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Interakcija kompleksa platine i rutenijuma sa pankreasnom fosfolipazomA; i

fosfolipidima

Rezime

Kompleksi platine se koriste u tretmanima ré&th tipova kancera od kasnih
sedamdesetih godina proSlog veka, kada je #Zmanodobrena upotreba neorganskog
kompleksacis-diamino-dihloroplatine (11). Princip terapije zasnovane na kompleksima
platine je interakcija sa molekulom DNK, gemu se onemog@ava dalja deobéelija i
podstte programirana smréelija, odnosno apoptoza. Glavni nedostaci ovog vida
terapije su sporedni toksii efekti, koji su rezultat interakcije kompleksa sa zdravim
¢elijama i razl€itim biomolekulima na njihovom putu déelijskog jedra, kao i
razvijanje celijske rezistencije na lek. Osim sinteze novih kompleksa, kombomacij
drugih liganada i metalnih centara i razvoja metoda za ciljastavu lekova, jedan od
naina poboljSanja hemoterapije jestedauvanje noviktelijskih meta, kao 5to su enzimi

neophodni za rast i razvoj tkiva kancera i stvaranje metastaza.

Jedan od enzima oztenih kao ,meta“ ili ciljani molekul u terapiji kancera i
zapaljenskih procesa je fosfolipaza. Ovaj enzim katalizuje hidrolizu membranskih
fosfolipida, pricemu se oslol®ju odgovarajéi lizolipidi i masne kiseline, odnosno
signalni molekuli koji @destvuju u procesima apoptoze, karcinogeneze i zapaljenskih
procesa. Nivo fosfolipaze JAi njena aktivnost su poviSeni u kanceroznim tkvima i
¢elijama, dok je pokazano da spemifi inhibitori ovog enzima umanjuju metastatski
potencijal kancera.

U ovom radu ispitan je uticaj kompleksa platine i rutenijuma: pRdath)],
[PtCly(bipy)], [PtCly(en)], [PtCh(en)], [RuCk(bipy).]Cl, [RuCl(en),]ClI i cis
[PtCI(NHs),] na strukturu i aktivnost pankreasne fosfolipaze Wnajui u vidu da
enzimska aktivnost fosfolipaze,/Aavisi od sastava i organizacije supstrata, odnosno
membranskih lipida, istovremeno je ispitan i efekat koji isti kakgl metala imaju na

fosfolipidni dvosloj (lipozome i eritrocite) i strukturu fosfolipida.
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Eksperimentalni rezultati interakcije kompleksa sa fosfolipazom i Asa
fosfolipidima prikupljeni su kori@&njem metoda: MALDI-TOF masene spektrometrije,
fluorescentne spektrometrije, tankoslojne hromatografije, nuklearngnetree
rezonancije i UV/VIS spektrofotometrije. Svi ispitani komplekséwtna organizaciju i
propustljivost fosfolipidnih membrana i posrednocutina aktivnost fosfolipaze A
Primenom navedenih metoda nije detektovano stvaranje adukatduiztompleksa
metala i fosfolipida. Dva kompleksa, [Piiipy)] i [RuClx(bipy)2]Cl, stvaraju adukte sa
fosfolipazom A i direktno inhibiraju njenu enzimatsku aktivnost. Tip inhibicije je
akompetetivan, Sto ztiada se oba kompleksa intenzivnije vezuju i inhibiraju enzim u
prisustvu supstrata, Sto je pateno odgovarajtim kinetickih parametarima i razlikom

u masenim spektrima kompleksa i enzima sa i bez dodatka supstrata.

Klju ¢ne reti: Fosfolipaza A; Fosfolipidi; Kompleksi metala; MALDI-TOF masena

spektrometrija; Platina; Rutenijum; Terapija kancera.

Naucna oblast: Fizicka hemija

Uza nawna oblast: Biofizi¢ka hemija

UDK:
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The Interaction of Platinum and Ruthenium Complexes with Pancreatic
Phospholipase A and phospholipids

Summary

Platinum complexes have been used for treatments of variousafypascer
since the Ilate seventies, when the wuse of inorganic compbes¢
diamminedichloroplatinum(ll) was officially approved. The principlettegrapy based
on platinum complexes is their interaction with DNA molecules, wpievents further
cell division and promotes programmed cell death or apoptosis. The naivatisages
of this therapy are toxic side effects, as a consequence avhgtion of platinum
complexes with a variety of biomolecules and healthy cells om tey to the cell
nucleus, as well as the development of cellular resistante trtig. In addition to the
synthesis of new metal complexes with different ligands or/agtdlmenters and to the
development of targeted drug delivery, the improvement of chemothisrapgsible to
achieve by revealing new cellular targets, such as enzymessaey for the growth and
spread of cancer tissues and formation of metastasis.

One of the enzymes marked as a target of cancer and inflanmat
therapeutics is phospholipase;. APhospholipase A catalyzes the hydrolysis of
membrane phospholipids followed by the release of appropriate lysophosidalial
fatty acids, signaling molecules involved in apoptosis, inflammatdncarcinogenesis.
Cancer tissues are associated to elevated concentration aitgt atphospholipase A
and it is well known that specific inhibitors of this enzyme redtle® metastatic
potential of cancer.

In this dissertation the effect of platinum and ruthenium complexes:
[PtCly(dach)], [PtCly(bipy)], [PtCly(en)], [PtCh(en)], [RuCk(bipy),]Cl, [RuClx(en).]Cl
and cis[PtCL(NH3),;] on the structure and activity of pancreatic phospholipases A
investigated. Bearing in mind that the enzymatic activity of phogmis# A depends
on the composition and organization of the substrate, the effect noé saetal
complexes on the phospholipid bilayers (liposomes and erythrocytes) is examined.



