK iste jacine ili ¢ak jace u poredenju sa platinskim aduktima, rezultujuéi
onemoguc¢enom popravkom modifikovane DNK i smréu tumorske celije. Isto tako, nije u
potpunosti razja$njen mehanizam dejstva rutenijumskih kompleksa, jer DNK nije jedina meta
kompleksa koja dovodi do izumiranja tumorskih ¢elija. Verovatnija je pretpostavka viSestrukog
dejstva rutenijuma na razne funkcije Celije potrebne za njen zivot, Sto sinergijskim efektom

dovodi do bolje aktivnosti.®’

2.2.4. Kompleksi rutenijuma sa planarnim aromati¢nim ligandima

Rutenijum(I1)-polipiridil kompleksi su oktaedarski, zbog toga se ligandi mogu lako
zameniti ili modifikovati, pa ovo daje moguc¢nost kontrole afiniteta vezivanja za DNK,
selektivnost, nain vezivanja i vrstu interkalacija. Mogu biti fotoluminescentni, fotoelektri¢ni,
elektroluminescentni. Ove karakteristike omogucavaju koriS¢enje u Sirokom opsegu, od
luminiscentnih markera za biomolekule do terapeutskih svrha. Sirok spektar kompleksa
zasnovanih na dppz-ligandu sintetisan je i modifikovan pomocu drugih pomo¢nih liganada,
ubacivanjem supstituenata ili koris¢enjem drugih jona metala, kao $to su su bakar, kobalt,
renijum, rodijum, platina, osmijum, iridijum 1 drugi metali. IstraZivanja su dala znaCajne
rezultate, pa interesovanje za istrazivanje ovih kompleksa i dalje traje. Medu ovim kompleksima,
otkrila da ovaj kompleks moze sluziti kao luminescentni DNK marker. Ovaj kompleks ne
pokazuje fotoluminiscenciju u vodenom rastvoru na sobnoj temperaturi, ali prikazuje intenzivnu
fotoluminiscenciju u prisustvu dvostrukog heliksa DNK. Ova pojava, koja je dobila naziv DNK
,prekida¢”, privukla je puno paznje i otvorila novu oblast za proucavanje interakcija metalnih
polipiridilnskih kompleksa sa DNK.%8%° Utvrdeno je da se ovi molekuli “interkaliraju” u DNK,

odnosno ubacuju se izmedu slojeva dvostrukog heliksa DNK, jer imaju produzenu planarnu
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aromati¢nu strukturu, slicnu parovima DNK baza, pa dolazi do n-n interakcija izmedu kompleksa

i parova baza.’®

_12+

Slika 10. [Ru(bpi)2(dppz)1?*

Dppz ligand ima veliku aromati¢nu povrSinu, Sto mu daje ekstremne interkalativne
osobine za slaganje izmedu baznih parova DNK. Sa nekoliko izuzetaka, ve¢ina Ru-dppz
kompleksa se snazno vezuje za DNK heliks putem interkalacija (Slika 11.). Vezujuéi afinitet
DNK za Ru-dppz kompleks je jako visok, kao npr referentni interkalator DNK etidijum-bromid
(EB) (za [Ru(bpi)2dppz]?*, logK > 7, za EB, logK > 6).

Interakcija rutenijumskih-dppz kompleksa je takode ispitivana na nedupleksnoj DNK.
Kompleks [Ru(phen).dppz]?* se ne moze interkalirati u jednolandani niz DNK, ali je
interkalacija povecana u slu¢aju defekta DNK 1 RNK dupleksa, §to se moZe uociti povecanjem
luminiscencije. Takode, moze se videti razlika u luminiscenciji enantiomernih kompleksa D-
[Ru(bpi)2dppz]?* i L-[Ru(bpi)2dppz]*, gde D-oblik pokazuje ja¢u luminiscenciju. Molekulsko
dinami¢kim prorac¢unima je utvrdeno da je vezujuci afinitet prema neusaglaSenom DNK 26 puta
ve¢i u poredenju sa dobro sparenim bazama DNK, §to se i vidi zbog povecanja intenziteta

luminiscencije i duzeg zivotnog veka emisije.

Guanin (G) je najlakSe oksidovana baza sa potencijalom od 1,29 V u DNK dupleksu.

Kompleks rutenijuma sa dppz ligandom moze biti fotoekscitovan gde se generise rutenijum(ll)*
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koji kasnije putem prenosa elektrona prelazi u oblik rutenijum(III). Nastali rutenijum(IIl) moze
se redukovati lako nazad u rutenijum(ll) prenosom elektrona sa obliznjeg molekula guaninske
baze unutar DNK heliksa. Nakon ovog procesa, Cesto dolazi do kovalentne metalacije DNK.
Primena ovih kompleksa zavisna je od celijske akumulacije, pa je uvodenjem hidrofobnih

liganada moguce povecanje akumulacije u ¢eliju.

(a) (b)

/': 2 "TA —
| }@o -»

Slika 11. Kristalne strukture interkaliraninh kompleksa [Ru(phen)2dppz]?* u oligonukleotidima
(slika uzeta iz reference: G. Li, L. Sun, L. Ji, H. Chao, Dalton Trans., 45 (2016) 13261-13276).

Citotoksi¢nost ovih kompleksa i srodnih kompleksa [Ru(bpi)2(N-N)]?* (N-N = bpi, fen,
dpk, dppn) pokazala je zavisnost od povrsine N-N liganda. [Ru(bpi).dppz]** pokazuje umerenu
citotoksi¢nost, dok [Ru(bpi)20ppn]?* pokazuje veéu citotoksi¢nost, slicanu onom koju pokazuje
cisplatina u istim uslovima. Fluorescentne osobine uzrokovane prisustvom liganda i svojstva
rutenijuma kao antitumorskog agensa, daju ovim kompleksima dvostruku primenu, kako u
dijagnostici tako i u potencijalnoj terapiji. "* Arenski kompleksi ovog tipa: [(n®-p-
cimen)Ru(dppn)CI]*, [(m®-p-cimen)Ru(dppn)(py)]?* i [(n®-p-cimen)Ru(dppz)(py)]?*, takode
pokazuju antitumorske i fluorescentne osobine.” Isto tako, otkriveno je da postoji povezanost
veli¢ine aromaticnog liganda sa antitumorskim potencijalom, S$to je utvrdeno poredenjem
aktivnosti kompleksa (n®-heksametilbenzen)Ru(k?NN)](CFsSOs), gde NN predstavlja ligande:
phen, dpg, dppz, dppn (Slika 12.).7
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Slika 12. Organorutenijumski kompleski sa planarnim aromati¢nim ligandima razli¢itog broja

prstenova

Kompleksi Ru?* koji u svom sastavu imaju bipiridinske prstenove zajedno sa drugim
poliaromati¢nim sistemima u koordinacionoj sferi, zbog velike prostorne konjugacije =-
elektrona, ispoljavaju dobre apsorpcione osobine elektromagnetnog zracenja prilikom
ozracivanja. Ova njihova karakteristika je nasla veliku primenu u fotodinamickoj terapiji (PDT-
Photo Dynamic Therapy) za le¢enje nekih vrsta kancerogenih i koznih oboljenja.”* Za klini¢ka
leCenja odredenih koznih poremecaja, makularne degeneracije kod starih osoba i1 raka vec se
primenjuje medicinska tehnika zasnovana na svetlosnoj aktivaciji proleka (tj. fotosenzitizera,
FS). Ovaj tretman Koristi istovremenu kombinaciju tri komponente: FS, svetlost i kiseonik.
Njihova sinergijska aktivnost dovodi do generisanja oksidativnog stresa unutar Celije, $to na
kraju dovodi do smrti Celije. Fotosenzitizeri se prvo daju pacijentu, zatim se ¢eka odredeno
vreme potrebno za akumulaciju proleka i njegovo rasporedivanje po organizmu pre ozraivanja.
Nakon svetlosnog ozra¢ivanja na odredenoj vrednosti talasne duzine, FS postize svoje
ekscitovano stanje, FS*. U tom trenutku, deSava se prenos protona ili elektrona iz FS* na okolne

bioloSke molekule (reakcija tipa I). Ovo vodi do formiranje radikala i1 reaktivnih kiseoni¢nih
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vrsta (ROS) 1 posledi¢no, do jakog oksidativnog stresa za celiju. Takode, moze se dogoditi
prenos energije sa FS* na tripletni kiseonik u okruzenju, $to dovodi do formiranja singletog
kiseonika (reakcija tipa Il). Ova vrsta je vrlo reaktivna forma kiseonika i ima vrlo kratko
difuziono rastojanje u bioloSkom okruzenju (0,02 mm). Kao posledica, njegov toksi¢an efekat
bi¢e izvrSen upravo u neposrednoj blizini ozracenog podruéija. Veéina odobrenih FS deluju
preko drugog mehanizma delovanja, $to za posledicu ima izazivanje ¢elijske smrti.”® Ova tehnika
generalno omogucava smanjene nezeljenih efekta u poredenju sa tradicionalnom
hemioterapijom. Medutim, PDT nije potpuno efikasan na hipoksi¢énim tumorima (tumori sa
manjkom Kiseonika). Za prevazilazenje ovog nedostatka, razvijeni su agensi za fotoaktivacionu
hemioterapiju (PACT — PhotoActivated Chemo Therapy) koji posredstvom svetlosti indukuju
smrt ¢elije raka, preko mehanizma nezavisnog od koli¢ine kiseonika u éeliji.”® Na ovaj nadin se
moze ozraciti samo bolesno tkivo, tako da je oStecenje zdravih Celija znatno smanjeno, $to Cini
ovu metodu manje invazivnom i manje toksi¢nom. Kompleks rutenijuma koji je pokazao dobre
karakteristike za ovu primenu je TLD-1433 (Slika 13.).”

Slika 13. TLD-1443

24



Nekoliko reakcija je moguce u cilju nastajanja aktivne citotoksi¢ne vrste. To moze biti
zamena liganda ili foto-oslobadanje bioloski aktivnih jedinjenja. Tako na primer, kompleks
[Ru(bpi)2dppz-NH2]?* se pokazao netoksi¢an prema HeLa i MRC-5-¢elijama (ICso vrijednost >
100 mM) u mraku, medutim, osvetljavanjem na talasnoj duzini od 420 nm postaje efikasan.
Selektivnost i kontrola citotoksi¢nog efekta moze se posti¢i strategijom ,,fotokavezovanja”,
odnosno vezivanjem fotolabilne grupe u Ru-dppz kompleks. Citotoksi¢no dejstvo se aktivira u

zivim éelijama tek nakon osvetljenja i time smanjuje neZeljeno dejstvo na druge ¢elije.’®

2.2.5. Kompleksi rutenijuma sa 7-hlorhinolinima

Alternativni pristup otkrivanju novih kompleksa kao potencijalnih lekova, ukljucuje
vezivanje organskog jedinjenja poznatog terapeutskog dejstva za fragment koji sadrzi jon metala.
U ovoj kombinaciji jon metala deluje kao nosac i stabilizator za lek dok jedinjenje ne dode do
ciljanog mesta, dok u isto vreme organski deo omoguava transport i istovremeno stiti metal,
sprecavajuci bocne reakcije u tranzitu. Takvi kombinovani efekti mogu rezultovati znacajnim
poboljsanjem aktivnosti leka i otvaranjem novih mehanizama delovanja i primene. Kao jedan od
primera, moze se izdvojiti dobro poznati lek protiv raka dojke, tamoksifen, koordinovan za
gvozde u obliku sendvi¢ jedinjenja (Ferrocifen) i drugi njegovi derivati, koji pokazuju veliki
potencijal u primeni za lefenje tumora. ”° Poznata je kombinacija ferocenskog dela sa
hlorokinom, antimalarikom, nakon ¢ega je poboljsana aktivnost ovog molekula prema malariji,®
uz takode znacajnu antitumorsku aktivnost.!

Sliénu aktivnost pokazali su i organorutenijumski kompleksi sa hlorokinom (Slika 14.).
Oni su aktivni na Dd2 hlorokin-rezistentan soj virusa malarije®? i na ¢elije raka.® | u ovom
slu¢aju, kombinovani uticaj strukture hlorokinskog jerzgra, zajedeno sa arenskim delom
rutenijumskog kompleksa, dovodi do interakcije sa DNK i dobre aktivnosti prema ¢elijama raka,

a labilnije vezani hloridni anjoni omogucavaju brz i efikasan prenos molekula do mesta dejstva.®*
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Slika 14. Organorutenijumski kompleksi sa hlorokinom

2.2.6. Kataliticka primena kompleksa rutenijuma

Osim primene rutenijumskih kompleksa u medicinskoj hemiji i farmaciji, veliku primenu
su nasli kao katalizatori, zbog toga $to rutenijum moze da katalizuje veliki broj raznovrsnih
hemijskih transformacija, $to moze imati dalju primenu u organskoj, neorganskoj ili industrijskoj
hemiji.® Jedna od najpoznatijih primena u organskoj hemiji imaju tzv. Grubbs-ovi katalizatori,
koji se koriste u olefinskoj metatezi.®®

Transformacija hidrazida u N,N'-diacilhidrazin je poznata reakcija u organskoj hemiji i
obi¢no zahteva oksidaciona sredstva poput oksona,®’ jedinjenja selena,®® jod,®® jodobenzen
diacetat,®® natrijum-perborat® ili ziva(ll)acetat.®> U nekim sluéajevima, ova reakcija moze se
odigrati i posredstvom arenskog rutenijumovog kompleksa. Do reakcije dolazi ukoliko hidrazid
sadrzi Cetiri ili pet ugljenikovih atoma u normalnom nizu.®® Kada hidrazid ima duzi niz ili
aromaticno jezgro, ne dobija se dimerizovan molekul u sastavu kompleksa ili van njega, vec

ostaje nepromenjenog oblika.%*
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2.3. Cilj rada
Cilj ove doktorske disertacije je:

1. Sinteza novih liganada i odgovarajucih arenskih kompleksa rutenijuma(ll).

2. Karakterizacija dobijenih kompleksa standardnim metodama analize: infracrvenom
spektroskopijom, NMR spektroskopijom, masenom spektrometrijom i elementalnom
analizom.

3. lspitivanje antitumorske aktivnosti na humanim c¢elijama raka in vitro i predlaganje
mehanizma dejstva kako bi se ti rezultati iskoristili za planiranje sinteze novih kompleksa

sa boljom aktivnoscu.
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Sinteze liganada

Sinteza 7-hlor-4-izotiocijanatohinolin®® (2)

Rastvoru 4,7-dihlorhinolina 1 (500 mg, 2,52 mmol) u suvom toluenu (4 cm®) dodat je srebro-
izotiocijanat (830 mg, 5 mmol) i reakciona smesa je meSana tokom 18 h na 115 °C u atmosferi
argona. Topla reakciona smesa je procedena i talog ispran metilen-hloridom (3 x 10 cm?).
Kombinovani organski filtrat je koncentrovan pod snizenim pritiskom pri ¢emu je dobijeno 490
mg proizvoda, u obliku zutog taloga (89 %). *H NMR (500 MHz, CD30D): § H 8,81 (H2, d, J =
5,1 Hz, 1H), 8,07 (H5, d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,00 (H8, d, J = 2,05 Hz, 1H), 7,90 (H3, d, J = 5,0 Hz,
1H), 7,59 (H6, dd, J1 = 2,05, J> = 9,1, Hz, 1H).

Sinteza 1-(7-hlorhinolin-4-il)tiouree (L1)

7-hlor-4-izotiocijanatohinolin je rastvoren u MeOH/NHs (metanol zasiéen NHsg), 10 cm®) i
reakciona smeSa je meSana tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon toga, smeSa je
koncentrovana na snizenom pritisku, rastvorena u metilen-hloridu, organski sloj ispran
destilovanom vodom i zasi¢enim rastvorom NaCl i osuSen iznad MgSOs. Rastvara¢ je uklonjen
pod snizenim pritiskom. Preci§¢avanjem na koloni (SiO2, eluent DCM/MeOH(NHs) = 9/1)
dobijeno je 308 mg proizvoda, u obliku zutog taloga (59 %). T.t. = 220 °C. Elementalna analiza
izracunata za C1oHgCIN3S-H20: C, 46,97; H, 3,94; N, 16,43; S, 12,54. Nadeno: C, 47,54; H,
4,24; N, 16,11; S, 12,24. IR (ATR): v 3268, 3124, 2962, 1735, 1641, 1610, 1592, 1568, 1491,
1448, 1421, 1374, 1352, 1312, 1251, 1192, 1161, 1111, 1075, 1055, 908, 876, 828, 803, 768,
732, 634, 616, 585 cm 1.*H NMR (500 MHz, DMSO-dg): § H 9,97 (Ar-NH, br s, 1H), 8,83 (H2,
d, J= 4,8 Hz, 1H), 8,33 (S=C-NHq, br s, 1H), 8,11 (H5, d, J= 9,0 Hz, 1H), 8,05 (H8, d, J = 2,0
Hz, 1H), 8,01 (H3, d, J = 5,0 Hz, 1H), 7,68 (H6 i S=C-NH2, m, 2H). BC NMR (125 MHz,
DMSO-ds): 6 C 182,21 (C9); 151,79 (C2); 149,13 (C8a); 143,24 (C4); 134,19 (C7); 127,80 (C8);
126,66 (C6); 124,74 (C5); 121,59 (C4a); 115,69 (C3). (+)ESI-MS (m/z): [M + H]" izradunato
238,02002, nadeno 238,01970.

28



Sinteza 2-piridin-3-il-4,5-dihidro-1H-imidazol-hidrohlorida (L.2)%

Smesa 3-cijanopiridina 3 (250 mg, 2,40 mmol), etilendiamina (3.0 cm?, 44,92 mmol) i sumpora
(154 mg, 4,8 mmol) je zagrevana (110 °C) u mikrotalasnom reaktoru tokom 1,5 h. Reakciona
smeSa je ohladena na sobnu temperaturu i koncentrovana pod snizenim pritiskom do suva.
Ostatak je rastvoren u 30 cm® CHCly, ispran sa vodom (10 cm®), zasi¢enim rastvorom NaCl (15
cm®) i osuden iznad anhidrovanog Na;SOs. Organski sloj je koncentrovan pod sniZenim
pritiskom i rastvoren u smesi MeOH/HCI (MeOH zasiéen gasovitim HCI-om, 30 cm®) i mesan
tokom 2 h na sobnoj temparaturi. Smesa je koncentrovana pod snizenim pritiskom do suva i u
ostatak je dodat MeOH (5 cm?). Talog proizvoda je profiltriran i osusen. Dobijeno je 220 mg
proizvoda u obliku svetlo Zutog taloga (51%). T. t.:248—-250 °C. IR (ATR): v 3503, 2915, 2804,
2713, 2678, 2575, 2519, 2443, 2054, 1603, 1555, 1507, 1343, 1085, 1033, 1008, 819, 685 cm ™1,
'H NMR (200 MHz, DMSO-ds): 8 H 11,46 (2 x NH, br s, 2H), 9,39 (H2, br s, 1H), 8,95 (H6, d,
J=4,5Hz, 1H), 8,74 (H4, dt, J = 8,3, J = 1,8 Hz, 1H), 7,81 (H5, dd, J=8,1, J = 4,8 Hz, 1H), 4,01
(H8 i H9, s, 4H). *C NMR (50 MHz, DMSO-ds): & C 162,88 (C7); 153,31 (C6); 148,39 (C2);
138,47 (C4); 124,91 (C5); 119,86 (C3); 44,69 (C8i C9).

Sinteza 1,10-fenantrolin-5,6-diona (4) %’

1,10-fenantrolin (4 g, 22,19 mmol) i kalijum-bromid (4 g, 33,6 mmol) su pomesani i polako
dodati u ohladenu smesu (0 °C) koncentrovane sumporne Kiseline (98 %, 40 cmd) i
koncentrovane azotne kiseline (65 %, 20 cm?®). Nakon toga reakciona smesa je mesana tokom 3 h
na 100 °C pri ¢emu Se izdvajaju se braon pare, a zatim ohladena do sobne temperature i
prelivena na smrvljeni led. Takva smesa je neutralisana rastvorom natrijum-hidroksida (80 g u
400 cm® H,0) do postizanja pH vrednosti rastvora izmedu 4 i 5, kada se dobija zuti rastvor.
Vodeni rastvor je ekstrahovan metilen-hloridom (8 x 100 cm®), organski ekstrakti su osueni
iznad anhidrovanog MgSOs i rastvrarac je uklonjen pod sniZzenim pritiskom. Dobijeno je 4,03 g
proizvoda, u obliku svetlo zutog praha (86,5 %). IR (ATR): v 3276, 3034, 2931, 1717, 1688,
1559, 1413, 1291, 1030, 736 cm .
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Sinteza 11,12-dimetildipirido[3,2-a:2" 3'-c]fenazin (Mezdppz) (L3) %

1,10-fenantrolin-5,6-dion 4 (151 mg, 0,72 mmol) je suspendovan u etanolu (20 cm?®) na 50 °C i
dodat je 4,5-dimetilbenzen-1,2-diamin (127 mg, 0,93 mmol). Reakciona smesa je refluksovana 3
h, ohladena na sobnu temperaturu i koncentrovana pod vakuumom na polovinu prvobitne
zapremine. Talog je proceden, ispran sa malo hladnog metanola i hladnim dietil-etrom. Dobijeno
je 157 mg proizvoda u obliku Zutog taloga (70 %). IR (ATR): v 3380, 3062, 1646, 1503, 1421,
853, 738, 700, 621 cm*. 'H NMR (200 MHz, CDCls) § 9,58 — 9,48 (m, 2H), 9,23 (dd, J = 4,5,
1,8 Hz, 2H), 7,97 (s, 2H), 7,75 (dd, J = 8,1, 4,5 Hz, 2H), 2,55 (s, 6H).

Sinteza 2-(9-antril)-1H-imidazo[4,5-f] [1,10]fenantrolin (aip) (L4) %

1,10-fenantrolin-5,6-dion 4 (80 mg, 0,38 mmol) i amonijum-acetat (586 mg, 7,6 mmol) su
suspendovani u glacijalnoj siréetnoj kiselini (3 cm?), i tom rastvoru je dodat rastvor antracen-9-
karbaldehida (11 mg, 0,532 mmol) u siréetnoj kiselini (1 cm®) i smesa refluksovana tokom 4 h.
Ohladena smeSa je procedena 1 talog ispran vodom. Talog je prekristalisan u smesi
MeOH/CHCIs. Dobijeno je 113 mg proizvoda u obliku zutog taloga (75 %). IR (ATR): v 3749,
3162, 3118, 3053, 3022, 1564, 1541, 1505, 1400, 1352, 1068, 805, 737 cm L. 'H NMR (200
MHz, DMSO-de) 6 14,21 (s, 1H), 9,09 (dd, J = 4,3, 1,7 Hz, 2H), 8,95 (d, J = 12,5 Hz, 2H), 8,79
(d,J=7,4Hz, 1H), 8,27 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,91 — 7,76 (m, 4H), 7,67 — 7,49 (m, 4H).

Sinteza pirido[2',3':5,6]pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolin (ppf) (L5)%

Klju¢alom rastvoru 1,10-fenantrolin-5,6-diona 4 (200 mg, 0,951 mmol) u metanolu (16 cm?®) je
dodat piridin-2,3-diamin (104 mg, 0,951 mmol) i sme$a je ostavljena da klju¢a tokom 1,5 h.
Formirani talog je proceden, ispran hladnim metanolom, hladnim dietil-etrom i osusen. Dobijeno
je 253 mg proizvoda u obliku zutog taloga (94 %). IR (ATR): v 3052, 2977, 2925, 1580, 1480,
1412, 1356, 1274, 1075, 810, 737 cm*. 'H NMR (200 MHz, CDCls) § H 9,81 (H2, dd, J: = 8,2,
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Jo = 1,8 Hz, 1H), 9,64 (H19, dd, J: = 8,2, J2 = 1,8 Hz, 1H), 9,40 (H10, dd, J;= 4,0, J» =1,9 Hz,
1H), 9,33 (H4 i H17, dd, J1= 4,5, J» =1,6 Hz, 2H), 8,76 (H12, dd, J: = 8,5, J» =1,9 Hz, 1H), 7,96
7,80 (H3, H18 i H11, m, 3H).

Sinteza N*,N?-dipropionilhidrazina (L6)

Propionil-hlorid (840 mg, 793 ul, 9,08 mmol) je dodavan u kapima rastvoru propionil-hidrazina
(200 mg, 2,27 mmol) i kalijum-karbonata (627 mg, 4,54 mmol) u vodi (4 cm?) tokom 30 min na
0 °C. Reakciona smeSa je meSana na 0 °C tokom 2 h, zatim 1 h na sobnoj temperaturi. Rastvarac¢
je uklonjen pod snizenim pritiskom i ostatak je precis¢en hromatografijom na koloni (SiO-,
eluent DCM/MeOH=1/4). Dobijeno je 190 mg proizvoda u obliku belog praha (58 %). IR
(ATR): v 3215, 3046, 2974, 2938, 1598, 1489, 1218, 1073, 883, 654 cm™*. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 H 9,64 (NH, s, 1H), 2,14-2,08 (H2, q, J = 7,5 Hz, 2H), 1,03-0,97 (H3,t,J =75
Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 C 171,89 (C1); 26,38 (C2); 9,67 (C3). (+)ESI-MS
(m/z): [M + Na]* 67,14.

3.2. Sinteze kompleksa

Sinteza [(;°-p-cimen)Ru(1-(7-hlorhinolin-4-il)tiourea)CI]Cl (C1)

Rastvoru 1-(7-hlorhinolin-4-il)tiouree (63 mg, 0,262 mmol) u CH2Clz/MeOH (40 cm?®, v/v=3/1)
na 35 °C dodat je [RuClz(5°-p-cimen)]2 (80 mg, 0,131 mmol) u CHzCl, (2 cm®) i reakciona smesa
je meSana 20 h na sobnoj temperaturi. Posle dva dana u frizideru, izdvojeni talog je proceden,
ispran heksanom 1 osuSen. Dobijeno je 86 mg proizvoda u obliku crvenog praha (58 %).
Elementalna analiza: lzracunato za C20H22CIsNsRuS: C, 44,16; H, 4,08; N, 7,73. Nadeno: C,
43,77; H, 4,53; N, 7,39. IR (ATR): v 3277, 3074, 2996, 2957, 2870, 2702, 2646, 1625, 1586,
1472, 1414, 1366, 1345, 1238, 1208, 832, 644 cm™*. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 H 8,88
(H2,d,J=5,4 Hz, 1H), 8,59 (1H, br s S=C-NH2), 8,37-8,32 (H3 i H5, m, 2H), 8,16 (S=C-NH2,
brs, 1H), 8,10 (H8, d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,76 (H6, dd, J1 = 9,1, J = 2,2 Hz, 1H), 5,84-5,75 (H11,
H11", H12 i H12', m, 4H), 2,88-2,78 (H15, m, 1H), 2,09 (H14, s, 3H), 1,19 (H16 i H16', d, J =
7,0 Hz,6H). 3C NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6 C 182,03 (C9); 149,38 (C2); 145,96 (C8a i C4);
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135,56 (C7); 127,20 (C6); 125,21 (C8 i C5); 120,50 (C4a); 113,31 (C3); 106,35 (C13); 100,06
(C10); 86,34 (C12 i C12"); 85,48 (C11 i C11); 29,94 (C15); 21.47 (C16 i C16’); 17,84 (C14).
(+)ESI-MS (m/z): [(#°-p-cimen)Ru(L1-H)]+ izratunato 472,01776, nadeno 472,0189.

Sinteza /(;%-p-cimen)Ru(2-Piridin-3-il-4,5-dihidro-1H-imidazol)Cl;] BPh4 (C2)

Rastvoru 2-piridin-3-il-4,5-dihidro-1H-imidazol-hidrohlorida (36 mg, 0,196 mmol) u etanolu (6
cm?®) dodat je rastvor [RuClz(#°-p-cimen)]2 (60 mg, 0,098 mmol) u etanolu (4 cm®). Reakciona
smes$a je meSana na sobnoj temperaturi u toku 48 h, nakon ¢ega je dodat natrijum-tetrafenilborat
(67 mg, 0,196 mmol). Formirani talog je proceden, ispran sa dietil-etrom i osuSen. Dobijeno je
105 mg proizvoda u obliku zutog praha (68 %). Elementalna analiza: lzracunato za
Ca2Hu4Cl2NsRuU: C, 65,49; H, 6,01; N, 5,33. Nadeno: C, 64,86; H, 6,01; N, 544. IR (ATR):
3300, 3117, 3055, 2966, 1622, 1580, 1476, 1426, 1379, 1291, 1033, 737, 707, 613 cm*. H
NMR (200 MHz, DMSO-ds): 8 H 10,70 (2 x NH, br s, 2H), 9,09 (H2, d, J = 2,2, 1H), 8,90 (H®,
dd, J1 = 4,8, Jo = 1,4 Hz, 1H), 8,29 (H4, dt, J1 = 7,9, Jo = 2,0, 1H), 7,68 (H5, dd, J, = 8,1, J, = 4,8
Hz, 1H), 7,20 (H2-BPh4, br s, 8H), 7,00-6,86 (H3-BPh4, m, 8H), 6,85-6,72 (H4-BPh4, m, 4H),
5,83-5,73 (H11, H11", H12 i H12', m, 4H), 4,03 (H8 i H9, s, 4H), 2,95-2,77 (H15, m, 1H), 2,12
(H14, s, 3H), 1,22 (H16 i H16’, d, J = 6,7 Hz,6H). 13C NMR (50 MHz, DMSO-ds): § C 163,90
(C7); 163,61 (C1-BPh4); 155,04 (C6); 149,19 (C2); 136,41 (C4); 135,79 (C2-BPh4); 125,55
(C3-BPhy); 124,38 (C5); 121,77 (C4-BPhs); 119,23 (C3); 106,61 (C13); 100,33 (C10); 86,60
(C12 i C127; 85,74 (C11 i C11'); 44,80 (C8 i C9); 30,18 (C15); 21,69 (C16 i C16'): 18,07(C14).
[(#°-p-cimen)Ru(L2-H)]+ izratunato 382,084664, nadeno 382.0903.

Sinteza /(1#%-p-cimen)Ru(Me2dppz)CI]PFs (C3)

Rastvoru Mezdppz (36 mg, 0,116 mmol) u smesi metanol/CH2Cl, = 1/1 (10 cm?®) je dodat u
kapima rastvor [RuCla(;%-p-cimen)]2 (35,5 mg, 0,058 mmol) u CHzCl, (4 cm®). Reakciona smesa
je meSana na sobnoj temperaturi tokom 5 h i zatim procedena. Rastvoru je dodat NH4PFs (28 mg,
0,174 mmol) 1 smeSa je meSana preko noci na sobnoj temperaturi. Formirani talog je proceden,
ispran hladnim metanolom, hladnim dietil-etrom i osuSen. Dobijeno je 56,6 mg proizvoda u

obliku Zutog taloga (64 %). Elementalna analiza: lzra¢unato za C3oH2sCIFsNsPRu x 2H,0: C,
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47,28; H, 4,23; N, 7,35. Nadeno: C, 47,44; H, 3,83; N, 7,51. IR (ATR): 3648, 3091, 2971, 1493,
1471, 1411, 1359, 840, 729, 558 cm*. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 10,00 (d, J = 4,8 Hz, 2
H), 9,55 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 8,28 (dd, J1 = 7,6, J2 =5,2 Hz, 2H), 8,10 (s, 2H), 6,40 (d, J = 6,0
Hz, 2H), 6,17 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 2,71 (m, 1H), 2,59 (s, 6H), 2,24 (s, 3H), 1,01 (d, J = 6,8 Hz,
6H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & 157,00; 147,54; 143,93; 141,04; 138,07; 134,93;
129,41; 127,69; 127,46; 104,78; 102,64; 85,91; 84,22; 30,43; 21,74; 20,18; 18,21. (+)ESI-MS
(m/z): (IM-PF¢]*) 581,2.

Sinteza /(1°-benzen)Ru(Me2dppz)CI]PFs (C4)

Rastvoru Mezdppz (35 mg, 0,113 mmol) u CH.Cl; (8 cm® je dodata suspenzija [(y°-
benzen)RuCl] (28 mg, 0,056 mmol) u metanolu (6 cm®). Reakciona smesa je mesana tokom 5 h
na sobnoj temperaturi i nakon toga profiltrirana. Rastvoru je dodat NH4PFe (27 mg, 0,168 mmol)
1 smeSa je meSana preko no¢i. Formirani talog je proceden, ispran sa hladnim metanolom,
hladnim dietil-etrom i osuSen. Dobijeno je 56,7 mg proizvoda u obliku zutog taloga (73 %).
Elementalna analiza: lIzra¢unato za CzeH20CIFsNsPRu x H20: C, 45,39; H, 3,22; N, 8,14.
Nadeno: C, 45,35; H, 3,061; N, 8,162. IR (ATR): 3097, 2988, 2942, 1497, 1442, 1411, 1356,
833, 731, 556 cm*. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,08 (dd, J1 = 5,5, J. = 0,8 Hz, 1H), 9,54
(dd, J1 = 8,0, J2 = 1,0 Hz, 1H), 8,26 (dd, J1 = 6,8, J2 =2,5, Hz, 1H), 8,09 (s, 1H), 6,39 (s, 6H),
2,58 (s, 6H). 2°C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 157,31; 147,59; 144,00; 141,08; 137,90; 134,99;
129,36; 128,30; 127,71: 127,31; 86,87; 20,18. (+)ESI-MS (m/z): [M-PFs]* 525,1.