Experimental results were obtained by following methods: MALDFTmass
spectrometry, fluorescence spectrometry, thin-layer chromatograuclear magnetic
resonance and UV/VIS spectrophotometry. All investigated compleiest ahe
organization and permeability of phospholipid membranes and indirectly mibdify
activity of phospholipase A Adducts between metal complexes and phospholipids
were not detected by chosen methods. Complexes (Biffy)] and [RuCh(bipy),]Cl,
create adducts with phospholipase and directly inhibit its enzymatic activity. The
mechanism of inhibition is mainly uncompetetive, which means that dmtiplexes
bind and inhibit the enzyme intensively in the presence of substrgie.oF inhibition
is determined due to calculation of kinetic parameters and confiojnéte differences
in mass spectra of the enzyme and metal complexes with and witieoptesence of

substrate.

Keywords: Phospholipase A Phospholipids; Metal complexes; MALDI-TOF mass
spectrometry; Platinum; Ruthenium; Cancer therapy.

Academic Expertise: Physical Chemistry

Major in: Biophysical Chemistry

UDC:
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1. KOMPLEKSI METALA U MEDICINI

Prema istorijskim podacima, metali su nasli svoju upotrebu u medgos
nekoliko stotina godina p.n.e. Neki od primera su: lokalna upotreba cinka ea brz
zarastanje rana, koédnje srebra kao antibakterijskog sredstva za prevenciju irdekcij
ili pravljenje rastvorade za l€enje opste slabosti organizma (malokrvnost)divien,
navedeni primeri su viSe zasnovani na iskustvima ili verovanju naraddpurodne
moci nekih metala, nego na njihovom racionalnom kamgu i upotrebi uz poznavanje
mehanizama njihovog delovanja.

Danas je poznato da kompleksi nekih metala imaju antibakterijsko i
antivirusno dejstvo, pa se oni koriste u modernoj medicini za tretiranjesnih
infekcija. Poznato je inhibitorsko delovanje jonaZna virusnu DNK polimerazu kod
pacijenata sa herpesdnkao i delotvoran efekat osmijum karbohidratnih polimera na
artritis> Poliaksoanjoni volframa bili su ukieni u terapiju pacijenata obolelih od
side® dok su karboksilatni kompleksi bakra poznati po svom anti-inflamatornom,
antiulceroznom i analgetskom dejsfvu.

Smatra se da je prava revolucija u terapiji neorganskim lekoyioiala
Sezdesetih godina dvadesetog veka, @kni anti-tumorskog dejstveis-platine €is-
diaminodihloroplatina). Interesantno je pomenuti da je do ovogc¢atktoSlo sasvim
slucajno i da biofizéar Barnet RozenbergB#rnett Rosenberg) sa Drzavnog
Univerziteta u Méigenu, koji je dokazao anti-tumorsko dejstvo kompleksa platine
vitro, nije uspeo da dobije finansijsku podrsku Nacionalnog Instituta za Kancer
(National Cancer Institute) za nastavak istrazivanja. U tom trenutku je bilo nezamislivo
smatrati da tretiranje teSkim metalima, kao Sto je platin&zenda doprinese denju
tumora. Moze se teda je Platinol (komercijalno ime za@s-platinu), samo zahvalju§u
angaZzovanju Rozenberga i njegove grupe i njihovom daljem istrazivangnamli
troSku, konano odobren od Amerke Administracije za Hranu i Lekove (U.S. FDA)
1979. godiné.To je danas jedan od najupotrebljavanijih hemoterapeutika.

Dug vremenski period koji je bio potreban da tesSki metdli u klinicku
upotrebu nije tako ne€ekivan, jer se neki od ovih metala prirodno ne nalaze u

organizmu i nemaju svoju biolosku funkciju. OpSte poznati toksifekti teSkih metala



I teSka trovanja olovom ili zivom u istoriji dali su svoj doprinos skeptic prema
takvom pristupu l&enja.Cak i teSki elementi kao $to su: V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Zn, Mo
i Cd, koji su esencijalni mikroelementi u organizmwiji nedostatak dovodi do
ozbiljnih zdravstvenih problema ili smrti, u &m kolicinama imaju toksine efekté.
Vodeti se latinskom poslovicom da samo doza ddje toksénost supstance $la
dosis facit venenum’), danas je vé veliki broj kompleksa metala usao u kéku
upotrebu u terapiji razlitih bolesti, a svakodnevno se u laboratorijama ispituju i nove
kombinacije metala i liganada. Dva danas najpoznatija leka kdfarsste modernoj
medicini, a sadrze metalni jon, eigplatina (Pt)i auranofin (Au), pri¢emu je posebno
interesantno to da ni platina ni zlato nemaju prirodnu biolosku funkciju u argani
Prvi se koristi u terapiji kancera urinogenitalnih organa, glavataypliéa, stomaka,

grudi i prostate, dok je auranofin ukign u tretmane pacijenata sa reumatoidnim

artritisom.
OAc
HaN cl O S-AuPEt,
K &“\\\\\ OAc
/f Pt\\’ AcO
H,N Cl
3 OAc
cis- diamino dihloroplatina(IT) 2.3.4.5-tetra-O-acetil-1-1- g-D-
cisplatina ili cis-DDP tioglukoza (rietilfosfin)zlato(I)
auranofin

Slika 1. Strukturacisplatine (levo) i aurancfina (desno), dva najpoznatija terapeutika na bazi

metala. Prvi se koristi u terapiji raznih vrsta kancera, dok se drugiimatartritis.

Jedinjenja, odnosno kompleksi prelaznih metala imaju vaznu ulogu ne samo u
terapiji, v& i u dijagnostici raznih bolesti, jer se koriste kao kontrastnanjgja u
tehnikama oslikavanja tkiva, organa ili tumora. U te svrhe koristediajgnja koja
sadrze radioizotope®’Co, °‘Ga, **"Tc, ™in, koji su kratkoZivéi emiteri
niskoenergetskity fotona i ¢ije se zraenje detektuje scintilacionim kameramaa
dijagnostiku se josS koristi i tehnika nuklearne magnetne rezonancesegkiempleksi



metala Gd(lll), Fe(lll) i Mn(ll) koriste za oslikavanje tunaor mozga,
gastrointestinalnog trakta ili srca, respektiin@vi metali, osim $to se specifio
nagomilavaju u oddenim tkivima, svojim paramagnetizmmom duti na relaksaciju
protona molekula vode u tom tkivu. Protoni vode u zdravom i bolesnom tkivu imaju
razli¢ita relaksaciona vremena, Sto je i osnovni princip nha kome se zasiikavanje

ovom tehnikom nuklearne medicine. Obe tehnike se dopunjuju i podjednako koriste u
dijagnostici, ali je za njihov razvoj presudno sintetisanje novih, stabikompleksa,

koji se selektivho nagomilavaju u odexnim tkivima.