Sinteza /(3%-p-cimen)Ru(aip)CI]PFs (C5)

Suspenziji aip (30 mg, 0,075 mmol) u smesi metanol/CH2Cl, = 1/1 (10 cm®) je dodat u kapima
rastvor [RuCla(58-p-cimen)]2 (23 mg, 0,038 mmol) u CH:Cl, (4 cm®). Reakciona smesa je
mesana na sobnoj temperaturi tokom 8 h i procedena. U rastvor je dodat NH4PFes (24 mg, 0,15
mmol) i smesa je meSana tokom 2 h. Formirani talog je proceden, ispran hladnim metanolom,
hladnim dietil-etrom i osusen. Dobijeno je 60,4 mg proizvoda u obliku zutog taloga (94 %).
Elementalna analiza: lzracunato za Cs7H34CIFeN4O2PRu x 2H20 C, 52,39; H, 4,04; N, 6,61.
Nadeno: C, 51,85; H, 4,08; N, 6,64. IR (ATR): 3640, 3060, 2970, 2930, 1607, 1544, 1507, 1447,

33



1413, 1365, 839, 742, 556 cm L. 1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 14,83 (bs, 1H), 9,92 (d, J =
5,0 Hz, 2 H), 9,19 (bs, 2H), 8,95 (s, 1H), 8,30-8,20 (m, 4H), 7,80 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,61 (t, J =
7,0 Hz, 2 H), 7,53 (s, 2H), 6,39 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 6,15 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 2,67 (m, 1H), 2,25
(s, 3H), 0,96 (d, J = 7,0 Hz, 6 H).13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 153,92; 150,66; 143,31;
132,44; 130,82; 130,64; 129,61; 128,64; 127,31; 126,39; 125.83; 12549; 124,40; 104,02;
103,10; 86,23: 83,97; 30,46; 21,73; 18,33. (+)ESI-MS (m/2): ([M-PFs]*) 667,2.

Sinteza /(3%-benzen)Ru(ppf)CI]PFs (C6)

Rastvoru ppf (45 mg, 0,16 mmol) u smesi izopropanol/CH2Cl, = 1/1 (10 cm®) je dodata
suspenzija [(#5-benzen)RuCl]. (40 mg, 0,08 mmol) u izopropanolu (4 cm?®). Reakciona smesa je
mesana tokom 5 h na sobnoj temperaturi i nakon toga profiltrirana. Rastvoru je dodat NH4sPFe
(39 mg, 0,24 mmol) i smesa je meSana preko noé¢i. Formirani talog je proceden, ispran sa
hladnim metanolom, hladnim dietil-etrom i osusen. Dobijeno je 82 mg proizvoda u obliku Zutog
taloga (80 %). Elementalna analiza: lzrac¢unato za C23H1sCIFeNsPRu C, 42,97; H, 2,35; N, 10,89.
Nadeno: C, 43,16; H, 2,44; N, 10,93.'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,17 (H2 i H19, dd, J1
= 11,5, J» =5,0 Hz, 2H), 9,70 (H4, d, J = 7,9 Hz, 1H), 9,64 (H17, d, J = 8,0 Hz, 1H), 9,50 (H10,
dd, J1 = 3,8, J2 =1,7 Hz, 1H), 8,89 (H12, dd, J1 = 8,5, J» =1,6 Hz, 1H), 8,31 (H3 i H18, ddd, J:=
18,2, J2.=8,1, J3=5,4 Hz, 2H), 8,15 (H11, dd, J1 = 8,5, J2 = 3,9 Hz, 1H), 6,43 (H23-PhH, s, 6H).
(+)ESI-MS (m/z): ([M-PFe]") 498,00.

Sinteza /(1#°-toluen)Ru(ppf)CI1PFs (C7)

Rastvoru ppf (30 mg, 0,206 mmol) u smesi metanol/CH2Cl, = 1/1 (10 cm®) je dodata suspenzija
[(#°-toluen)RuCl;]2 (28 mg, 0,053 mmol) u metanolu (5 cm®). Reakciona smesa je me$ana tokom
5 h na sobnoj temperaturi i nakon toga profiltrirana. Rastvoru je dodat NH4PFe (26 mg, 0,159
mmol) i smeSa je meSana preko noci. Formirani talog je proceden, ispran sa hladnim metanolom,
hladnim dietil-etrom i osusen. Dobijeno je 54 mg proizvoda u obliku Zutog taloga (78 %).
Elementalna analiza: lzracunato za C24H19CIFeNsPRu x H20 C, 42,71; H, 2,84; N, 10,38.
Nadeno: C, 42,60; H, 2,67; N, 10,09. *H NMR (200 MHz, DMSO-dg) 6 H 10,07 (H2 i H19, d, J
= 4,2 Hz, 2H), 9,74 (H4 i H17, dd, J1 = 9,7, J» = 8,4 Hz, 2H), 9,52 (H10, dd, J1 = 4,0, J2 =1,9 Hz,
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1H), 8,94 (H12, dd, J1 = 8,5, J» =1,8 Hz, 1H), 8,34 (H3 i H18, ddd, J1 = 8,3, J» =5,4, J3=3,0 Hz,
2H), 8,18 (H11, dd, J; = 8,6, J» =4,1 Hz, 1H), 6,52 (H26 i H26', t, J = 6,0 Hz, 2H), 6,14 (H25 i
H25', d, J = 6,1 Hz, 2H), 5,94 (H27, t, J = 5,7 Hz, 1H), 2,32 (H24, s, 3H). (+)ESI-MS (m/2):
([M-PFs]*) 512,02.

Sinteza /(;%-p-cimen)Ru(ppf)CI]PFs (C8)

Rastvoru ppf (46 mg, 0,164 mmol) u smesi metanol/CH,Cl> = 1/1 (10 cm?®) je dodat u kapima
rastvor [RuCla(58-p-cimen)]2 (50 mg, 0,082 mmol) u CH.Cl, (4 cm®). Reakciona smesa je
mesana tokom 5 h na sobnoj temperaturi i nakon toga profiltrirana. Rastvoru je dodat NH4PFe
(40 mg, 0,246 mmol) i smeSa je meSana preko noé¢i. Formirani talog je proceden, ispran sa
hladnim metanolom, hladnim dietil-etrom i osusen. Dobijeno je 91 mg proizvoda u obliku Zutog
taloga (83 %). Elementalna analiza: lzracunato za C27H23CIFsNsPRu C, 46,39; H, 3,32; N, 10,02.
Nadeno: C, 47,10; H, 2,77; N, 10,38. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § H 10,05 (H2 i H19, m,
2H), 9,75 (H4, dd, J1 = 8,2, J» =1,0 Hz, 1H), 9,70 (H17, dd, J1 = 8,1, J» =1,0 Hz, 1H), 9,49 (H10,
dd, J1 = 3,9, J2 =1,9 Hz, 1H), 8,90 (H12, dd, J; = 8,5, J2 =1,8 Hz, 1H), 8,34 (H3 i H18, dt, J; =
8,2, J2 =5,6 Hz, 2H), 8,15 (H11, dd, J: = 8,5, J> = 4,0 Hz, 1H), 6,41 (H25 i H25', d, J = 6,5 Hz,
2H), 6,18 (H26 i H26', d, J = 6,4 Hz, 2H), 2,71 (H28, m, J1 = 13.7, J» =6,8 Hz, 1H), 2,23 (H24, s,
3H), 1,01 (H29 i H29', d, J = 6,9 Hz, 6H). (+)ESI-MS (m/z): ([M-PFs]*) 554,06.

Sinteza /(i 8-p-cimen)Ru2Cl2(N*,N?-dipropionilhidrazin)] (C9)

Rastvoru [RuCla(58-p-cimen)]2 (62 mg, 0.101 mmol) u CH:Cl, (4 cm® dodat je N!N2-
dipropionilhidrazin (18 mg, 0.125 mmol) u etanolu (4 cm®). Reakciona sme$a je meSana na
sobnoj temperature tokom 4 h. Sledeceg dana, rastvor je koncentrovan pod snizenim pritiskom,
izdvojeni narandzasti talog je proceden i ispran dietil-etrom. Dobijeno 46 mg proizvoda (66%).
Monokristal pogodan za X-ray analizu je dobijen sporim isparavanjem rastvora reakcione smese.
Elementalna analiza: Izra¢unato za C2sH3sCl2N202Ru2: C, 45,68; H, 5,60; N, 4,10. Nadeno: C,
45,59; H, 5,57; N, 4,02. IR (ATR): v 3391, 3209, 3055, 3031, 2965, 2875, 2781, 1697, 1639,
1570, 1539, 1464, 1396, 1234, 1088, 880 cm*. 'H NMR (500 MHz, CDCls): & H 5,35 (H7, 7/,
8', dt, J1= 16,5, J» =6,0 Hz, 3H), 4,99 (H8, d, J = 5,5 Hz, 1H), 3,71 (H4, q, J = 7,0 Hz, 2H), 2,90
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(H2, m, 1H), 2,74-2,65 (H2, H11, m, 2H), 2,20 (H10, s, 3H), 1,28 (H1, t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,24
(H5, t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,16 (H12, 12, dd, J1 = 14,0, J, = 6,5 Hz, 6H). 3C NMR (125 MHz,
CDCls) § C 174,38 (C3); 101,19 (C9); 98,49 (C6); 83,34 (C7); 80,49 (C8); 80,42 (C7'); 79,98
(C8"; 58,14 (C4); 30,43 (C11); 27,35 (C2); 22,40 (C12); 22,08 (C12'); 18,51 (C10); 18,29 (C5);
11,74 (C1). (*)ESI-MS (m/z): [M - CI]* 649,21.

3.3. Materijal i metode

3.3.1. Supstance koriséene u sintezama

Polazni arenski kompleksi rutenijuma [(55-p-cimen)RuClz]z, [(#8-toluen)RuCl2]z i [(35-
benzen)RuCl], sintetisani su prema objavljenoj proceduri. 1 Ostale supstance za sintezu

liganada i rastvaraci su komercijalno dostupne supstance nabavljene od dobavljaca.
3.3.2. Elementalna analiza

Elementalne analize (C, H, N) su uradene su uz pomo¢ Elemental Vario EL Il
microanalyzer-a u Beogradu ili LecoCHNS-932 elemental analyzer-a na Institutu za neorgansku

hemiju, Univerziteta u Cirihu.

3.3.3 Infracrvena spektroskopija

Infracrveni spektri su snimljeni pomocu spektrometra Nicolet 6700 FT-IR (ATR tehnika,
4000 - 400 cm ).

3.3.4. NMR spektroskopija

NMR spektri su snimani na spektrometrima Varian Gemini 200 (*H: 200 MHz; 3C 50
MH?z), Bruker Ultrashield Advance 111 500 (*H: 500 MHz; *C 125 MHz) i Bruker DRX 400 (*H:

400 MHz; 3C 100 MHz). Spektri su snimani u deuterisanim rastvara¢ima.

36



3.3.5. Masena spektrometrija

Maseni spektri su mereni na spektrometrima Bruker Esquire 6000, 6210 Time-of-Flight
LC-MS instrument (G1969A, Agilent Technologies), Bruker Daltonics HCT 6000 i Orbitrap

LTQ HR u pozitivnom rezimu rada.

3.3.6. Elektri¢na provodljivost

Provodljivost je merena pomocu Crison MultiMeter MM41 instrumenta.

3.3.7. Rendgenska strukturna analiza

Rendgenski strukturni podaci sakupljeni su na sobnoj temperaturi pomocu Bruker X8
APEXII CCD i Bruker D8-Venture difraktometrom. Monokristal je postavljen na 34 mm od
detektora i prikupljeno je 1630 refleksija, na svakih 30 s sa sirinom skeniranja ve¢om od 1°.
Podaci su obradeni pomoéu SAINT softvera.l% Kristalografski podaci, parametri utaénjavanja i
detalji o preciznosti strukture dati su u Tabeli 5. Struktura je resena direktnom metodom i
uta¢njene metodom potpune matrice najmanjih kvadrata. Svi ne-vodonikovi atomi su utaénjeni
anizotropno. Vodonikovi atomi vezani za ugljenik su uklju¢eni u model na osnovu geometrijski
proracunatih pozicija i uta¢njeni koris¢enjem ,,jaSuceg” modela. Za obradu podataka koris¢eni su
sledec¢i raCunarski programi i hardver: odredivanje strukture SHELKSS-2013 i uta¢njavanje
SHELKSL-2013'%2, molekularni dijagrami ORTEP!% i kompjuter Intel CoreDuo. Kristalografski
podaci za kompleks C9 su deponovani u Cambridge Cristallographic Data Centru pod brojem br.
CCDC 1492600.

3.3.8. Racunarski detalji

Kvantne hemijske kalkulacije izvrsene su pomoéu programskog paketa Gaussian 09.1%4

Optimalne geometrije ispitivanih molekula izraCunate su u gasnoj fazi pomo¢u DFT metode sa
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funkcijom B3LYP (Becke’s three parameter Lee—Yang—Parr)'% bez ograni¢enja (prekid energije
od 10° kJ mol?, kona¢ni RMS energetski gradijent ispod 0,01 kJ mol™ AY). Za sve proracune
kori$éen je bazni set SVP/FitSVP. 1% Optimizovane strukture su potvrdile da su stvarni
minimumi analizom frekvencije (bez laznih frekvencija). Entalpija i Gibbs-ova slobodna energija
iznosi 298,15 K. Vizualizacija dobijenih teorijskih rezultata izvrsena je programskim paketom

Molekel.1%7

3.3.9 Bioloska ispitivanja

Za bioloska ispitivanja (intracelijskaakumulacija, interakcije sa DNK, citotoksi¢nost),
kompleksi i odgovaraju¢i ligandi su rastvoreni u DMSO-u (20 mM) pre upotrebe. DMSO
rastvori su pomesani sa vodenim rastvorima koji su odmah kori$¢eni u bioloskim istrazivanjima,

tako da konacna koncentracija DMSO-a nikada nije prelazila 0,1% (v/v).

3.3.10. Celijske kulture i reagensi

Bioloska ispitivanja su vrSena na nekoliko humanih tumorskih ¢elijskih linija poreklom
od karcinoma grlica materice (HeLa), hroni¢éne mijeloidnee leukemije (K562), alveolarno
bazalnog adenokarcinoma plu¢a (A549), karcinoma dojke (MDA-MB-231). Takodje su
ispitivanja radjena na humanoj transformisanoj endotelijalnoj ¢elijskoj liniji (EA.hy 926) i jednoj
netumorskoj humanoj éelijskoj liniji fetalnih fibroblasta pluéa (MRC-5). Celijske linije su
odrzavane u kulturi u monosloju, pomocu hranljivog medijuma (Roswell Park Memorial
Institute) RPMI-1640 (Gibco) ili Dulbecco’s modifikovanog Eagle mediuma (DMEM). Hranljivi
medijumi za ¢elije su pripremljeni pomoc¢u dejonizovane sterilne vode sa dodatkom penicillina
(192 U/cm?), streptomicina (200 pg/cm?®), 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonske kiseline
(HEPES) (25 mM), L-glutamina (3 mM) i 10% toplotno-inaktiviranog fetalnog teleeg seruma
(FCS) (pH 7,2). Za éelijsku liniju EA.hy 926, u medijum je dodata D-glukoza (4,5 g/L). Celije su

gajene na 37 °C u 5% atmosferi CO> i u odredenoj vlaznosti vazduha.
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3.3.11. Test prezivljavanja ¢éelija upotrebom boje tripan-plavo

Tripan-plavo test (trypan blue - TB) je koris¢en za odredivanje broja zivih ¢elija prisutnih
u ¢Celijskoj suspenziji. TB test se zasniva na principu da zive ¢elije poseduju netaknute Celijske
membrane koje ne propustaju TB boju, dok kod ¢elija koje nisu zive, sa oSteCenom ¢elijskom
membranom, dolazi do ulaska TB boje. Bojenje je uradeno prema prethodno opisanom
protokolu.1® Suspenzija ¢éelija (50 pl) je pomesana sa 250 pl profiltriranog TB rastvora (0.4%).
Nakon toga, ¢elije su vizuelno ispitane svetlosnom mikroskopijom i broj ¢elija je odreden
pomoc¢u komore za brojanje, Neubauer. Zive éelije su ostaleneobojene, dok nezive imaju plavu

citoplazmu.

3.3.12. Ispitivanje citotoksi¢nosti

Citotoksi¢nost jedinjenja prema ¢elijskim linijama tumora i normalnim ¢elijama merena
je fluorometrijskom studijom, tj. testom sposobnosti prezivljavanja, koriste¢i resazurin boju
(Promocell GmbH). Celije su posejane u triplikatu na plo¢i sa 96 bunara, sa gustinom od 5x10°
éelija/bunaru 100 pl 24 h pre tretmana. Celije su zatim tretirane sa gradijentnim povecanjem
koncentracije ispitivanih jedinjenja tokom 48 h ili 72 h. Nakon inkubacije, medijum je zamenjen
sa 100 pl medijuma koji sadrzi resazurin (kona¢na koncentracija 0,2 mg/cm®). Nakon 4 h
inkubacije na 37 °C, fluorescencija proizvoda, fluorescentno-crvenog resorufina, je
kvantifikovana merenjem emisije nakon ekscitacije pomocu svetlosti na 590 nm na aparatu
SpectraMax M5 microplate Reader-u.

Citotoksi¢nost kompleksa je takode testirana koriste¢ci MTT test, uz pomo¢ 3-(4,5-
dimetiltiazol-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromida (MTT, Sigma-Aldrich). Celijske Kkulture su
zasejane na ploci u 96 bunara (Thermo Scientific Nunc) sa gustinom od 4000 ¢/b (HeLa), 8000
¢/b (A549), 6000 ¢/b (A375, LS 174T), 7000 ¢/b (MDA-MD-231 i MRC- 5), 3000 ¢/b (EA.hi
926) i 5000 ¢/b (K562) u 100 cm? kulture srednja. Nakon 24 h rasta, éelije su izloZene serijskom
razblaZenju testiranih kompleksa. Testirana jedinjenja su rastvorena u DMSO-u, neposredno pre
upotrebe, u koncentraciji od 10 mM kao polazni rastvor. Cisplatina je koris¢ena u ovoj studiji
kao referentno jedinjenje. Serija razblazenja je napravljena u istom rastvoru kori§¢enom za cCelije,

tako da su konaéne koncentracije po bunarima bile 6,25, 12,5, 25, 50 i 100 mM (kona¢na
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koncentracija DMSO-a nije prelazila 1% (v/v) po bunaru). Svaka koncentracija je testirana u tri
probe. Posle perioda inkubacije od 72 h, 20 cm® MTT rastvora i 5 mg/cm?® rastvora fosfatnog
pufera pH 7,2 dodato je svakom bunaru. Uzorci su inkubirani 4 ¢asa na 37 °C sa 5% COz u
vlaznoj atmosferi. Formirani kristali su rastvoreni u 100 cm® 10 % rastvora natrijum-
dodecilsulfata (SDS). Apsorbance dobijenih uzoraka su merene nakon 24 ¢asa na enzimsko
vezanom testu imunosorbenta (ELISA) (ThermoLabsistems Multiskan EKS 200-240 V), na
talasnoj duzini od 570 nm. ICsp vrednosti (mM) odredene su pomocu dijagrama. Poreden je
procenat prezivelih ¢elija kontrole u odnosu na nezdrave i mrtve ¢elije. Vrednost ICso, definisana
kao koncentracija jedinjenja koja uzrokuje 50% inhibiciju rasta Celija, procenjena je iz krive

doza-odgovor.'%®

3.3.13. Merenje distribucije faze ¢elijskog ciklusa metodom protocne citometrije

Izvedena je kvantitativna analiza raspodele faze celijskog ciklusa primenom protoc¢ne
citometrijske analize sadrzaja DNK u fiksiranim HeLa ¢elijama, nakon bojenja sa propidijum-
jodidom (PI).11° Celije su zasejane u gustini od 2 x 10° éelija/bunaru, u plote sa 6 bunara
(Thermo Scientific Nunc™), u 2 cm?® hranljivog medijuma. Celije su kontinualno bile izlozene
ispitivanim jedinjenjima ili cisplatini u odgovaraju¢im koncentracijama ICso i 2X1Cso vrednosti.
Kontrolne ¢elije su inkubirane samo u hranljivom medijumu. Nakon 24 h ili 48 h rasta, ¢elije su
sakupljene, isprane dva puta sa ledenim fosfatnim puferom (PBS) i fiksirane preko no¢i u 70%
etanolu. Nakon fiksacije, éelije su isprane sa PBS i inkubirane sa RNaseA (1mg/cm?) tokom 30
min, na 37 °C. Neposredno pre proto¢ne citometrijske analize, celije su obojene sa PI, u
koncentraciji od 400 pg/cm®. Ispitivana je faza raspodele delijskog ciklusa koristeéi
fluorescentno aktivirani Celijski sorter (FACS, Calibur Becton Dickinson citometar), na liniji
ekscitacije od 488 nm (Argon-jon laser). Prikupljeni podaci su analizirani pomoc¢u racunarskog

softvera Cell Quest.

3.3.14. Analiza apoptoze pomocu Anekin-FITC metodom protocne citometrije

Kvantitativna analiza apoptozne i nekrozne celijske smrti indukovane ispitivanim

jedinjenjima izvrsena je primenom proto¢ne citometrije i dualnim bojenjem ispitivanih uzoraka
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Aneksin-FITC (fluorescein-izotiocijanat) i propidijum jodidom (Pl), kompletom za detekciju
apoptoze, prema uputstvima proizvodaéa (BD Biosciences). HeLa éelije (2x10°) su zasejane u
ploge sa 6 bunara (Thermo Scientific Nunc™), u 2 cm® RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
medijuma. Nakon 24 h rasta, Celije su tretirane ispitivanim jedinjenjima tokom 24 h i 48 h, u
koncentracijama koje odgovaraju njihovim vrednostima ICso i 2 X 1Cso. Nakon toga, ¢elije su
isprane dva puta ledenim rastovorm PBS-a, zatim resuspendovane u 200 pul vezujuéeg pufera (10
mM HEPES / NaOH pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CacCly). 100 pl suspenzije éelija (10° éelija)
je prebadeno U tubu za éelijske kulture od 5 ¢cm® i pomesano sa 5 pl aneksin-FITC i 5 pl
propidium-jodida (PI1).*** Celije su vorteksovane i inkubirane 15 min na 25 °C u mraku. Nakon
toga je dodato 400 pl vezujuceg pufera u svaku tubu za Celijske kulture i analizirano koris¢enjem
FACS, Calibur Becton Dickinsonproto¢nim citometrom, a podaci su obradeni pomocu

ra¢unarskog softvera Cell Quest.

3.3.15. MorfoloSka analiza smrti Celije fluorescentnom mikroskopijom

HeLa ¢elije (2x10%) su zasejane u ploce sa 6 bunara (ThermoScientific Nunc ™) u 2 cm?®
hranljivog mediuma. Posle 24 h rasta, ¢elije su izlozene ispitivanim jedinjenjima pri ICsq ili
2xICso koncentracijama. Nakon 24 h ili 48 h tretmana, Celije su obojene etidijum-bromidom (5
pg/cm?®) i akridin-narandzastim (1,5 pg/cm®) u skladu sa standardnom procedurom,!? a odmah
posle, posmatrane su pod fluorescentnim mikroskopom Axio Observer Z1, pomoéu AkioVision

softvera za snimanje (Carl Zeiss Microlmaging GmbH).

3.3.16. Mikrotalasna digestija uzoraka za ICP-MS

Digestija je uradena na Advanced Microvave Digestion Sistemu (ETHOS 1, Milestone,
Italija) koris¢enjem segmentiranog rotora visokog pritiska HPR-1000/10S. Pre upotrebe, PTFE
posude otporne na pritisak su ocis¢ene kiselinom i isprane ultra-¢istom vodom. Uzorak je
kvantitativno prenesen, pomesan u posudi sa 3 cm® HNO3 (65%), 4 cm® ultra iste vode i 2 cm?®
H>0, (30%), a potom zagrejan mikrotalasima tokom 10 min. Temperatura je kontrolisana
programom pomocu sonde uronjene u rastvor. Temperatura je podignuta na 200 °C u prvih 10

min, odrzavana 10 min, a zatim je brzo ohladeno. Nakon hladenja, rastvor je razblazen do fiksne
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zapremine od 10 cm?® ultra &istom vodom. Ultra ¢&ista voda je pripremljena dvostrukom
dejonizacijom u Milli-Q sistemu (Millipore, Bedford, MA, SAD) do otpora vode od 18,2 MQ

cm.

3.3.17. Merenje intracelijske akumulacije rutenijuma (II) i platine (II) pomoéu ICP-MS

Intracelijska akumulacija ispitivanih jedinjenja analizirana je u HelLa i K562 ¢elijama, u
poredenju sa cisplatinom, koriste¢i masenu spektrometriju induktivno spregnute plazme (ICP-
MS), koriste¢i Thermo Scientific iCAP Qc ICP-MS (Thermo Scientific, Bremen, Nemacka)'*3
spektrometar sa operativnim softverom Qtegra. Instrument je optimizovan u rezimu KED
(diskriminacija kineticke energije) koriséenjem isporucenih automatskih protokola. Instrument
ICP-MS je podesen koris¢enjem rastvora TUNE B iCAP Q (1 ug/l svakog jona: Ba, Bi, Ce, Co,
In, Li, U), proizvoda¢ Thermo Scientific, Nemacka. Eksterni standardi za kalibraciju instrumenta
pripremljeni su na bazi rutenijuma, standardnim rastvorom za ICP-MS, Specpure®, pomocéu
sertifikovanog referentnog rastvora Ru 1000 pg/cm?® ICP standard, kupljenog od kompanije Alfa
Aesar GmbH & Co KG (Nemacka). Koncentracija kiselih eksternih standarda uskladena sa
koncentracijom kiseline pripremljenih uzoraka. Za eksperimente akumulacije u ¢elijama, granica
kvantifikacije (LOQ) za platinu iznosi 34 ng/L, a 88 ng/L za rutenijum. HeLa ¢elije (1 x 10°) su
zasejane u posude zapremine 75 cm®, a K562 ¢elije (1 x 10° u posude zapremine 25 cm?
(Thermo Scientific Nunc ™) i u eksponencijalnoj fazi rasta ¢elije su tretirane ispitivanim
jedinjenjima u ekvimolarnim koncentracijama. Nakon 4 h i 20 h tretmana, pri¢vrs¢ene ¢elije su
sastrugane, oprane ledenim PBS-om i celije sakupljene centrifugiranjem pri 2000 obr/min, 10
min. Za proveru merenja Ru i Pt na ICP-MS, dva kompleta kontrolnih uzoraka su napravljena,
intracelijska i DNK.
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3.3.18. Priprema uzorka za merenje vezivanja jona za DNK pomo¢éu ICP-MS

Vezivanje Ru i Pt za ¢elijsku DNK analizirano je u HeLa i K562 c¢elijama, koristeci
masenu spektrometriju induktivno spregnute plazme (ICP-MS). HelLa i K562 ¢elije su
pripremane i sakupljane Koriste¢i istu proceduru kao $to je prethodno opisano. Ukupan DNK je
izolovan koriste¢i TRI Reagent® (Sigma Aldrich), u skladu sa procedurom proizvodaca i
koncentracije su odredene spektrofotometrijskim merenjem apsorbance na BioPhotometer 6131

(Eppendorf) ili BioSpec-nano (Shimadzu Biotech) spektrofotometrima.

43



4. Rezultati i diskusija

4.1. Sinteze liganada

Ligand hinolinskog derivata tiouree L1 sintetisan je iz dva koraka, polazeé¢i od 4,7-
dihlorhinolina 1. U prvom koraku je hinolin 1 u prisustvu dva ekvivalenta srebro-tiocijanata
preveden u izotiocijanatni intermedijer 2, uvodenjem izotiocijanata u polozaju 4, a
transformacija do tiouree je izvrSena meSanjem proizvoda 2 u metanolu zasi¢enim gasovitim
amonijakom, na sobnoj temperaturi. Piridinski ligand L2xHCI, sintetisan je u jednom koraku,
polazec¢i od 3-cijanopiridina. 3-cijanopiridin, etilendiamin i sumpor su pomesani i zagrevani pod
mikrotalasima u toku 1,5 h. Posle obrade reakcije 1 preciS¢avanja dobijen je neutalni oblik 3-
(4,5-dihidro-1,3-thiazol-2-il)piridin, koji je meSanjem u rastvoru metanola zasi¢enim gasovitim

hlorovodonikom preveden u krajnji proizvod L2xHCI (Shema 1).%

S
Cl NCS HN NH,
= = 7
Cl N Cl N Cl N
1 2 (89%) L1 (55%)
®
Cl HI\’I />
| o~ C)a d) X N
_ — | H
N N
3 L2xHCI (51%)

a) AgSCN, PhMe, 115 °C; b) MeOH / NH3, s.t.; ¢) etilendiamin, S, MW; d) MeOH / HC1

Shema 1. Sinteza izohinolinskog liganda L1 i piridinskog liganda L2

Ligandi 11,12-dimetildipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazin (Me2dppz, L3) [
pirido[2',3".5,6]pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolin (ppf, L5) sintetisani su kondenzacijom 1,10-
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fenantrolin-5,6-diona 4% sa 4,5-dimetilbenzen-1,2-diaminom ili piridin-2,3-diamin po opisanoj
proceduri iz literature.®® Ligand 2-(9-antril)-1H-imidazo[4,5-f] [1,10]fenantrolin (aip, L4) je
dobijen kondenzacijom diona 4 sa antracen-9-karbaldehidom u prisustvu NH4OAc i siréetne

kiseline prema protokolu opisanom u literaturi (Shema 2.).%°
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=
N 0 H,N NI\ N
I/ _
4 L3
I\
N__— o)
+ OHC
YO
_
4 L4
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Shema 2. Strukture planarnih aromati¢nih liganada L3, L4 i L5

Ligand N!N2-dipropionilhidrazin (L6) je dobijen kondenzacijom propilhidrazida sa

propionil-hloridom u prisustvu baze (Shema 3.).
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Shema 3. Sinteza liganda dipropanoil-hidrazina L6

4.2. Sinteze kompleksa

Kompleks C1 dobijen je reakcijom polaznog p-cimenskog rutenijumskog dimera sa i
liganda L1 u smesi rastvaraCa MeOH/CH:Cl; (1:1 V/V) blagim zagrevanjem. Sporim
isparavanjem rastvaraca nastao je crveni talog kompleksa, koji je cedenjem iodvojen, ispran
rastvara¢em i osusSen. Za razliku od kompleksa C1, kompleks C2 sa hloridnim kontra jonom nije
mogao da bude izolovan i okarakterisan. UspeSna sinteza je postignuta kada je u reakcionu
smesu dodat NaBPhs gde je tokom izolovanja i preciS¢avanja, dobijen kompleks koji kao kontra

jon ima tetrafenilboratni anjon (Shema 4.).

] cl i s// N
—\ / / HN)kNHZ i~ )\\NH il a
/ \ RN + /@\)j CH,Cl,, McOH 2
. \
cl N 35°C /©\)j
cl N
L1
C1, 58%
/ l C17 + _
—\ / —®—< BPh,
/ \

1) EtOH, r.t. (NH l\m
cl \ 2) NaBPh, R s~y \\
cl
H | P
L2xHCl

C2, 68%

Shema 4. Sinteza rutenijumskih kompleksa C1 i C2
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Serija arenskih kompleksa sa poliaromati¢nim ligandima 11,12-dimetildipirido[3,2-

a:2',3'-c]fenazinom (L3) i 2-(antracen-9-il)-1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolinom

(L4)

sintetisana je koriS¢enjem benzenskog ili p-cimenskog dimera rutenijuma u smesi rastvaraca

MeOH/CH.Cl,. Nakon dodatka amonijum-heksafluorofosfata kompleksi su izdvojeni u obliku

taloga (Shema 5.).

[N

1) DCM/MeOH, r.t.

N1y DCM/MeOH, r.t.

1) DCM/MeOH, r.t.
2) NH,PF

2) NH,PF

2) NH,PF,

"1+ PFg

]+ PRg

Shema 5. Sinteza arenskih kompleksa C3, C4 i C5 sa poliaromati¢nim ligandima L3 1 L4
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Sinteza serije arenskih kompleksa rutenijuma sa ligandom pirido[2',3":5,6]pirazino[2,3-
f][1,10]fenantrolinom (ppf, L5), izvrSena je prema modifikovanim procedurama koriste¢i
poliaromati¢ni ligand i binuklearni kompleks, pri ¢emu dolazi do gradenja mononuklearnog

adukta sa bidentatno koordinovanim ligandom (Shema 6.).
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- Cl X
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N U N N\rﬁ 1) DCM/MeOH, r.t.
cl Cl + B e ee——
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Shema 6. Sinteza kompleksa rutenijuma C6, C7 i C8 sa poliaromati¢nim piridinskim ligandom
L5

Binuklearni kompleks C9 (Shema 7.) je dobijen reakcijom polaznog p-cimenskog

kompleksa rutenijuma sa ligandom N*,N?-dipropionilhidrazina (L6).
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Shema 7. Sinteza binuklearnog kompleksa C9

Za sintezu binuklearnog kompleksa sa N*,N?-dibutanoilhidrazinom, jedinjenje se moze
dobiti mesanjem polaznog p-cimenskog kompleksa rutenijuma i butanoilhidrazida, pri ¢emu na
atomu rutenijuma dolazi do kondenzacija dva molekula hidrazida i dobija tetradentatni ligand
koji povezuje dva atoma rutenijuma (Shema 8.). U ovoj reakciji, jon rutenijuma ujedno ima
ulogu katalizatora (Slika 15.). U slucaju propanskog derivata, ova transformacija na atomu

rutenijuma nije mogucéa, pa je potrebna prethodna sinteza Zeljenog liganda (Shema 3.).%

| / /
S a c Cl—Rau Cl—R{
ﬂ a o ﬂm/ y S
\Cl/ ~~— 2 N = . cl

Cl

\/

Shema 8. Strukturno-skeletni prikaz sinteze binuklearnog kompleksa sa N*,N2-

dibutanoilhidrazinom
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Slika 15. Predolzeni mehanizam dobijanja binuklearnog kompleksa sa butanoilhidrazidom uz
pomoé kataliticke aktivnosti rutenijuma (slika uzeta iz reference: S. Nikoli¢, 1. Ciri¢, A.