1.1. Kompleksi metala u terapiji kancera

Nesumnjivo je da mnogi kompleksi metala imaju anti-tumorsko dejstvo ,,
vitro®, medutim put koji je potrebno pte od trenutka kada se dokaze njihovo dejstvo
na kulturama bakterija iltelija sisara, preko malih Zivotinja do pacijenata je dug.
Nekad je za testiranje potencijalnog leka potrebno i viSe od dedetag U proseku,
samo jedan odak 7000 raztiitih potencijalnih lekova koji se sintetiSu u istrazilen
laboratorijama, zaista de do klinike i bude zvatno odobren, Sto u proseku traje 13
godina i kosta oko 250 miliona dolatdz tog razloga, trenutno se u terapiji tumora
koriste samo kompleksi platine, dok se svakodnevno sintetiSu i testirajkoropieksi

platine i drugih metala.

Kompleksi platine koje je odobrila FDA sus-platina (1978), karboplatina
(1993) i oksaliplatina (20029** dok se u pojedinim zemljama koristi i Nedaplatina
(Japan)?? Lobaplatina (Kindy’ i Heptaplatina (Juzna Korej&).

Kompleksi platine u fazi klikog ispitivanja su joS: Satraplatina (prvi
kompleks platine za oralnu upotrebu, u Ill fazi kikog ispitivanja)'®> Pikoplatina'®
ProLindac (kopolimer}! Lipoplatina (lipozomalna formulacijeis platine)® i Lipoxal

(lipozomalna formulacija oksaliplatin®)

Od potencijalnin hemioterapeutika koji se ne baziraju na platini, posebnu

paznju privlige rutenijumski kompleksi, od kojih su NAMI-A i KP1019 usli u prvu fazu



klini¢kog ispitivanja?®?* Dat je i osvrt na istraZivanja posema kompleksima drugih
metala kao potencijalnih hemoterapeutika.

O H,
HaN, Ll HE!-Nf. ...wD N, . JD =
Pt (F‘t'\ L I
HsN”  *Cl HNT Yo N, ° 0O
cisplatina Karboplatina © oksaliplatina
Hy O
HsN,  .0-° O._~N, 0 NH: o
rpt"v j : i - Pt.\ rd pt;\
HsN O
3 0 H 0 NH, O
4 0] 0]
nedaplatina heptaplatina lobaplatina

Slika 2. Strukture kompleksa platine odobrenih od Arflexiadministracije za hranu i lekove

(gornji red) i kompleksa platine koji se koriste u Japanu, J. Korejiii(Konji red).

1.1.1. Kompleksi platine

BioloSku aktivnost kompleksacis-platine otkrio je sredinom XX veka
biofizicar Barnet Rozenberg na Univerzitetu wigenu. Otkrée je bilo sléajno, jer je
cilj eksperimenta bio da se ispitaju efekti elektag polja na rast i deobécelija
bakterijeEscherichia coli u kulturi. Suprotno njegoviméekivanjima, bakterije su rasle,
ali bez ¢elijske deobe, tako da je za krajnji rezultat eksperimenta Rozedbéio
bakterijske filamente dugke i do 1cm. Uzrok tome bila j&njenica da su naumici
prevideli da platinske elektrode koje koriste u eksperimentu reaguguneaija&nim
puferom i da se u rastvoru formiraju kompleksi platine. Dva od fornhirkompleksa
platine, cis-[Pt(NH3).Cl;] i cis-[Pt(NHs).Cls], spr&avala su deobgelija i davala isti
rezultat i bez prisustva elektnog polja. Rozenberg i njegovi saradnici su 0 svom

troSku nastavili istrazivanje, ispitiguanti-tumorsko dejstvo ovih kompleksa vivo.



Injekcija cissDDP (cis-dihloro-diamino-platine) je testirana na miSevima sa
implantiranim¢vrstim sarkomom-180 i pokazalo se da u roku od nekoliko dana dovodi
do nekroze, smanjenja w@he, a u nekim skajevima i do potpunog uniStavanja
tumora’ Komercijalno ime zais-platinu €is-DDP) je Platinol, a koristi se u terapiji
kancera testisa, jajnika, beSike, gdudojki, cerviksa, stomaka, prostate, glave i vrata i
ezofagealnog kancer&Cis-platina se pokazala kao jako efikasan hemoterapeutik,
narcito u terapiji raka jajnika i testisa, whatim glavni nedostaci ovog kompleksa su

toksiknost za vitalne organe i razvijargelijske rezistencije.

Najizrazeniji toksini efekatcis-platine je nefrotokgnost, pa se ranih 1970-ih
neretko deSavalo da pacijent razvije akutnu bubreznu insuficijencijuodraa to je
bila proksimalna tubularna disfunkcija i smanjena glomerularnadij&. Platina se
nagomilava u bubrezima, gde reaguje sa tiolnim komponentama,¢egagdolazi do
poveane urinarne ekskrecije tubularnih  enzimaf,-rQikroglobulin, alanin
aminopeptidaza i N-acetil glukozamin), proteina i jona®Mgipomagnezemija u 75%
slutajeva), C&" (hipokalcemija) i N& (hiponatremija). Danas se ovi efekti ublazavaju
adekvatnom hidratacijom pre i posle unoSemgaplatine u kombinaciji sa osmotskim
diuretikom, kao Sto je manitol, produzenom infuzijom (6 sati umesto 2, sata)
frakcionisanjem terapije ili koré&njem nefroprotektivnih agenasa (organska tiosulfatna
jedinjenja). Ostali tokshi efekti cis-platine su: neuropatija, ototokepst,

mijelosupresija, opadanje kose i &nina.