Roller,V. Lukes, V. B. Arion, S. Grguri¢-Sipka, New J.Chem., 41 (2017) 6857-6865.)
4.3. Spektroskopska karakterizacija sintetisanih kompleksa rutenijuma

Sintetisani kompleksi analizirani su metodama za odredivanje strukture hemijskih
jedinjenja: masenom spektrometrijom, IR spektroskopijom i NMR spektroskopijom, dok je

elementalni sastav kompleksa potvrden elementalnom analizom. Struktura binuklearnog

kompleksa C9 resena je uz pomo¢ X-zraka.
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4.3.1. Masena spektrometrija

Masenom spektrometrijom potvrdena je struktura kompleksnih jedinjenja na osnovu
signala karakteristi¢nih fragmentacionih jona. . Spektri su snimani u pozitivnom rezimu rada
masenog spektrometra, tako da kod svih masenih spektara kompleksa izostaje odgovarajuci

anjon iz spoljasnje sfere kompleksa (C1°, BPhs ili PFe) (Tabela 1.).

Tabela 1. Detektovani fragmentacioni joni kompleksa na masenom analizatoru

Joni kompleksog katjona i Detektovana
fragmentacioni joni masa
C1-HCI-[C] 472,02
C2-2HCI-[BPhs] 382,09
C3-[PF¢] 581,20
C4-[PF¢] 525,10
C5-[PF¢] 667,20
C6-[PF¢] 498,00
C7-[PFq] 512,02
C8-[PF¢] 554,06
Co-Cl 649,21

Kod kompleksa C1 u masenom spektru, uo¢en je odlazak jednog molekula HCl-a iz
unutrasnje sfere kompleksnog katjona. Slicna fragmentacija primecena je i1 kod kompleksa C2,
ali je u ovom slucaju doslo je do eliminacije dva molekula HCl-a. Razlog za odlazak dva
molekula iz unutrasnje sfere kompleksnog jona C2, za razliku od odlaska jednog molekula u
slu¢aju kompleksa C1, je najverovatnije monodentatno vezivanje liganda L2, ¢ime u
koordinacionoj sferi kompleksa ostaju dva hloridna anjona podloZna eliminaciji. Kompleksi C3-

C8 pokazuju stabilne katjonske jone, u kojima ne dolazi do eliminacije liganada vezanih za
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rutenijum. Kompleks C9 je izolovan kao neutralan kompleks i maseni spaktar je pokazao samo

odlazak hloridnog anjona iz unutra$nje sfere kompleksa.

4.3.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrveni spektri sintetisanin kompleksa C1-C9 su uporedivani sa infracrvenim
spektrima odgovarajucih liganada. Poredenjem je moguce videti da se polozaj apsorpcionih traka
svih funkionalnih grupa koje ucestvuju u koordinaciji za atom rutenijuma, razlikuju od
apsorpcionih traka slobodnih liganada. Ovo je posledica promene elektronske gustine oko tih

atoma, §to je posledica koordinacije ovih liganada za atom rutenijuma.

Tako na primer, u infracrvenom spektru liganda L1 mogu se videti dve trake od NH;
vibracija istezanja na 3321 i 3282 i C=S vibraciona traka na 1634 cm™. U spektru odgovarajuéeg
kompleksa C1 dve trake od NH; grupe su se spojile u jednu na 3278 cm™, a C=S vibraciona

traka je pomerena na 1624 cm™.

U slucaju liganda L2 javlja se jaka piridinska apsorpciona traka na 1628 cm™ koja potice
od skeletnih vibracija C=N vibracije. U slu¢aju odgovaraju¢eg kompleksa C2, ova traka je
pomerena na 1616 cm™, §to ukazuje na koordinaciju liganda preko piridinskog azota. Znacajne
promene mogu se uociti i u aromati¢énim C-H vibracionim trakama, koje se sa dve trake kod

liganda na 3043 i 3114 cm™ pomeraju i spajaju u jednu na 3055 cm™ kod kompleksa.

Kod infracrvenih spektara liganada L3, L4 i L5, koji su planaranog aromati¢nog
karaktera, javljalju se jake trake u oblasti od 1500-1400 cm™ koje poticu od piridinskog prstena i
druga traka na oko 737 cm™. U sluc¢aju odgovarajuéih kompleksa C3-C5 dolazi do vidnog
smanjivanja intenziteta traka u oblasti od 1500-1400 cm™, dok se trake sa 737 cm™* pomeraju na
840 cm™ $to moze biti posledica koordinacije aromati¢nog liganda za jon metala pri ¢emu se
menja elektronska gustina u jedinjenju aromata. Slicne promene se mogu uociti u spektrima

liganda L5, odnosno u odgovaraju¢im kompleksima C6-C8.

U spektru liganda L6 dolazi do najuocljivijeg pomeranja trake koja potic¢e od karbonilne

grupe, preko koje je koordinovan ligand za jon rutenijuma. Traka sa 1598 cm™ se deli na dve
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intenzivne trake na 1639 i 1539 cm™. Takode, $iroka traka koja poti¢e od N-H vibracija na preko
3100 cm™ izostaje u infracrvenom spektru kompleksa C9, jer su vodoni¢ni protoni izgubljeni

tokom koordinacije za metalni jon.
4.3.3. NMR spektroskopija

U NMR spektrima sintetisanih kompleksa takode se mogu uociti razlike u hemijskim
pomeranjima signala u odnosu na NMR spektre slobodnih liganada, kao posledica koordinacije.
Hemijska pomeranja u spektrima kompleksa su na vrednostima ocekivanim za ovu vrstu

kompleksa i vrednosti integrala signala pokazuju odnos liganda i arenskog dela 1:1.
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Slika 16. Struktura i numeracija atoma kod liganada L1 i L2 i kompleksa C1i C2

U H i BC NMR spektrima kompleksa C1 i C2 vidi se znacajno pomeranje signala

aromati¢nog dela liganada L1 i L2 u odnosu na slobodne ligande (Tabela 2). Takode, doslo je i
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do premene hemijskog pomeranja ugljenika koji je u sklopu tioureatnog dela liganda L1. U *C
NMR spektru slobodnog liganda ovaj ugljenik se nalazi na 182,21 ppm, a u kompleksu C1 na
182,03 ppm. Cimenski deo molekula u kompleksima C1 i C2 ima hemijska pomeranja na oko
5,75-5,85 ppm (aromati¢an deo), metil grupa na oko 2,10 ppm, a iz i-Pr grupe CH i dve CHzs-
grupe na oko 2,90 ppm 1 1,20 ppm, redom, Sto su ocekivane vrednosti hemijskih pomeranja za

organorutenijumske komplekse.

Tabela 2. Hemijska pomeranja u *H NMR spektrima signala protona liganada L1 i L2 u

odnosu na odgovarajuce signale kompleksa C1 i C2 (odabrani signali).

L1 C1 L2 C2

atom o (ppm) atom o (ppm) atom o (ppm) atom o (ppm)

S=C- S=C-

NH: 8,33 NH: 8,16 H2 9,39 H2 9,09
H2 8,83 H2 8,88 H4 8,74 H4 8,29
H3 8,01 H3 8,37 H5 7,81 H5 7,68
H5 8,11 H5 8,32 H6 8,95 H6 8,90
H6 7,68 H6 7,76 H8,9 4,01 H8,9 4,03
H8 8,05 H8 8,10 NH 11,46 NH 10,70

Za dodatnu potvrdu koordinacije 1 odredivanja nacina vezivanja liganada, snimljeni su

'H-N HSQC i *H-*N HMBC NMR spektri liganada L1, L2 i kompleksa C1, C2.

U H-®N HSQC spektru liganda L1 vide se dve korelacije N/H = 131,02/9,22 ppm i
131.02/9,05 ppm, koje poti¢u od sprezanja atoma azota i dva atoma vodonika iz tioureatnog dela
molekula (S=C-NH,). Odgovarajuéi signali u *H-"®N HSQC spektru kompleksa C1 nalaze se na
N/H =122,34/8,67 ppm i 122,34/8,57-8,47 ppm vrednostima hemijskih pomeranja. Razlika
hemijskog pomeranja °N za vise od 8 ppm ukazuje da u koordinaciji liganda uéestvuje i azot
S=C-NHa-grupe. U *H-"N HMBC NMR spektru liganda L2 vide se korelacije N/H = 316,7/9,08
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ppm i 316,7/8,90 ppm koje poti¢u od prostornih interakcija piridinskog azota i atoma vodonika
H2 i H6 iz piridinskog prstena i slabije korelacije na 115,33/4,0 ppm od interakcija imidazolskog
azota sa atomima vodonika H8 i H9 na tom prstenu. U H-"*N HMBC NMR spektru kompleks
C2, moze se uocljiti pomeranje piridinskog azota na 317,65 ppm, Sto takode moze biti
objasnjeno kao posledica koordinacije. Na osnovu analize NMR spektara liganada L1, L2 i

kompleksa C1 i C2 predlozen je nacin koordinacije kako je prikazano na Slici 16.

12
11 24

10 23

Slika 17. Struktura i numeracija liganda L3

U H NMR spektru kompleksa C3 i C4 koji sadrze ligand L3 (Slika 17.), mogu se uogiti
zna¢ajne promene hemijskih pomeranja signala liganda u poredenju sa *H NMR spektrom
slobodnog liganda (Tabela 3). Moze se uociti da pomeranja signala idu i do 0,50 ppm, kao

posledica promene elektronske gustine u ligandu usled koordinacije.
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Tabela 3. Hemijska pomeranja u *H NMR spektru liganda L3 i njegovih kompleksa C3 i
C4 (odabrani signali)

L3
(Me2dppz) C3 C4

0 (ppm) o (ppm) | 3 (ppm)

9,53 10,00 10,08
aromatiéni 9,23 9,55 9,54
deo liganda 7,97 8,28 8,26
7,75 8,10 8,09
metil grupe 2,55 2,59 2,58

Porede¢i *H NMR spektre liganda L4 i kompleksa C5. Mogu se primetiti znacajne
razlike u hemijskim pomeranjima atoma vodonika liganda. Na Slici 18. vidi se kolika je promena
hemijskog pomeranja protona sa liganda L4 od 9,09 ppm na 9,92 ppm §to pokazuje koliko je
smanjena elektronska gustina oko tog protona u kompleksu. | ostali vodonikovi atomi na
aromaticnom jezgru imaju promenu u hemijskom pomeranju, ali ne toliko znacajno koliko

proton H2, najbliZi mestu koordinacije za jon metala.

ligand ‘

I _ r ||| ll ||.'-'.___

L
e e o g = S ! = —

Slika 18. Izgled spektra liganda L4 uporeden sa spektrom odgovaraju¢eg kompleksa C5

| u kompleksima C6, C7 i C8 dolazi do promene hemijskih pomeranja u odnosu na

ligand L5 sumirano u Tabeli 4.
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Slika 19. Struktura i numeracija liganda L5

U 'H NMR spektrima moze se uoditi je da koli¢ina promene hemijskog pomeranja
liganda L5 u kompleksima zavisi i od arenskog liganda koji je vezan za rutenijumov jon. U
kompleksima C6, C7 i C8 se redom, nalaze arenska jezgra: benzen, toluen i p-cimen. Kako u
tom nizu raste voluminozni karakter, tako se povecava i uticaj na hemijska pomeranja na
ligandu. U kompleksu C7 i ligandu je primetno poklapanje pojedinih signala sa aromoti¢nih
prstenova, dok kod kompleksa C6 i C8 dolazi do jasnog razdvajanja signala kao posledica
koordinacije. Do najveceg odstupanja kod kompleksa C8 u odnosu na slobodan ligand, dolazi

zbog uticaja p-cimena, zbog njegove najvece voluminoznosti.

Tabela 4. Hemijska pomeranja u *H NMR spektru liganda L5 i njegovih kompleksa C8,
C7 i C8 (odabrani signali)

L5 (ppf) C6 C7 Cs8
o (ppm) o (ppm) o (ppm) o (ppm)
9,81 10,17 10,07 10,05
9,64 9,70 9.74 9,75
aromati¢ni 9,40 9,64 9,52 9,70
deo 9,33 9,50 8,94 9,49
liganda 8,76 8,89 8.34 8,90
8,31 8,34
7,96 - 7,80 515 8,18 515
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Kompleksi C3, C5 i C8 kao arenski deo sadrze p-cimen, ¢iji se aromati¢ni protoni u vidu
dva dubleta nalaze na oko 6,20 ppm 1 6,40 ppm u sva tri kompleksa. Niza vrednost hemijskog
pomeranja od o¢ekivanog signala a,b-kvarteta na oko 7,1 ppm, posledica je razmene elektronske
gustine sa jonom rutenijuma, koji je ujedno i interakcijom sa z-elektronima stabilizovan u
oksidacionom stanju +2. Metil-grupe liganda nalaze se na oko na oko 2,20 ppm, a CH i dve CH3-
grupe iz izo-propilidenske grupe nalaze se na oko 2,75 ppm i 1,05 ppm, redom, u sva tri

kompleksna jedinjenja.

Kompleksi C4 i C6 sadrze benzen kao arenski deo kompleksa i signali protona iz
benzena nalaze na hemijskim pomeranjima oko 6,40 ppm. To je takode dosta nize od pomeranja
od 7,37 ppm kod nekoordinovanog benzena i posledica je razmene elektronske gustine sa jonom
rutenijuma. Kompleks C7 sadrzi toluen kao arenski deo molekula. Njegovi protoni se javljaju
kao triplet, dublet i triplet na pomeranjima 6,50 ppm, 6,20 ppm i 5,90 ppm, redom. U slobodnom
molekulu toluena ovi signali se javljaju na oko 7,05 ppm. Metil-grupa toluena u kompleksu ima
hemijsko pomeranje 2,30 ppm. Vrednosti hemijskih pomeranja arenskih delova kompleksa imaju
o¢ekivane vrednosti za ova jedinjenja, pa se moze reci da nije doSlo do narusavanja njihove
stabilnosti prilikom koordinacije za centralni atom rutenijuma u toku snimanja spektara u
DMSO-u kao rastvaracu kori§¢enom u ove svrhe. Ova pojava je moguca, jer sumpor iz DMSO-a

ima veliki afinitet prema rutenijumu, §to moZe narusiti primarnu strukturu kompleksa.

Zbog koordinacije arenskog liganda za jon rutenijuma +2, dolazi do promena hemijskog
pomeranja i u *C NMR spektrima. Tako na primer, benzenski ligand kada je slobodan daje
signal na oko 125 ppm, u kompleksima se javlja na 86 ppm. Sli¢na promena hemijskog
pomeranja vidi se i kod toluenskog, odnosno p-cimenskog kompleksa. Kod slobodnog p-cimena
signali atoma ugljenika iz prstena javljaju se na oko 145 ppm, 135 ppm, 128 ppm i 126 ppm, dok
su kod kompleksa C3 i C5 pomereni ka nizim hemijskim pomeranjima na oko 105 ppm, 103
ppm, 86 ppm i 84 ppm, redom. Znacajnu promenu hemijskog pomeranja pokazuje karbonilni
ugljenik u kompleksu C9, §to je posledica ucestvovanja u koordinaciji liganda L6. U spektru
slobodnog liganda ovaj ugljenik ima signal na 171,89 ppm, a u kompleksu na 174,38 ppm.
Ocekivano, ostali atomi ugljenika liganda L6 nemaju znac¢ajniju promenu hemijskog pomeranja

kada su slobodni i u kompleksu C9. Manja promena od oko 1 ppm-a, moze se objasniti tako da
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ovi atomi ugljenika ne ucestvuju u koordinaciji, ve¢ su samo vezani za heteroatome koji su

donori elektrona rutenijumu.

4.3.4. Elektri¢na provodljivost sintetisanih kompleksa C1 i C2

U cilju odredivanja odnosa kompleksnog katjona i anjona u spoljnoj sferi, kao dodatne
potvrde strukture kompleksa, merena je provodljivost rastvora sintetisaninh kompleksa u DMSO-
u. Izmenerene vrednosti provodljivosti od 16,21 i 20,62 Q *cm? mol ™ rastvora kompleksa C1 i
C2 koncentracije 1 mM u DMSO-u, ukazuju da su kompleksi tipa ML*A", odnosno da
rastvaranjem kompleksi disosuju na jedan katjon i jedan anjon, i u skladu su sa podacima iz
literture.}* Nakon 24 h stajanja rastvora, provodljivost se nije promenila, $to dodatno potvrduje
stabilnost kompleksa u ovom rastvaracu (videti dalje odrdivanje stabilnosti kompleksa, odeljak

4.35).

4.3.5. Stabilnost kompleksa u DMSO-u

Poznato je da jedinjenja koja sadrze sumpor, medu kojima i DMSO, imaju tendenciju da
se koordinuju za rutenijum. Ovo moze da dovede do naruSavanja strukture ispitivanih
rutenijumskih kompleksa, §to samim time dovodi i do promene svih ostalih fizickih, hemijskih i
kona¢no bioloskih karakteristika kompleksa koje se dalje ispituju. Poznata je Cinjenica da su
kompleksi u ¢eliji aktivirani zamenom hloridnog ili nekog drugog lakoodlazeceg liganda vodom,
pa tako zamena molekulom DMSO-a moze spreciti ovaj proces i deaktivirati ispitivan kompleks.
DMSO je korisc¢en kao rastvarac za ispitivanje bioloske aktivnosti sintetisanih kompleksa, pa je
neophodno bilo ispitati stabilnost kompleksnih jedinjenja u ovom rastvaracu. Svaki od liganada
koji ¢ine kompleks, pa ¢ak 1 arenski deo koji stabilizuje rutenijum u oksidacionom stanju +2,
moze se zameniti ovim molekulom. Ova ¢injenica je potvrdena i NMR spektroskopijom, gde se
mogu videti pomeranja signala sa proteklim vremenom.!!® Koji od liganada ¢e DMSO izmeniti
zavisi od afiniteta vezivanja liganda za rutenijum u odnosu na DMSO. U najveéem broju
slu¢ajeva zamena liganda se desava kod kompleksa [(5#-p-cimen)RuClL] tipa, gde je L = ligand
koordinovan preko N-atoma. Ako dolazi do jako brze zamene liganda molekulom DMSO-a, ato

zna¢i do formiranja [(#°-p-cimen)RuCl,DMSQO] kompleksa, koji se onda u rastvoru nalazi u
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odnosu 1:1 sa slobodnim ligandom L. Usled toga, se ne moze ta¢no zakljuciti da li bioloSka
aktivnost poti¢e od samog liganda, svojstva rastvora u celini ili novo-formiranog kompleksa. 1z
ovih razloga, grupa profesora Gasser-a je uporedo ispitala bioloske aktivnosti tri razli¢ite smese,
i to: a) sintetisanog kompleksa; b) samog liganda i c¢) smese kompleksa [(55-p-
cimen)RuCIl,DMSQ] sa odgovaraju¢im ligandom u odnosu 1:1, u rastvorima DMSO-a. Rezultati
su pokazali sliéne vrednosti aktivnosti u sva tri slu¢aja, dok kontrolni uzorak, sam kompleks [(#°-
p-cimen)RuCIl,DMSO] nije pokazao znadajnu aktivnost.!*® 1z ovih razloga, svim kompleksima
koji su kasnije ispitani na Celijskim linijjama prethodila su ispitivanja stabilnosti u rastvoru
DMSO. U slucaju kompleksa sintetisanih u ovom radu, ¢ija bioloska aktivnost je odredivana,
stabilnost je pracena NMR spektroskopijom u rastvoru DMSO-ds. Spektri su snimani odmah
nakon rastvaranja, a zatim posle 1 h, 3 h, 6 h, 24 h i 48 h. U slucaju svih kompleksa koji su
ispitivani, na osnovu spektara, zaklju¢eno je da su kompleksi stabilni u rastvoru DMSO-a nakon
48 h, jer nije doSlo do promena hemijskih pomeranja signala. Ovo je omogucilo njihovo dalje

koriS¢enje za bioloska ispitivanja.

4.3.6. Rendgenska strukturna analiza

Kompleks C9 dobijen je u pogodnom obliku za kristalografsku analizu. Monokristal je
dobijen sporim isparavanjem mati¢nog rastvora. Analiza X-zracima je pokazala da kompleks C9
pokazuje uobicajenu geometriju ,klavirske stolice”. Kompleks se sastoji od dva atoma
rutenijuma povezanih sa jednim tetradentatnim molekulom N N2-dipropionilhidrazina. Po jedan
hloridni anjon vezan je za svaki atom rutenijuma, a povrSinski deo ,,klavirske stolice” predstavlja
po jedan molekul p-cimena vezan za rutenijum. Kristalni podaci o kompleksu C9 se nalaze u

Tabeli 5, a geometrija kompleksa je prikazana na Slici 20.
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Tabela 5. Kristalni podaci za C9-2EtOH

jedinjenje C9-2EtOH
empirijska formula | C30Hs0C1aN2OsRu;
fw 775,76

space group P-1

a, A 9,0536(4)

b, A 9,0906(4)

c, A 9,9218(4)

a, °© 88,9010(11)

5, ° 88,7726(11)

7, ° 85,6563(11)
VA3 813,93(6)

Z 1

A[A] 0,71073

Pealed, € €M 1,583

Veli¢ina kristala, mm | 0,25 x 0,21 x 0,11
T [K] 100(2)

4, mm! 1,128

R/ 0,0148

WR,” 0,0386

GOF¢ 1,048

@Ry = 3[[Fo| - [Fll/EIFo].  WR2 = {Z[W(Fo? — F2)2/S[W(Fo?)?I}H2. ¢ GOF = {Z[W(Fo? — F)?/(n

— p)}2, gde je n broj refleksija, p je ukupan broj preradenih parametara.
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Slika 20. Kristalna struktura kompleksa C9

Duzina veze izmedu dva atoma azota odgovara tipi¢noj duzini ove veze, odnosno u ovom
slu¢aju iznosi 1,434 A. Veza izmedu karbonilnog ugljenika i kiseonika je za oko 0,04 A
izduZenija, zbog delokalizacije elektrona sa kiseonika na rutenijum i iznosi 1,293 A. Oko
rutenijumovog atoma, veze su uobicajenih duZina za ovu vrstu kompleksa.'*® Veza rutenijum-
kiseonik iznosi 2,053 A, rutenijum-azot 2,099 A, a rutenijum-hlor 2,429 A. Duzine veza izmedu
rutenijuma i ugljenikovih atoma koji su sastavni deo p-cimenskog prstena iznose: 2,184, 2,167,
2,201, 2,216, 2,202, 2,146 A. Ugao koji prave atom kiseonika, rutenijuma i azota iznosi 76,03 °.
Rastojanje izmedu dva atoma rutenijuma u kompleksu C9 iznosi 4,949 A, sto se slaze sa

kompleksima sli¢ne strukture.!*’

4.3.7. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti in vitro

Citotoksi¢ne aktivnosti kompleksa rutenijuma(Il) C1, C2, odgovarajucih liganda L1, L2
x HCI i cis-diamindihloridoplatine(ll) (cisplatina, CDDP) kao referentnog jedinjenja, pracene su

tokom 72 sata kontinuiranog dejstva pomocu kolorimetrijskog MTT testa. Studija je izvedena na
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pet humanih neoplasti¢nih ¢elijskih linija (HeLa, K562, A549, MDA-MB-231 i EA.hi 926) i
jednoj c¢elijskoj liniji fibroplasticne humane fetalne ¢elije plu¢a (MRC-5), koja je koris¢ena kao
nekancerogeni model za procenu toksic¢nosti in vitro. Dobijeni rezultati predstavljeni kao ICso
vrednosti (Tabela 6.) pokazuju da su testirani kompleksi pokazali citotoksi¢nost prema svim
ispitivanim c¢elijskim linijama, sa 1Cso vrednostima u opsegu od 11,03 — 56,45 uM. Ligandi L1 i
L2 x HCI nisu pokazali citotoksi¢nu aktivnost (ICsp) do 100 uM i mogu se smatrati neaktivnim
na testiranim ¢elijskim linijama. Rezultati jasno pokazuju znacajan doprinos koordinacije liganda
L1 i L2 x HCI na citotoksi¢nu aktivnost testiranih kompleksa. Kompleks C1 pokazuje bolju
citotoksi¢nost u poredenju sa C2, sa izuzetkom prema HeLa Celijama. Prema toj ¢elijskoj liniji
C2 je priblizno dva puta aktivniji od C1. Najnize ICso vrednosti (uM), za C1 su primecene u
humanim ¢elijama hroni¢ne mijeloidne leukemije (K562) i humanim transformisanim
endotelijalnim¢elijama (EA.hi 926): 11,03 £ 1,391 13,8 + 2,51 respektivno, §to su priblizne ICsg
vrednosti CDDP (10,86 + 0,55 i 7,79 £ 1,2 respektivno). MTT analiza na MRC-5 ¢elijama
otkrila je smanjenu toksi¢nost i C1 i C2 u odnosu na CDDP. Narocito C1 je pokazao priblizno 3
puta manju citotoksi¢nost u ¢elijama MRC-5, nego u tumorskim K562 i EA.hi 926 ¢elijama, pa
se moze pretpostaviti njegov citoselektivni potencijal prema tumorskim celijama. Poredenje
strukturnih aktivnosti u ovoj studiji jasno je pokazalo da je veca citotoksi¢nost i citoselektivnost

prema tumorskim ¢elijama kompleksa C1 u odnosu na C2 doprinos koordinovanog liganda L1.
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Tabela 6. In vitro citotoksi¢nost jedninjenja C1, C2, L1, L2xHCI i CDDP na humanim ¢elijskim

linijama nakon 72 sata kontinualnog dejstva

Celijska linija? Jedinjenje
ICso (M) C1 C2 L1 L2xHCI CDDP
HelLa 56,45 + 1,59 28,62 + 1,72 >100" >100 7,59 + 0,04
K562 11,03 £ 1,39 54,86 * 6,6 >100 >100 10,86 + 0,55
MDA-MB-231 26,62 +7,24 47,66 + 1,02 >100 >100 13,24 +0,4
EA.hy 926 13,8+ 2,51 25,34 + 3,57 >100 >100 7,79+12
A549 31,49 + 5,63 39,77 £ 0,79 >100 >100 17,2+0,7
MRC-5 33,7 £5,47 42,54 + 6,7 >100 >100 11,54 £0,5

2 |Cso vrednosti (uM) predstavljne kao prosek + standardna devijacija od tri ili viSe nezavisnih

eksperimenata.
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Slikla 21. Prezivljavanje ¢elija nakon 72 h tretmana ligandima L1 i L2xHCI i kompleksima C1,
C2i CDDP.

Druga serija kompleksa (C3, C4 i C5), sa interkaliraju¢im ligandima (L3 i L4), ispitivana
je na tri humane tumorske celijske linije adenokarcinoma: plu¢a (A549), dojke (MDA-MB-231)
cerviksa (HeLa) i jednoj zdravoj ¢elijskoj liniji fetalnih fibroblasta plu¢ca (MRC-5), kao in vitro
modelu za pracenje toksi¢nog delovanja leka. Pocetni rutenijumski dimerni kompleksi i poznati
hemioterapeutski agens cisplatina (CDDP) takode su testirani kao referentna jedinjenja. Kao $to
je prikazano u Tabeli 7, utvrdeno je da sva pocetna jedinjenja (dimerni kompleksi i ligandi) nisu
toksicni na svim ¢elijskim linijjama koje su prouc¢avane u ovom testu. Interesantno je sli¢no
ponasanje primeceno kod kompleksa C4. Ovo zapazanje je u saglasnosti sa prethodnim
ispitivanjima koja opisuju citotoksi¢nost kompleksa rutenijuma koji sadrze razliite ligande
arenskog tipa.''® Suprotno njima kompleksi C3 i C5, koji sadrze i p-cimenski ligand, su izuzetno

toksicni prema svim ispitivanim ¢elijama. Ova dva kompleksa su takode vise citotoksi¢na od
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CDDP. Kompleks C3, kao najakivniji, koriS¢en je za sva dalja ispitivanja na ¢elijama. Hela

¢elije izabrane su za sva dalja bioloska istrazivanja, jer su pokazale najveCu osetljivost na

delovanje kompleksa C3 (ICso = 0,6 £ 0,5).

Tabela 7. ICso vrednosti kompleksa C3, C4, C5, liganada L3 i L4, polaznih rutenijumskih
dimera i CDDP na razli¢itim ¢elijskim linijama

I1Cso vrednosti (LM)

Jedinjenja
A549 MDA-MB-231 HelLa MRC-5

[(m®-p-
cimen)Ru(Me2dppz)CI]PFs 6,99 + 2,88 0,72 + 0,25 0,65+0,48 | 0,40+0,12
(C3)
[(n®-
benzen)Ru(Me2dppz)CI]PFe >100 >100 >100 >100
(C4)

. .
[(n*-p-cimen)Ru(@ip)CIIPFs | 5 544 (14 3,68 + 0.33 492+011 | 323010

(C5)
[(n®-benzen)RuCl_]. >100 >100 >100 >100
[(n8-p-cimen)RuCl]2 >100 >100 >100 >100
L3 (Me2dppz) >100 58,78 >100 >100
L4 (aip) >100 >100 >100 >100
CDDP 28,45 + 5,08 27,94 + 2,68 16,37 £ 7,13 | 17,00 £ 6,24

Serija kompleksa sa ligandom L5, jedinjenja C6, C7 i C8 je testirana na panelu od tri
humane tumorske celijske linije, 1 to: A549 (adenokarcinom pluc¢a), A375 (melanom), LS174T
(kolorektalni adenokarcinom) i na jednoj ne-tumorskoj humanoj ¢éelijskoj liniji, MRC-5 zajedno
sa cisplatinom (CDDP) kao referentnim jedinjenjem. Rezultati su dobijeni nakon 72 h
kontinuirane inkubacije sa testiranim supstancama i prikazani su u formi ICso vrednosti (uM) u

Tabeli 8. Kompleksi C6, C7 i C8 su ispoljili citotoksi¢nost prema svim ispitivanim ¢éelijskim
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linijama, u opsegu od 15,78 — 95,92 uM, izuzev kompleksa C6 koji nije ispoljio citotoksi¢nost
prema LS174T c¢elijama u ispitivanom opsegu koncentracija do 100 uM. Ligand je ispoljio
izutetno vecu citotoksi¢nost u poredenju sa njegovim kompleksima i to uniformno (oko 6 uM)
prema svim testiranim ¢elijskim linijama. Celijske linije A549 i A375 su ispoljile osetljivost na
dejstvo liganda koja je u nivou osetljivosti na cisplatinu, dok su LS174T i MRC-5 ¢elije pokazale
nesto vecu osetljivost prema ligandu u odnosu na cisplatinu. Najosetljivije na dejstvo ispitivanih
kompleksa su bile A549 celije adenokarcinoma pluca, gde su sva tri kompleksa ispoljila
priblizno sli¢nu aktivnost, oko 40 uM. Kompleksi C6, C7 i C8 su ispoljili konzistentnu aktivnost
u svim ispitivanim ¢elijskim linijama, pri ¢emu se kompleks C8 pokazao kao najaktivniji.
Najnizu citotoksi¢nost C8 je ispoljio prema ¢elijama melanoma, A375, gde je sa 15,78 uM bio
oko Sest puta aktivniji od C6 i C7 i dva puta slabije aktivan od cisplatine. Dobijeni rezultati
ukazuju da citotoksiénost ovih rutenijumskih kompleksa zavisi od tipa n°-arenskog liganda
pridruzenog rutenijumu, i s tim u vezi, pokazalo se da je rutenijumski kompleks sa p-cimenom
znatno aktivniji od kompleksa sa benzenom ili toluenom, §to je u skladu sa prethodnim

rezultatima.l?®

Tabela 8. Citotoksi¢nosti ispitivanih kompleksa rutenijuma i njihovog liganda, u poredenju sa
cisplatinom, nakon 72 h kontinuranog tretmana, dobijene MTT testom i iskazane u obliku ICsg

vrednosti (uM).

Supstanca A549 A375 LS174T MRC-5
C6 45,8 + 3,65 89,08 + 2,46 >100 84,68 +1,11
C7 40,64 £2,8 95,92 + 3,44 68,54 + 1,78 81,54 + 4,33
Cc8 36,13 + 3,53 15,78 + 2,7 65,84 + 5,57 68,83 + 2,95
L5 6,07 + 0,92 6,61 + 0,89 5,95+ 0,92 6,57 £ 0,35
CDDP 6,06 + 2,64 7,52 +0,93 15,59 + 0,74 9,55+ 2,29
ICso vrednosti (uM) su prikazane kao srednja vrednost (+ standardna devijacija) tri nezavisna
eksperimenta. >100 podrazumeva da ICso vrednost nije dobijena u ispitivanom opsegu
koncentracija do 100 uM.

Na celijskoj liniji adenokarcinoma plu¢a (A549) najbolju aktivnost od svih ispitivanih
kompleksa (C1-C8) pokazalo je jedinjenje C3 (6,99 £ 2,88 uM). Kompleks sa istim ligandom

L3 i benzenom kao arenskim ligandom (C4) je pokazao najlosiju aktivnost (>100 uM) od svih
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jedinjenja prema ovoj celijskoj liniji. Umerenu aktivnost od 31,49 + 5,63 i 39,77 = 0,79 uM,
pokazali su C1 i C2, redom. Bolja aktivnost C1 u odnosu na C2 je posledica veée planarnosti
liganda L1 koji je u sastavu C1. U nizu C6 — C8 u ¢iji sastav ulazi ligand L5, vidi se poboljSanje
aktivnosti za oko 5 UM kako se menja arenski ligand od benzena, preko toluena, do p-cimena
(45,8 * 3,65; 40,64 + 2,8; 36,13 + 3,53 pM, redom). Kompleks C5 koji sadrzi p-cimen i L4
pokazao je umerenu aktivnost (24,50 + 0,14 pM). Ova pojava Se moze objasniti
atropoizomerijom liganda L4, koji se sastoji iz dva poliaromati¢na dela. Aromati¢ni delovi su
spojeni prostom vezom koja omogucava rotaciju, stoga ovaj molekul nije planaran, $to smanjuje
njegovu pokretljivost kroz ¢elijsku membranu i druge barijere na putu ka boljoj aktivnosti. Od
liganada L1 - L5, najbolju aktvnost na ¢elijskoj liniji A549 pokazao je L5 (6,07 £ 0,92 uM), dok
su svi ostali bili neaktivni, tj. aktivnost im je ve¢a od 100 uM.