Drugi nedostatak upotrebeis-platine u hemoterapiji jeste razveéglijske
rezistencije. Mehanizam razvoieelijske rezistencije nije poznat, ali se zna da viSe
faktora utte na promenu senzitivnostlije na platinuCelijsku rezistenciju karakterise
smanjena apsorpcija leka ¢elijama, povéan refluks i inaktivacija kompleksa
biomolekulima koji poseduju tiolne grupe. Osim toga,cajrau ulogu ima i promenjena
ekspresija regulatornih proteina ukdgnih u celijsku signalizaciju i kontrolu
apoptotskih mehanizama, kao i promenjena koncentracija enzima zacigp®NK

molekula.

Problem neurotok&nosti i ¢elijske rezistencije nais-platinu naveo je na nova
istrazivanja i sintetisanje novih kompleksa platine (slika 3). Komplgiatine
sintetisani kao analozis-DDP, gde su hloridni ligandi zamenjeni drugim ligandima



nazivaju se kompleksi platine druge generacije, dok kompleksi sanparme amino
grupama pripadaju téej generaciji kompleksa platine. Dalji razvoj neorganske hemije
doveo je do sinteze kompleksa platine u obliku prolekova koji¢gdijutransformiSu u
aktivhu formu, zatim dinuklearnih i oligonuklearnih kompleksa platine, a ordta i

sinteze kompleksa drugih metala.

Prvi kompleks platine druge generacije, odobren zackiinupotrebu u terapiji
kancera, je karboplatina, poznata po imdtaraplatin. Hloridni joni zamenjeni su
karboksilatnim jonima (slika 2), Stéini da novi kompleks bude stabilniji i da je
potrebno viSe vremena za njegovu hidrolizu i formiranje adukata sa DNdinidkoj
praksi, karboplatina je jednako efikasna kolikoig-platina u I€enju tumora, dok su

neki sporedni efekti, mitnina, leukopenija i nefrotok&iost umanjent?

Karboplatina

Cis-platina &
HaN NH, Druga. NH NH; NH, |**
Pt generacija '
Cf ~ — P g ? CI-FI*t-NH;(CH)NHQ—Pt-NHg(CH)NH F-‘t Cl
Cl O—pt—NHs NH, NH: NH;
Treéa NHa

generacija / Di-, tri-, oligonuklearni kompleksi
\» Kompleksi drugih metala

NH2
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N
Oksallplatlna Ch | C
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\ CI/| Nci
Ciljana dostava Trans izomeri O=F~me
prolekovima e Me |
N, Cl NAMI-A

Slika 3. Sematski prikaz razvoja sinteze kompleksa metalai®®DP do kompleksa drugih

metal&®

Oksaliplatina (slika 2) pripada kompleksima platinédrgeneracije i najmd

je odobren lek baziran na platini, poznat pod komercijalnim naziktmxatin. Osim



ublazenih toksinin efekata, upotreba oksaliplatine oméana efikasniju terapiju
kancera koji su rezistentni més-platinu. Poznato je da tumori rezistentniaisDDP,
npr. kolorektalni tumor, pokazuju veliku osetljivost prema oksaliplatini, kadessti

u kombinaciji sa 5-fluorouracilom i folithom kiselinon??

Svi kompleksi druge i té@ generacije imaju druggu kinetiku ligandne
izmene i reaguju znatno sporije o-platine, ali su njihovi adukti sa DNK stabilniji,
Sto smanjuje verovatda reverzibilne veze i reakcije sa drugim biomolekulima, S-
donorima uceliji.*®* Razlog za sporu hidrolizu je posedovanje stabilnijih liganada od
jona hlora u prvobitnom kompleksu, dok reaktivhost kompleksa i stabilnost adukata sa
DNK zavisi od amino grupd. Spora kinetika ligandne izmene je karaktefistii za
Pt(IV) komplekse. Isprva se verovalo da oni deluju tako 5to se u reduksvedini
kancera redukuju do Pt(ll) kompleksa i tako aktiviraju.ditéem, postoje podaci o

interakciji Pt(IV) kompleksa u neredukovanoj formi sa DNK i njenim fragmentima.

Jedna od ideja za smanjenje tckgn efekata kompleksa platine je bila
sintetisanje tzv. prolekova, tj. kompleksa platine koji se administriianeaktivnoj
formi, a zatim se kontrolisano aktiviraju na Zeljenom mestu u argani Primer su
nereaktivni kompleksi azido-Pt(IV), koji se aktiviraju lokalnim UV azvanjem i
redukuju u aktivne Pt(Il) amino komplek&e.

Potraznja za boljim hemoterapeutikom prosSirila je izbor itnaas-izomere
platine, za koje se najverovatnije zbog neaktivnioatis analogecis-platine smatralo da
su takde bioloSki neaktivni. Otkéie da se zamenom amino grup#rans izomerima
nekim ,glomaznijim* ligandima dobijaju kompleksi ¢ citotokstnosti i manjeg
afiniteta za druge vazne biomolekule, navelo je¢nke da ponovo razmotrgans
analoge platine u hemoterapiji. Pokazano je da ovi kompleksi pokazudu ve

citotoksisnost premaelijama kancera jajnika koje su rezistentneiseplatinu?’

Dinuklearni i trinuklearni kompleksi platine (slika 3) su joS jedan re§m
primer novosintetisaninh kompleksa karaktetisth po tome Sto formiraju viSestruke
veze sa molekulom DNR Predstavnik grupe je BBR3464, trinuklearni kompleks
platine, koji je uSao u Il fazu klitkog testiranja i dao ohrabruj@ rezultate u terapiji
kancera pankreasa, phu i melanoma rezistentnih neis-platinu?® ali je dalje

istrazivanje prekinuto jer nije pokazao dovoljnu efikasnost.