Porede¢i aktivnost kompleksa prema tumorskoj ¢elijskoj liniji A549 i na zdrave Celijske
linije MRC5, moze se uvideti da najbolju selektivnost pokazuju kompleksi C6 — C8 jer su prema
zdravim cCelijama priblizno dva puta manje aktivni (84,68 + 1,11; 81,54 + 4,33 i 68,83 + 2,95
UM, redom). Kompleksi C1 i C2 pokazuju sli¢ne vrednosti aktivnosti na zdravim ¢éelijama od
33,7 £5,47 142,54 £ 6,7 UM, redom, u odnosu na liniju A549. Za razliku od svih kompleksa, C3
i C5 pokazuju aktivnost na zdrave ¢elije u znatno manjim Kkoncentracijama u odnosu na
adenokarcinom pluca, §to je u ovom slu¢aju nepovoljnije.

Prema HeLa ¢elijskoj liniji tumora C1 i C2 pokazali su umerenu aktivnost (56,45 + 1,59 i
28,62 + 1,72 uM, redom) dok su C3 i C5 pokazali aktivnost prema ovim ¢elijama u jako niskim
koncentracijama (0,65 + 0,48 i 4,92 + 0,11 uM, redom), dok C4 nije pokazao aktivnost do
koncentracije od 100 pM.

Na osnovu svih dobijenih rezultata aktivnosti kompleksa prema ¢elijama tumora, moze se
zakljuciti da je aktivnost bolja ako je sastavni deo molekula ligand sa §to ve¢om planarnom
aromati¢nom povr§inom. Ovo daje molekulu lipofilnost potrebnu za laksi prodor kroz membranu
¢elije, gde posle ispoljava svoju aktivnost. Takode, od velikog je znacaja i arenski deo
kompleksa, koji isto vecom lipofilnos¢u daje bolju aktivnost, pa su se p-cimenski kompleksi
pokazali bolje od benzenskih i toluenskih. Ovi kompleksi bi¢e odabrani kao vodeéi kandidati za

buduca detaljna ispitivanja.
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4.3.8. Merenje distribucije faze ¢elijskog ciklusa metodom proto¢ne citometrije kompleksa
ClicC2

U cilju ispitivanja inhibicije rasta celija raka kroz supresiju ¢elijskog ciklusa, analiza
proto¢nom citometrijom raspodele faze ¢elijskog ciklusa ispitana je u ¢elijama K562, koristeci
bojenje sa propidium-jodidom (PI). K562 ¢elije su izabrane za dalju analizu zbog njihove visoke
osetljivosti na delovanje C1 i to na nivou uporedivim sa cisplatinom. Dejstvo je ispitivano
dvema koncentracijama, I1Cso i 2 % 1Cs0. Kod nize koncentracije, testirani agensi nisu znacajno
promenili progresiju ¢elijskog ciklusa. Kod 2 x ICso, cisplatina je izazvala gubitak DNK kod G2-
M i kasnije poveéanje sadrzaja sub-G1l. Cl i C2 su indukovali koncentraciono zavisne
akumulacije ¢elija u sub-G1 frakciji, u meri koja je sli¢na cisplatini. Generisanje sub-G1 vrha
smatra se znakom internukleozomnog rascepa DNK, kao rezultat apoptotske smrti celije.
Medutim, C1 i C2 nisu uzrokovali nikakve druge izmene c¢elijskog ciklusa, nakon tretmana od
24 sata.

Slobodni ligand nije izazvao promene u sub-G1 frakciji, u odnosu na kontrolu, §to je u
skladu sa nedostatkom citotoksi¢nosti. Manje kaSnjenje u S fazi je uzrokovano ligandom L1 i
¢ini se da je nezavisno od koncentracije (oko 29,3% na ICsp i 2 x ICsg, u poredenju sa kontrolom
od 21,3%). Malo kas$njenje S faze, moze ukazati na interferenciju 7-hlorohinolina sa ¢elijskom
DNK. Prethodne studije o antibakterijskim sredstvima zasnovanim na hinolinu (kao §to je
Ciprofloksacin) pokazale su potencijal derivata hinolina da inhibiraju topoizomerazu u HelLa
¢elijama 1 DNK-girazu u bakterijama u viSim koncentracijama, dok su K562 c¢elije koje su
tretirane Ciprofloksacinom napredovale sporije kroz S i G2/M stupnjeve ¢elijskog ciklusa (Slika
22).
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Slika 22. Dijagram raspodele faza ¢elijskih ciklusa u tretiranim K562 ¢elijama posle 24 h

inkubacije sa L1, L2, CDDP, C1 i C2 pri koncentracijama odgovaraju¢im za (A) ICso i (B)

2X1Csp.
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Tabela 9. Procenat ¢elija u sub-G1 frakciji ¢elijskog ciklusa,
posle 24 h inkubacije sa L1, L2, CDDP, C1i C2 pri

koncentracijama odgovarajucim za ICsg i 2%1Cso.

Sub G1 frakcija (%)

1Cs0 2x1Csp
Kontrola 8,06 + 0,00 8,1+0,00
L1 6,57 +0,02 6,5+ 0,57
L2 10,38 + 0,41 6,9 + 0,08
CDDP 18,47 + 1,38 24,4+ 1,38
Cl 10,84 + 0,71 18,4 + 0,33

C2 11,84 + 0,00 179+15

Analiza raspodele faza celijskog ciklusa ispitana je u HelLa celijama za kompleks C3,
primenom proto¢ne citometrije. Efekti kompleksa i CDDP analizirani su u dve koncentracije
(ICs0 1 2 k ICsp) 1 dve vremenske tacke (24 h i 48 h). Rezultati su prikazani na Slici 23. Nakon 24
h inkubacije, kompleks C3 je izazvao promene koje karakteriSu postepeni gubitak celija u G1
fazi i akumulaciju ¢elija u G2-M fazi. Nakon produzenog tretmana (48 h) kompleks C3 je
izazvao kasSnjenje u S fazi celijskog ciklusa, posmatrano zavisno od koncentracije, 17,1% 1 21%,
kod ICso i 2 X ICsq, respektivno, u poredenju sa kontrolom (12,9%) . Posle toga, doslo je do
akumulacije ¢elija u sub-G1 frakciji, koja se povecala sa povecanjem koncentracije do 24,5% (na
2 X ICx) 1 bila je veéa od one izazvane sa CDDP (16,4%). Generisanje pod-G1 vrha smatra se
znakom pokidanog DNK u ¢elijama koje su podvrgnute céelijskoj smrti. Promene u ¢elijskom
ciklusu uzrokovane kompleksom C3 snazno ukazuju na to da se direktno vezivanje DNK i
kompleksa C3 desilo na nacin koji zavisi od koncentracije i vremena. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa prethodnim rezultatima sli¢nih jedinjenja, koji su pokazali slicno dejstvo kao

snazni citotoksiéni i DNK vezujuéi agensi.'?
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Slika 23. Dijagram raspodele faza ¢elijskih ciklusa u tretiranim HeLa ¢elijama posle 24 i 48 h

inkubacije sa CDDP i C3 pri koncentracijama odgovaraju¢im za (A) ICso i (B) 2xICso.

4.3.9. Testovi odredivanja apoptoze ispitivanih kompleksa C3

Potencijal kompleksa C3 ili CDDP da indukuje apoptozu u HeLa ¢elijama analiziran je
proto¢nom citometrijom i bojom Anekin-FITC/propidium jodida. Dobijeni podaci su prikazani
na Slici 24. kao procenat ranih apoptotskih celija [FITC (+) PI ()], nekroti¢nih ¢elija [FITC
(+)/PI (+)] i mrtvih ¢elija [FITC (-)/Pl +)]. Rezultati pokazuju da kompleks C3 nije pokrenuo
eksternalizaciju fosfatidilserina, $to je karakteristika apoptotickih promena, posto je (FITC + PI-)
bojenje imalo nivo koji je uporediv sa kontrolom i nakon 24 h i 48 h od pocetka primene leka.
Pod istim uslovima cisplatina, prouzrokovala je povecanje FITC (+) PI (-) bojenja (rana
apoptoza), do 22,6 % (24 h) i 10,8% (48 h). Nekroti¢éne promene FITC (+)/PI1 (+) nakon tretmana

sa C3 nisu primecene i bile su na nivou uporedivom sa kontrolom.
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Slika 24. Dijagrami prikazuju rezultate dvostrukog PI/Anekin V-FITC bojenja (skra¢eno kao
P/A), pracenog sa FACS-protokom na HeLa celijama, posle 24 h i 48 h inkubacije sa
kompleksima C3 ili CDDP pri koncentracijama koje odgovaraju ICso i 2 x 1Cso. Bar-dijagrami

predstavljaju rezultat jednog od najmanje tri nezavisna eksperimenta

4.3.10. Rezultati morfoloske analize smrti Celije fluorescentnom mikroskopijom C3

Fluorescentna mikroskopija i akridin-narandzasto/etidijum-bromid (AO/EB) se koriste za
analizu morfoloskih karakteristika Celijske smrti. Mikrofotografije HeLa ¢elija obojenih AO/EB,
nakon 48 h tretmana sa kompleksom C3 ili CDDP prikazani su na Slici 26. Netretirane celije
(kontrolne c¢elije) su guste, svetlo zelene boje i izduzene sa kruznom sferom. Tek nakon
produzenog tretmana (48 h) na nizim koncentracija (1Cso) kompleksa C3 primecene su odredene
morfoloske promene na ¢elijama. Naime, Celije su pocele da gube svoju normalnu morfologiju i
postaju zaokruZene, manje veli€ine, sa kondenzovanim 1 ekscentri€no postavljenim jezgrima i sa
jo§ uvek netaknutom celijskom membranom, posto celije sadrze samo AO (zelenu
fluorescenciju). Kod vece koncentracije kompleksa C3 (2 x ICs), broj celija je znacajno
smanjen u poredenju sa kontrolom, posto su mnoge od njih odvojene. Medu vezanim ¢elijama,

posmatrane su one nekroticne morfologije (Celije su bile narandzaste boje zbog poremecene
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¢elijske membrane). Za utvrdivanje tatnog mehanizma prelaska u apoptozu i Celijsku smrt
potrebna su dodatna ispitivanja, jer postoji veliki broj moguc¢ih okidaca ovog procesa, kao

posledica delovanja kompleksa C3.

.

Slika 25. Fluorescentne mikrofotografije koje predstavljaju HelLa ¢elije tretirane kompleksom

C3 tokom 48 h u koncentracijama koje odgovaraju A) ICso i B) 2 x ICs0 C) netretirane Hela
¢elije su kori$¢ene kao negativna kontrola D) HeLa ¢elije tretirane CDDP-om na ICso, koristi se

kao pozitivna kontrola za apoptotske morfoloske promene.
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4.3.11. Rezultati merenja intraéelijske akumulacije rutenijuma (II) i platine (II) pomocu
ICP-MS kompleksa C1, C2i C3

Da bi se odredio stepen intracelijske akumulacije kompleksa rutenijuma(ll) C1 i C2, u
odnosu na akumulaciju CDDP-¢, studija je izvedena u ¢elijama K562 nakon 24 h tretmana sa
jednakim koncentracijama (50 uM) jedinjenja. Dobijeni rezultati su predstavljeni kao
koncentracije Ru(ll) ili Pt(11) zabelezene unutar éelija (1£g/10° ¢elija). Dobijeni podaci ukazuju da
je C1 usao u ¢elije efikasnije u poredenju sa CDDP. Koncentracija intracelijskog rutenijuma
(C1): 1,38 *+ 0,166 (ug Ru/10° ¢elija) je prevazisla vrednost CDDP: 0,299 + 0,002 (ug Pt/10°
¢elija) za oko 4,6 puta. Kompleks C2 je pokazao losiju intracelijsku akumulaciju 0,081 + 0,004
(ug M/10° ¢éelija) u istoj koncentraciji, $to je u skladu sa njegovom nizom aktivno$¢u. Poznat je
uticaj lipofilnosti na dostupnost jedinjenja u celiji i aktivnost, shodno tome, dobijeni podaci u
ovoj studiji pokazali su znacajno veéu intracelijsku akumulaciju C1 u odnosu na C2 i CDDP i
jasno pokazali pozitivan efekat hinolinskog dela na ¢elijsku akumulaciji kompleksa koja ima

uticaja i na bolju citotoksi¢nost kompleksa C1 u poredjenju sa kompleksom C2 (Slika 26).
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Slika 26. Intracelijska koncentracija Pt(11)/Ru(Il) nakon 24 h tretmana K562 ¢elija sa
ekvimolarnim koncentracijama (50 uM) kompleksa C1, C2 i CDDP merena ICP-MS-om

Jedan od glavnih ciljeva u razvoju novih antitumorskih lekova zasnovanih na metalima

jeste da se dobije efikasan prodor metala u tumorske ¢elije, Cime bi se povecavala terapeutska
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efikasnost i smanjenje toksi¢nost za zdravo tkivo. Da bi se procenila efikasnost intracelijskog
usvajanja kompleksa C3, ispitivan je njegov uticaj na HeLa celije, uz primenu ICP-MS.
Vrednosti su poredjene sa CDDP. Slika 27 prikazuje intracelijski sadrzaj (ng metala/10° éelija)
nakon 4 h, odnosno 20 h tretmana, sa ekvimolarnim koncentracijama od 10 mM kompleksa C3 i
CDDP. Prezivljavanje ¢elija i broj ¢elija odredeni su testom tripan-plavo. Merenja nakon 20 h
tretmana izvedena su na celijama koje su prezivele tretman (5,6%) i ¢elijama koje su usle u
¢elijsku smrt i odlepile se sa povrSine suda za gajenje, Sto je predstavljalo vise od 90% testiranog
uzorka. U istim uslovima tretmana, CDDP nije uzrokovao odvajanje ¢elija u veéem procentu u
odnosu na kontrolu. Treba napomenuti da su promene u prezivljavanju HeLa ¢elija, koje su se
desile nakon 20 h primene kompleksa C3 (10 uM) karakteristi¢ne za apoptozu.'?! Stavise, kao
$to je veé opisano u literaturi,’?? biolosko dejstvo kompleksa rutenijuma(ll) koji sadrze velike i
rigidne aromati¢ne ligande kao Sto je dppz, mogu ukljucivati interakcije sa celijskim
membranama, naknadnu modifikaciju celijske membrane. Stoga, kako bi se dobili potpuni
podaci o raspodeli kompleksa rutenijuma C3 u HeLa ¢elijama, analizirali smo primenom ICP-
MS zive ¢elije sa neoste¢enom celijskom membranom, koje su ostale prilepljene za dno suda, TP
(), kao i ¢elije sa oste¢enom celijskom membranom, koje su usvojile boju, TP (+), i koje su se
nalazile plivajue u podlozi za gajenje. Kao §to se vidi na Slici 23, ukupna akumulacija
rutenijuma se povecava na nacin koji zavisi od vremena i koncentracije. Kompleks C3 akumulira
se u éelijama efikasnije nego CDDP. Akumulacija kompleksa C3 (ng Ru/10° éelija) nakon
kratkotrajnog tretmana (4 h) iznosi 110,5 + 0,8 i bila je priblizno 17 puta ve¢a od akumulacije
CDDP (6,5 + 0,1 ng Pt/10° ¢éelija). Posle 20 h inkubacije, stopa akumulacije kompleksa C3 (ng
Ru/10° ¢elija) u nevezanim éelijama iznosila je 175,6 + 0,8 i premasila je CDDP (8 + 0,1 ng
Pt/10° éelija) za oko 20 puta. Medutim, koncentracija u vezanim éelijama je iznosila 85,4 + 1,1
ng Ru/10° ¢elija i sa vremenom se smanjila. Ovo zapazanje moglo bi se objasniti time, da se
deljenje Celija nastavilo u ovom malom procentu (5,6%) vezanih tretiranih éelija, iako su bili pod
jakim citotoksi¢nim stresom.

Dobijeni rezultati rezultati ukazuju na poboljsani unos kompleksa C3 u HelLa ¢elijama u
poredenju sa CDDP. Lipofilne karakteristike aromati¢nih liganda kao §to je dppz svakako
olaksavaju prolaz kompleksa rutenijuma(ll) kroz éelijsku membranu pasivnom difuzijom.?®
Medutim, kao $to je i ranije utvrdeno,'® ovo poveéanje lipofilnosti moZe doprineti neZeljenim

bioloSkim efektima kao Sto je toksi¢nost ili smanjena selektivnost prema celijama karcinoma.
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Ovim eksperimentima je potvrdeno da koordinacija bioloski neaktivnog derivata Me2dppz za
rutenijumski jon, dovodi do stvaranja kompleksa sa pove¢anom moguéno$éu prolaska kroz

¢elijsku membranu i ve¢om citotoksi¢noscu u poredenju sa CDDP.
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Slika 27. Intracelijska koncentracija Pt(I1)/Ru(ll) nakon 4 i 20 h tretmana HelLa celija sa
ekvimolarnim koncentracijama (10 mM) kompleksa C3 i CDDP merena ICP-MS-om

4.3.12. Rezultati merenja vezivanja jona Ru(ll) i Pt(l11) za DNK pomoéu ICP-MS

Celijska DNK je glavna meta citotoksi¢nog delovanja kompleksa baziranih na metalima.
Jedinjenja rutenijuma(ll) mogu direktno da se vezu za DNK, izazivaju¢i konformacione
promene, ukr$tanja ili pukotine, ili mogu indirektno ostetiti DNK. Takode, mogu da pokrenu
signalnu kaskadu programirane ¢elijske smrti mitohondrijalnim putem i-ili indukuju oslobadjanje
slobodnih kiseoni¢nih radikala, tj. oksidativni stres. Da bi se procenila sposobnost kompleksa C1
i C2 za vezivanje za DNK u K562 ¢elijama, ICP-MS merenja su sprovedena nakon 24 casa
inkubacije sa ispitivanim jedinjenjima. Celije su sakupljene odmah nakon tretmana, a nuklearna
DNK je izolovana i kvantifikovana. Osnovni rastvori DNK daju odnos UV absorbance Azeo/A2so
od 2,3-2,8, sto ukazuje na to da je DNK nije kontaminirana proteinima. Rezultati ICP-MS studije
(Slika 28.) pokazali su da se oba rutenijumska kompleksa vezuju za ¢elijsku DNK efikasnije u
poredenju sa CDDP. Nivo vezivanja platine za DNK je 0,271 £+ 0,001 pg Pt/ug DNK, bio je dva
puta vec¢i od nivoa vezivanja za DNK rutenijuskog kompleksa C1: 0,135 = 0,005 pg Ru/ug
DNK. Slabo vezivanje za DNK kompleksa C2: 0,007 £ 0,006 pg Ru/ug DNK bilo je u skladu sa
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njegovom smanjenom intracelijskom akumulacijom i generalno niZom citotoksi¢no$¢u. Odnos
vezivanja za DNK (u odnosu na koli¢inu kompleksa prisutnog u ¢eliji) je smanjen, u odnosu:
CDDP> C1> C2. lako je C1 pokazao uporedivu in vitro aktivnost sa CDDP-om u K562
¢eljijama, na$ zakljuCak je da se njegov mehanizam citotoksicnog delovanja ne moze objasniti
samo sposobno$c¢u vezivanja za DNK ili bar da DNK nije jedina intracelijska meta za ovu vrstu
kompleksa kroz koju kompleks ispoljava svoje dejstvo.

Smanjeno vezivanje kompleksa C1 za DNK u poredenju sa CDDP moze biti uzrokovano
dodatnim interakcijama sa proteinima ili peptidima koji sadrze sumpor, kao Sto su cistein,
metionin, glutation (GSH), za koje je poznato da vezuju metalne komplekse pre ulaska u jezgro i
da imaju vaznu ulogu u mehanizmima toksi¢nosti i otpornosti na metale i lekove. Tacan
mehanizam delovanja kompleksa baziranih na rutenijumu je i dalje u velikoj meri nepoznat. lako
se C1 vezuje za DNK, moze izazvati razli¢ite konformacijske promene DNK od CDDP, zbog
razlic¢ite kompleksne geometrije, a pored toga moze interagovati na ne-nuklearne mete, kao §to je

mitohondrija ili ¢elijski enzimi.
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Slika 28. Koncentracije metala (pg/ug DNK) vezanih za celijsku DNK. Grafik predstavlja

srednje vrednosti od tri nezavisna merenja.
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Da bi se procenila sposobnost kompleksa C3 da se veze na DNK u HeLa ¢elijama,
koli¢ina rutenijuma vezanog za DNK je odredena ICP-MS-om nakon 4 h i 20 h inkubacije ¢elija
kompleksom. Nakon duzeg dejstva kompleksa C3 (20 h) izvrSene su merenja u vezanim ¢elijama
za podlogu kao i na ¢elijama koje su odvojene. U tu svrhu, ¢elije su sakupljene odmah nakon
inkubacije, a nuklearna DNK je izolovana i kvantifikovana. Osnovni rastvori DNK daju odnos
UV apsorbance A260/A280 u rasponu od 2,05-2,08.

Rezultati ove ICP-MS studije (Slika 29.) pokazuju da se kompleks C3 vezuje za ¢elijsku
DNK efikasnije od CDDP. Nivo vezivanja C3 za DNK posmatrano nakon 4 h inkubacije, iznosi
96,4 + 4,2 (pg Ru/ug DNK) i mnogo je veci od vezivanja platine za DNK 16,7 + 0,1 (pg Pt/ug
DNK). Sa produzenjem vremenskog intervala, vezivanje CDDP za DNK povecano je sporije od
vezivanja kompleksa C3. Posle 20 h inkubacije, sadrzaj rutenijuma-DNK adukata (pg Ru/ug
DNK) izmeren u obe Celijske frakcije: 358,3 + 4,6 (vezane Celije); 407,3 + 7,7 (nevezane celije),
premasio je CDDP (38,4 + 0,5) za priblizno 10 puta, sto navodi na pretpostavku da lipofilni
karakter kompleksa C3 olaksava transport kroz ¢elijsku membranu. Kada kompleks C3 prodre u
¢eliju, ulazi efikasno u jedro i reaguje sa jedarnom DNK. Analiza ICP-MS-om pokazala je da je
vezivanje rutenijuma za DNK efikasno u oba slucaja, vezanim celijama (TP-) i nevezanim
¢elijama (TP +). Dodatna ispitivanja su neophodna da bi se precizno utvrdilo da li kompleks C3,
posebno u visokim koncentracijama (10 pM), moZze ostati vezan za ¢elijsku membranu i ometati
vezivanje ¢elija za podlogu.

Rezultati vezivanja rutenijuma za DNK su u saglasnosti sa studijom intracelijske
akumulacije i podacima citotoksi¢nosti. Kompleks C3 brze ulazi u ¢eliju i efikasnije interaguje
sa jedarskom DNK nego CDDP. Ova opservacija se moze objasniti kontrolisanom Kinetikom
disocijacije liganda. Pored toga, moguce je da hidrofobna struktura planarnog aromati¢nog
liganda Medppz i hidrofobna interakcija obezbedena p-cimenskog liganda sa bazama u DNK-
heliku mogu zajednicki doprineti poboljSanom afinitetu vezivanja ovog kompleksa za DNK u

poredenju sa CDDP.
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Slika 29. Koncentracije metala (pg/ug DNK) vezanih za ¢elijsku DNK. Grafik predstavlja

srednje vrednosti od tri nezavisna merenja interakcija C3 i CDDP u HeLa ¢elijama.
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5. Zakljuéak

U ovoj doktorksoj disertaciji opisana je sinteza jednog novog liganda i pet ranije u
literaturi opisanih liganada. Oni su koriSc¢eni za sintezu dva benzenska, jednog toluenskog i Sest
p-cimenskih rutenijum(Il) kompleksa. Sintetisanim jedinjenjima strukture su odredene primenom
standardnih analitickih spektroskopskih metoda: infracrvena spektroskopija, elementalna analiza,
NMR spektroskopija, masena spektrometrija i difrakcija X-zraka. Na osnovu ovih podataka

izvedeni su sledeci zakljucci:

- U infracrvenim spektrima opazena je promena vibracionih frekvenci traka funkcionalnih
grupa kod kompleksa usled promene elektronske gustine na ligandu nakon vezivanja za

jon metala.

- Elementalna analiza potvrdila je procentni sadrzaj elemenata u pretpostavljenim

molekulskim formulama jedinjenja

- Hemijska pomeranja protona, ugljenika i njihove medusobne korelacije u 1D i 2D NMR
spektrima potvrduju pretpostavljeni sastav kako po odnosu integrala, tako i na osnovu

poloZzaja signala, ¢ime se potvrduje koordinacija liganda u kompleksima.

- Stabilnost u rastvoru DMSO-a takode je potvrdena NMR spektroskopijom, snimanjem
spektara u funkciji od proteklog vremena nakon rastvaranja. Posto do promene spektara
nije doSlo, moze se potvrditi stabilnost kompleksa u ovom rastvaracu, koji je dalje

koriS¢en za in vitro istraZivanja.

- Masenom spektrometrijom detektovani su kompleksni katjoni sintetisanih jedinjenja, $to

je takode nedvosmislena potvrda sastava kompleksa.

- Difrakcijom X-zraka na kompleksu C9 potvrdena je njegova struktura, odnosno tacni

uglovi veza, duzina veza i prostorni raspored fragmenata kompleksa.
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Sintetisana jedinjenja su pripremana u cilju ispitivanja njihovih citotoksi¢nih osobina,
kako bi u buduénosti mozda zamenila postojeca jednjenja za lecenje malignih oboljenja. U tu

svrhu testovi citotoksicnosti su prvo radeni na ¢elijama kancera koja su pokazala da:

- Aktivnost liganada je u najveéem broju slucajeva zanemarljiva u odnosu na aktivnost
kompleksa. Kompleksi su pokazali sli¢nu ili bolju aktivnost od cisplatine, $to znaci da je
odgovaraju¢om optimizacijom strukture rutenijumskih kompleksa postignuta selektivnost
sa znaCajnom aktivnoS¢u na celije tumora. Istrazivanja su pokazala da vecu aktivnost
imaju kompleksi koji kao arenski ligand imaju p-cimen u odnosu na one koji sadrze
toluen ili benzen. Takode, aktivnost kompleksa zavisi 1 od liganda, odnosno, §to ligand
poseduje vise aromati¢nih prstenova planarne geometrije, kompleksima se povecava

lipofilnost koja omogucava prodor u Celije.

- Na osnovu masene analize (ICP-MS) frakcionisanih ¢elija zakljuceno je da se kompleksi
koji imaju bolju aktivnost bolje akumuliraju unutar Celije i unutar jedra u odnosu na

cisplatinu, §to moze biti posledica bolje aktivnosti jedinjenja.

Ovi rezultati mogu da posluze za dalja planiranja sinteze i modifikacije liganada i
kompleksa kako bi se dobila njihova $to bolja aktivnost i selektivnost na ¢elije tumora u odnosu

na cisplatinu, koja je inace koris¢ena u ove svrhe.
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Slika P30. *3C NMR (125 MHz, DMSO-Ds) spektar kompleksa C2
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Slika P35. *C NMR (100 MHz, DMSO- Ds) spektar kompleksa C3
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Slika P39. *H NMR (500 MHz, DMSO- Ds) spektar kompleksa C4
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Slika P40. *C NMR (125 MHz, DMSO- Dg) spektar kompleksa C4
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Slika P45. *C NMR (125 MHz, DMSO-Dg) spektar kompleksa C5
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Slika P49. Maseni spektar kompleksa C6
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Slika P53. Maseni spektar kompleksa C8
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Slika P55. *H NMR (500 MHz, CDClIs) spektar kompleksa C9
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Slika P56. 1*C NMR (125 MHz, CDCls) spektar kompleksa C9
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Slika P60. Kristalna struktura [C9], nacrtana sa 50% elipsoidnog rasipanja. Rastvarac i
vodonikovi atomi su izostavljeni zbog bolje preglednosti. Simetri¢ni atomi su obeleZeni sa () 1
ekvivalentni su 2-X,-Y,1-Z
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Tabela P1. Uzorak i podaci o kristalu [C9]

Hemijska formula C30HS50CI2N204Ru2 Kristalni sistem triclinic
Molekulska masa [g/mol] 775.776 Prostorna grupa P-1
Temperatura [K] 100 Z 1
Metod merenja \® and \w scans Volumen [A3] 813.93(6)
. Jedini¢na

l}fd'a""“ (Wavelength MoKa (A =0.71073) | dimenzija celije 9.0536(4) 88.9010(11)
[Al) AL

[Ali[°]
Veli¢ina kristala / [mm?] 0.253 x 0.214 x 0.11 9.0906(4) 88.7726(11)
Izgled kristala Narandzast blok 9.9218(4) 85.6563(11)
Gustina (izracunata) / Absorpcioni
[g/em’] 1.583 koeficijent / [mm] 1128
Korekcija Abs. Tmin 0.7056 Korekeija Abs. 0.746

Tmax
Korekcija Abs. tip multisken F(000) [e] 398

Tabela P2. Sakupljanje podataka i obrada podataka o [C9]

-12<h<12,-12<k<

Teta opseg za

Indeksni opseg 12.13<1<13 prikupljanje 4.494 do 60.216
? podataka [°]
podaci /
Reflekcioni broj 24472 ogranicenja / 4777/0/187
parametri
Metoda poboljSanja Najmanjih kvadrata svi podaci R1=10.0153, wR2 =0.0390
Finalni R indeksi
Funkcija minimalizacije = w(Fo? - F2)? >20(1) R1=10.0149, wR2 = 0.0387
Prilagodavanje na F? 1.058 w=1/[6*(Fo?)+(0.0183P)*+0.4424P]
ivedi di PR OteZzavanje
Najve¢i difrakcioni signal 0.55/-0.75 P=(F,>+2F2)3

irupa [e A3
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puor 1.

M3jasa o ayTopcTBY

[Tornucauu Credan P. Huxkonuh

Opoj unnekca J1X03/2013

HzjaBmyjem

J1a je JOKTOpCcKa JucepTalyja Mo HacJIOBOM

CunTesa KapaKTepmaunia DyTeHl’liVM-aDeHCKHX koMmruiekca ca N, S miu O IoHOPCKHUM

JUraauma

®  pesyJiTaT COINCTBEHOT MCTpa)XKMBA4yKoOr' paaa,

e Jla MpeioXKeHa JucepTalija y LeJHUHM HU y JeJoBMMa HHje Ouyla mpensjiokeHa 3a
nobujarbe 6UIO  Koje  AMIIIOME Tpema  CTyAMjCKMM  TporpaMuMMa  ApYrux
BHCOKOLIKOJICKHX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HAaBEACHH H

e 1@ HHCAM KpIIMO/Na ayTopcka MpaBa M KOPHUCTHO HMHTENEKTYaJlHy CBOjUHY JpYyrHX
Juua.

IHoTnine goxkTOpanga

V Beorpany, 31.01.2019.




IIpuJor 2.

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JICKTPOHCKE Bep3uje
AOKTOPCKOT paja

Wme u npe3ume ayropa: Credpan P. Hukonuh

bpoj unpekca: 1X03/2013

Crynujcku nporpam: JIoKTOp XeMH]CKHX Hayka

Haciios paga: CuHTe3a M KapakTepu3alja pyTeHH]yM-apeHCKUX komruiekca ca N, S wiau O
JOHOPCKHM JIMraHAUMA

Menrop: ap Camwa I'prypuli-lllunka

ITornucanu Credan P. Hukonuh

UsjaBsbyjeM Ja je lTaMnaHa Bep3uja MOr JIOKTOPCKOr pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3HjH
KOjy caM mpemao/ia 3a oOjaBjbMBame Ha mopTaly JIMIHTaJHOr peno3HTopHjymMa
Yuusep3nrera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JIMUHM MOJaL| Be3aHH 3a 100Mjatbe aKaieMCKOT 3Batba JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe W Mpe3uMe, rOIMHa U MecTo poliera 1 naTym oabpaHe paja.

OBM JIMYHM TIOJAUM MOTy ce 00jaBUTH Ha MPEXHMM CTpaHHLaMa AWruTajiHe OGubnuoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTtajory 'y nmybnukauujama YHusep3utera y beorpany.

H07llc AOKTOPaHAa

V Beorpany, 31.01.2019.

Yol




Ipusor 3.

M3jaBa o kopumheiy

Osnawhyjem Yuusepsurercky Oubnunoreky ,,Cerosap Mapkosuh® na y Jlururaniu
peno3uTopujyM YHHUBEp3uTeTa y beorpany ynece MOjy JIOKTOPCKY JMCEPTALHM]y MOJ] HACIOBOM:

CHHTE3a M KapaKTepu3allija PyTeHHjyM-apeHCKIX KOMILIEKCa ca N, S vau O fOHOPCKUM
JIUraHzMMa

KOja je Moje ayTOpPCKO JIeJIO.

Jlicepraiyjy ca CBUM NPUIO3MMA Mpeaao/iia caM y eeKTPOHCKOM (opmarty TOrogHoM 3a
TPajHO apXMBHUPALLE.

Mojy [OKTOpCKy JMCEepTalujy foxpameHy y JIMrurantu pero3uTopujyM YHUBEp3UTETA Y
Beorpajty MOTY Jia KOpHCTE CBH KOjU MOIITYjy OApeade cappikane y onabpaHoM THITY JIMLEHLE
Kpearusue 3ajennuue (Creative Commons) 3a KOjy cam ce ofuTy4Ho/na.

1. AyTopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLHjaIHO

3. AyTopcTBO — HeKOMepIHjaiHo — 6e3 npepaze

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLIMjaJIHO — ASTHTH MO/l HCTHM YCJIOBHMA
5. Ayropcteo — 6e3 npepajie

6. AyTOpCTBO — JIGJIUTH MO/l HCTHM YCJIOBHMA

(Monimo J1a 3a0KPYIKHTE Camo Je[IHy O LIeCT rnoHylheHuX JIMLEHIIH, KpaTaK OMUC JHLECHUM faT
je Ha noseljuHu UcTa).

IToTnue JOKTOpaHaa

Y Beorpany, 31.01.2019.