Strategija ciljane dostave hemoterapeutika dovela je do razvaghmogrupe
analogacis-platine. Radi se o kompleksima platine koji su inkorporirani u misale
dodatnim polimernim omotam, za koji sucesto vezani biomolekuli. Polimerni
omota, nage&e od polietilen-glikola (PEG) sptava interakciju kompleksa sa tiolnim
grupama biomolekula i omogava duzu stabilnost kompleksa u cirkulaciji, kao ¢we
selektivnost prema tumofl. Biomolekuli koji se inkorporiraju u PEG ométdodatno
povaavaju specifinost ovih komponenti za odfena tkiva. Primeri su galaktoza i
holna kiselina za ciljanu dostavu u tumor jetre ili derivati estnagza tkiva sa

receptorom za estrogéh>>

Karakteristika porfirina da se akumulira u neoplasin tkivima i da se koristi
u fotodinamékoj terapiji, posluzila je za sintetisanje nove klase kompleksa, tj.
konjugata platine i porfirina. Kompleksi platine sa hematoporfirinom i
tetraarilporfirinom se selektivno nagomilavaju ¢elijama tumora, a dodatno anti-

tumorsko dejstvo je indukovano lokalnim ofiv@njem3*>°

Upotreba lipozoma za ciljanu dostavu réth lekova i hranljivin materija
kombinovana je i sa kompleksima platine. Ovaj vid dostave je veorkasafi i
predstavlja jedan od najnovijih pristupa ciljane dostave lekova baziraram
kompleksima platine i u ovom raducbidetaljnije opisan. Lipozomalne formulacije-
platine i oksaliplatine, tj. Lipoplatina_ipoplatin) i Lipoksal Lipoxal) usli su u Ill i1

fazu klinickog ispitivanja, respektivno.

1.1.2. Kompleksi rutenijuma

Kompleksi rutenijuma imaju veliki potencijal za upotrebu u terapiji kancera i to
su jedini neplatinski kompleksi koji su usSli u fazu ktkog testiranja kao
hemoterapeutici. Kompleksi rutenijuma imaju najmanje trcéajme karakteristike, zbog

kojih se smatra da bi se mogli uspesno primenjivati u terapiji kancera. To su:
- kinetika ligandne izmene,

- Sirok opseg oksidacionih stanja,



- 1 0sobina rutenijuma da imitira gvé& u biohemijskim procesima.

Kinetika ligandne izmene odigje bioloSku aktivnost kompleksa metala i
njegovu interakciju sa makromolekulima, kao Sto su proteini i manji bekab] S-
donori. Parametri kinetike ligandne izmene za komplekse Ru(ll) illRs@ slicni

onima za komplekse Pt(ll).

Rutenijum u fizioloskim uslovima moze postojati u tri oksidaciona atanj

Ru(ll), Ru(lll) i Ru(lV), koja karakteriSu razlite bioloSke aktivnosti. Kompleksi
Ru(lll) su bioloski inertniji od analognih Ru(ll) i Ru(lV) kompleksa,pasebno je
vazno to Sto pod uticajem sredine mogu promeniti svoje oksidaciono Gujation,
askorbat i proteini sa jednoelektronskim transferom su redukcionavereds Ru sa
viSim oksidacionim brojem, a molekulski kiseonik i citohrom oksiduju RuRBdoks
potencijal rutenijuma predstavlja potencijal za efikasniju hemojeralgieja je da se
lekovi sintetiSu kao relativno inertni kompleksi Ru(lll), koji bi se akéli redukcijom

u kiselijoj sredini, sa manjom koncentracijom kiseonika i pamem koncentracijom
glutationa, kao Sto je siaj sacelijama kancera. Redoks proces je reverzibilan, pa bi se
aktivni kompleks Ru(ll) u normalno prokrvljenim tkivima sacem koncentracijom

kiseonika, oksidovao do inertnog kompleksa Ruffil).

Redukcija
(glutation, kisela sredina)

Ru(ll) < Ru(ll)
\ 4

Vezivanje za transferin i
transport kroz membranu

v

Ru(lll) Ru(llN)

/ Oksidacija

Ru(ll)  (kiseonik, enzimi)

Slika 4. Promena oksidacionog stanja rutenijuma u zdravom i tkivu kanBex(1ll) kompleksi

su prolekovi, koji se u reduktivnoj sredini (tumor) transformisu u rea&tRu(ll) komplekse.



Mimikrija gvozda je joS jedna vazna osobina kompleksa rutenijuma. Rutenijum
se na molekularnom nivou ponaSa kao geoizveze za biomolekule kao Sto su albumin
i transferin. Celije koje se ubrzano dele, kao 5to @lije kancera, imaju povisenu
potrebu za gva¥em i broj transferinskih receptora na njihovoj povrsini je pane2-12
puta u odnosu na zdraweliju istog tipa®’ Vezujuti se za transferin, kompleksi
rutenijuma selektivnije deluju na tumorska tkiva i samim tim seespornezeljeni
efekti terapije smanjujtf Karakteristika kompleksa rutenijuma, koja ih izdvaja od
ostalih kompleksa i doprinosi ragliom mehanizmu njihovog antikancerogenog
dejstva, jesté€injenica da su ovi kompleksi delotvorniji protiv metastaza kancera neg
protiv primarnih tumora. Smatra se da je razlog za to Stocapmp odvajanje i

migracijuéelija tumora i njihovu ponovnu adheziju na udaljeno zdravo tKh0.

Medu prvim kompleksima rutenijumajja su anti-tumorska dejstva ispitana,
bio je strukturni analogis-platine, hloro-amino kompleks Ru(lll). KlarlClarck) je sa
svojim saradnicima prvi objavio rezultate o anti-tumorskoj aktivnosti keksalfac-
[RuCls(NHs)3] (slika 5a)*° Osim toga, ispitana je i citotoksiost jo$ jednog amino
kompleksa rutenijuma, koji se koristi kao sredstvo za bojenje aldehidafiksi
mukopolisaharida u histologiji, kompleksa rutenijum crvéndlektroneutralnost i
slaba rastvorljivost ovih kompleksa u vodi je vrlo brzo prebacila fokus nalk&se
rutenijuma sadmso ligandima (dimetilsulfoksid). Prvi od ove grupe kompleksa;
[RuClx(dmso)4] (slika 5b), nije pokazao citotoksiostin vitro i ima tri puta manju
citotoksiénostin vivo. Medutim, dalje istrazivanjelmso kompleksa je nastavljeno zbog
interesantnog podatka da pri maksimalnoj dozi, ovaj kompleks pokazuje veliku
aktivnost i prema primarnom tumoru i metastazama na primeru saSarstim
metastaznim tumorofif. Citotoksinost trans izomera Ru(ll) kompleksatrans-
[RuClx(dmso)4] (slika 5c), je¢ak oko 20 puta W& odcis-analoga i ovaj kompleks je
efikasniji u smanjenju broja spontanih metastaza. U eksperimentinraigevima,
kojima je operativho uklonjen primarni tumottans-[RuCly(dmso),] je, ¢ak i u
poreienju sacis-platinom, dao bolje rezultate po pitanju postoperativhog produzenja
Zivotnog veka. Dakldrans izomer kompleksa Ru(ll) je pokazao manju aktivhost prema
primarnom tumoru, ali W selektivnost i efikasnost prema metastazdn@va
¢injenica ukazala je na razliku u mehanizmu reakcija kompleksa rutenijuma u odnosu na

komplekse geometrijskih izomera platitfe.
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Pravu revoluciju mé&u kompleksima rutenijuma pokrenula su dva
izostrukturna kompleksa Ru(lll)irpH]trans-[RuCls(Im),] i [IndH]trans-[RuCls(Ind);],
poznatiji po imenima ICR i KP1019, respektivia¥ imidazol ilnd= indazol). Osim
Sto su ovi kompleksi pokazali aktivhost prema nekoliko ¢aiti tipova tumora,
posebno je interesantno to Sto su aktivni prema kolorektalnim autohtoniariruam
rezistentnim na komplekse platiffe.Oba kompleksa su predstavijena na slici 6.
KP1019 je drugi kompleks rutenijuma koji je z&po fazu klinékog testiranja 2003.
godine. lako ima sporiju kinetiku ligandne izmene i nema anti-met&staktivnost,
lakSe se transportuje ¢elije i pokazuje aktivhost prema kolorektalnim tumorima
rezistentnim nacis-platinu®® Takav rezultat je potpora daljem istraZivanju i sintezi
novih kompleksa rutenijuma i drugih metala, koji su aktivni prema tumorima

rezistentnim na platinu.

Ruill) HaC :;'HJ
N H,C CHy
NHs HHEC\ 5’? ﬂﬁlg » CH
Cla, | aNH; 5es, | ol Cle w550
Ru : u H. Ru 3
cI” | VNH, *PL'{::T; . > q‘%‘,‘,'iﬁ" i
x o
Cl Q ;‘i‘«D o J’E%D
HaC 2 HaC 2
CH, CH,
da b &

Slika 5. Struktura reprezentativnin Ru(ll) kompleksa sa antitumorskditivnogu: a) fac-
[RUCI3(NHs3)3], b) cis[RuCly,(dmso),], c) trans-[RuCl,(dmso),].

Ranih 1990-tih, sintetisan je [Nedns-[RuCls(Im)(dmso-S)] ili NAMI, koji je
strukturni analog sa ranije sintetisanim kompleksom ICR. Komplek&tjgan prema
Gvrstim metastazirajim tumorimd’, ali je u preklingkim istraZivanjima zamenjen
svojim analogom, odnosno imidazolnom solju istog kompleksa, NAMIHAH]trans-
[RUCly(Im)(dmso-S)]). Kompleks NAMI-A (slika 6) je prvi kompleks rutenijuma kagi |

uSao u fazu klirikog testiranja, 1999. godine. NAMI-A inhibira razvoj i rast
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pulmonarnih metastaza u svim eksperimentalnim modetimstih tumorain vivo.
Ovde je vazno naglasiti da se anti-tumorska aktivnost NAMI-A saiza na interakciji
sa molekulom DNK, v& sa proteinima n&elijskoj membrani ili sa kolagenom u

ekstracelularnom prostoffi®

Veliku klasu kompleksa rutenijumé&ne arenski kompleksi Ru(ll), koji se
odlikuju veéom stabilnodu prema hidrolizi i dospevaju u neizmenjenom obliku do
citoplazme. Pretpostavlja se da deluju kao katalizatori za oksidglcaitationa,cime
doprinose pow&anju ¢elijskog oksidativnog stresa i programirari@lijskoj smrti, tj.

apoptozi.

Arenski kompleksi inhibiraju enzime vazne za napredovanje kancera
(tioredoksin reduktaza i katpepsin B) ili za razvelijske rezistancije na lek (glutation
S-transferaza). Posebnu klasu arenskih kompleksa rutenifinea tzv. RAPTA
kompleksi, koji osim dva hloridna liganda sadrze i jedan relativno hidrgfédmjalno
koordinisan aromatni prsten i jedan PTA ligand (1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan).
Struktura odabranih RAPTA kompleksa prikazana je na slici 7. RAPTAplaksi su
pokazali anti-metastatsko dejstvo i manju tokest prema zdraviréelijamacak i posle

duZeg izlaganja milimolarnim koncentracijaiia:

B NH | B 1 B NHO |
£ Q [)
N N
a | e HN, 2 (':MR‘ e
u 5 L u L
a” | ~a | Cle |/r;| . a” | ~a .
T R b
SR A
L\ N CH,
L A - L J
= f |
/ NH @ / NH
{J - L)
N N
H' H'
ICR KPlo19 NAMI-A

Slika 6. Struktura kompleksa a) [Imkthns-[RuCly(Im),] ili ICR, b) [IndH]trans-[RuCl,(Ind),]
ili KP1019, c¢) ([ImH}rans[RuCls(Im)(dmso-S) ili NAMI-A.
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Kompleksi rutenijuma sa polipiridinskim ligandima su dauvani uporedo sa
polipiridinskim kompleksima platine, zbog ispoljenog vezivanja za DNK i
citotoksiénosti. Za razliku od ostalih kompleksa, polipiridinski ligandi nisu lako
odlazée grupe, pa se se njihovo dejstvo svodi na interkalaciju BiNBsim toga, ovi

kompleksi modifikuju funkcijutelijske membrane i proceéslijske adhezijé®

u
Ru _,.-'}; ~. »—N
] N, N ~. N 0 P J‘?
o/ e )T cor N VA I\ A
‘\_'_N Cl Y N ¥
kN-J N'-J o % N~/
FAPTAC BAPTAT oxalo-RAPTA C

Slika 7. Struktura odabranih kompleksa rutenijuma iz grupe RAPTA

Sintetisani su i brojni oligonuklearni kompleksi rutenijumadmeojima treba
pomenuti komplekse sa klasterima rutenijuthakomplekse sa platinom i
rutenijumom>> komplekse rutenijuma tzv. DNK interkalatdta supramolekularne

komplekse rutenijuma, kao $to je tzv. ,Trojanski katj“.

1.1.3. Kompleksi drugih metala sa antitumorskim dejstvom

Ohrabrujiéi rezultati istrazivanja kompleksa rutenijuma, koji pokazuje
aktivnost prema tumorima rezistentnim na komplekse platine, uslsuilidalja
istrazivanja i otkide novih kompleksa drugih metala sa anti-tumorskim dejstvom. Osim
kompleksa rutenijuma, u istrazivanjima su pozitivne preliminarne tegeuldali
kompleksi titanijuma,galijuma, gvda, kobalta, zlata, osmijuma, bizmuta, rodijuma i
vanadijuma?®

Kompleksi titanijuma, budotitan i titanocen dihlorid, su u preé&kimn
studijama pokazali aktivnost prema ratim vrstama kancera. M@tim, navedeni
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kompleksi su slabo rastvorljivi u vodi, hidrotki nestabilni u fizioloSkim uslovima i
sak 70-80 % ukupne primljene kéile se veZe za proteine plazrie.

Kompleksi galijuma ispoljavaju anti-tumorsko dejstvo uticajem mnaksiru
DNK i biosintezu proteina, inhibicijom enzima (ATP-aze i DNK pwdraze) ili
uticajem na funkciju mitohondrij&. Galijum nitrat, dat intravenozno, nema efekte na
odraiene vrste kancera, kao sto su melanom ili rak dojke, ali je u koanbsedrugim
hemoterapeuticima aktivan protiv metastatskih urotelijalnih karcin@aijum hlorid i
galijum maltolat imaju sinergistki efekat sa ostalim agensima, kao Stopaditaxel,
gemcitabine i orvinorelbine.*®

Prvi kompleksi gvoda sa anti-tumorskim dejstvom su bili ferocenijum pikrat i
ferocenijum trihloroacetat. Citotoksiost ferocenijumskih soli se zasniva na formiranju
reaktivnih kiseonrinih vrsta i stvaranju oksidativnog stresa, pa oni posredno deluju na
DNK.®* Posebnu klasu kompleksa gdaZsu gvode karbonil nukleozidi, za koje je
dokazano da izazivaju programiranu stwtija.®?

Predstavnik kopleksa kobalta sa citotoksn i anti-proliferativnim efektom
je heksakarbonil dikobaltni kompleks proparidithg estra acetilsalicilne kiseline ili Co-
ASS. Interesantan je podatak da se za ovaj kompleks i njemu yldustrslicne
komplekse ne moze uspostaviti korelacija idmdipofilnosti, transporta weliju i
citotoksknosti. Na primergelije humane leukemije akumuliraju za jedan redcusd
manje kobalta u odnosu dalije kancera dojke, dok je istovremeno proliferativni efekat
na ovecelije veii.®® Pretpostavlja se da se dejstvo kompleksa kobalta ispoljava preko
inhibicije ciklooksigenaza, odnosno da prvenstveno deluju kao anti-inflamatorni lekovi.

Fosfino kompleksi zlataAUranofin) su se najpre Kkoristili u tretmanima
reumatoidnog artritis¥: Medutim, kasnije je dokazana i njihova aktivnost na rast
tumorskih ¢elija u kulturi iin vivo. Drugu grupu kompleksa zlatane kompleksi sa
bis(difenilfosfino)etanskim ligandima, kao Sto je [Appe).]JCl. Osim Sto reaguje sa
molekulom DNK, ovaj kompleks menja membranski potencijal mitohondrija,
poveavaji njihovu respiraciju i permeabilno&t.Pretpostavlja se da je ovaj efekat
izazvan posredno, preko inhibicije tioredoksin redukfaze.

Podaci o strukturi, sintezi, anti-tumorskom dejstvu i interakcijama s

biomolekulima kompleksa drugih metala su detaljnije opisani u liter&ff’
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2. INTERAKCIJA KOMPLEKSA METALA SA BIOMOLEKULIMA

U ovom odeljku je paznja poséena interakciji kompleksa platine i rutenijuma
sa razleéitim biomolekulima. Pre svega, opisana je interakcija kompleksalansta
molekulom DNK, odnosno metom hemoterapeutika koji za cilj imaju da zeud&dju
replikaciju i razmnoZzavanjéelija.

Medutim, kompleksi metala interaguju i sa drugim biomolekulima, pepédim
proteinima, preko atoma azota ili sumpora. Ovde je vazné tadnosti kompleksa
metala nad organskim klgsim lekovima, ¢ije se dejstvo zasniva na interakciji sa
biomolekulima. Naime, geometrija klasih organskih lekova ogratena je
mogunostima ugljenika da gradi 3 vrste veza sa karaki@rmth geometrijom:
linearnu gp-hibridizacija), trigonalno planarnus-hibridizacija) i tetraedarskusg™
hibridizacija). Upotreba prelaznih metala u neorganskoj medicini, ofaggusintezu
kompleksa sa oktaedarskim centrom i 6 supstituenata, koji moze daaf¢aki 30
stereoizomera. Patenja radi, asimeithi tetraedarski ugljenik daje mognost za
ukupno dva stereoizomera. Broj modu stereoizomera opisuje sposobnost metalnog
centra da gradi trodimenzionalne strukture i tako pavaroj mogudih interakcija sa
biomolekulima. Novi pristupi hemoterapiji se zasnivaju na sintezi komgplekstala,
koji selektivno inhibirajucelijske enzime, vazne za rast i razvoj tumora. Primer je
interakcija kompleksa metala sa ciklooksigenazama i drugim paoatiornim

enzimima koji potpomazu Sirenje kancera i stvaranje metastaza.

2.1. Interakcija sa DNK

Kompleksi platine i rutenijuma interaguju sa molekulom DNK na viSe
razlicitih natina i mehanizam ovih interakcija je detaljno ispitan. Kompleks laeta
moze vezati za molekul DNK preko koordinativnih veza ili se moZze ugradi
(interkalirati) u molekul preko nekovalentnih interakcija, kao Sto sutrelstattke
interakcije ili graienje vodoninih veza. Osim toga, kompleksi metala mogu oksidovati

molekul DNK ili inicirati hidrolizu molekula.
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Molekul DNK sadrzi viSe potencijalnin mesta za vezivanje Pts@atomi
kiseonika u fosfatnoj grupi i ribozi, kao i atomi kiseonika i azota unpkim i
pirimidinskim bazama. Nag&e se metali vezuju za molekul DNK preko baza i to na
N7 pozicijima na guaninu i adeninu, N3 poziciji na citozinu ili deprotonovar®j N
poziciji na timinu i uraciltf®®® Medutim, moZe se & da koliina vezane platine za
polinukleotid zavisi od koéine guanina u lancu. Naime, veza komplekissplatine i
guanozina je verovatnija od veze sa adenozinom zbog dodatne stabilnosgnastva
formiranjem vodonine veze? Po ulasku weliju, u sredini sa manjom koncentraijom
hloridnih jona, dolazi do hidratacije kompleksa i zamene hloridnih ligamadiekulima
vode. Kompleks u ovoj formi reaguje sa adenozinom i guanozinom tako Statisa pl
koordiniSe za atom azota u obadslja, ali sa guanozinom formira dodatnu vodani

vezu (slika 8).

secer Secer

Slika 8. Interakcija kompleksais-platine sa adenozinom i guanozinom. Formiranje vagheni
veze izmdu vodonika iz amino grupi kompleksa i kiseonika u molekulu guanoginiapvu

vezu stabilnijonf?

NajviSe adukata sa DNK, platina formira preko intrééamh veza izméu dva
susedna guanina (65%) (slika 9d) ili susednih guanina i adenina (28¢4)9f! Ostali

DNK-platina adukti formiraju se preko monofunkcionalno vezameplatine za
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guaninsku bazu (slika 9a), intertme veze izm& dva guanina (slika 9b) i
intralartane veze dva guanina razdvojena sa jednom ili vise baza (slika 9e).
Doprinos svakog od ovih adukata citot@éksim efektucisplatine joS uvek nije
precizno odréen.In vitro studije na prokariotskim i eukariotskiéelijama, kao in vivo
studije dokazale su da DNK adukti e&-platinom itrans-platinom blokiraju dejstvo
DNK-polimeraze, neophodne za replikaciju DNK lafdt& Imajuéi u vidu datrans
izomer cis-platine nema anti-tumorsko dejstvo, moze se zé&kijda inhibicija DNK

replikacije nije jedini faktor koji odiduje efikasnost anti-tumorskog kompleksa.
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Slika 9. Sematski prikaz mogih veza kompleksais-platine i DNK: a) monofunkcionalna
veza kompleksa i guanina (X=Cl, OH); b) intedana veza sa dva guanina; a@$¥-platina
vezana za guanin i protein; d) intralana veza sa dva susedna guanina; e) intiatenveza sa
dva guanina razdvojena sa jednom ili viSe baza; f) intfalzan veza sa susednim guaninom i

adeninom.

Uticaj oba kompleksa na proces transkripcije DNK je komplikovaniji za
interpretaciju, pa je dosta paZznje paRm aspektu e citotoksénosti jednog
kompleksa zbog uticaja na procese reparacije odnosno ,popravke” DNK Naioae,
nage&i adukticis-platine i DNK (1,2-intralatani adukti), deformiSu trodimenzionalnu
strukturu DNK lanca i onemogavaju prirodan proces enzimske popravke lanca.

Ovakav rezultat je potden uin vitro studiji i iako se ne moze sa sigurtivrditi da
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je inhibicija reparativnin mehanizama Kijanti-tumorske aktivnosti, indikativno je da
neaktivni komplekstrans-DDP zbog svoje geometrije ne moze da formira 1,2-
intralartane adukte. Grupa néuka nacelu sa Stefanom Lipardon®téphen Lippard)

sa TehnolosSkog Instituta u Massetsu, ispitivala je uticaj kompleksa platine na
reparativne mehanizme DNK i najpre otkrila da ddre proteini u znatno ¥ej meri
,prepoznaju” i vezu adukte Pt-DNK od neizmenjenih molekula DRISvi proteini
koji su ispoljavali véi afinitet prema DNK aduktima platine su u svojoj strukturi
posedovali stinu ili identicnu sekvencu amino-kiselina, poznatu pod nazivom grupa
visoke mobilnosti ili HMG Kkigh mobility groups), pa su nazvani: proteini sa HMG
domenom. Proteini sa HMG domenom se vezu za pt-DNK adokigro, dok jein
vivo dokazano da su genetski modifikovaigdije, bez gena za sintezu ovih proteina,
manje senzitivne nais-platinu. Postoje dve teorije o uticaju proteina sa HMG
domenom na pofanu citotoksinost cis-platine. Jedna teorija ukazuje na to da su
mnogi proteini koji pripadaju ovoj grupi transkripcioni faktori i da je apeatelija u
kojima se protein sa HMG domenom vezao za adciktplatine i DNK najverovatnije
izazvana transkripcionim mehanizmima. Po drugoj teoriji, protein s& Hidmenom
interaguje sa aduktom Pt-DNK preko fenil grupe, koja se veze za adukt preko ,ffrocepa
u strukturi koji nastaje nakon vezivanja platine za molekul DNK. Nana&jp, ovi
proteini savijaju i deformiSu molekul DNK, time usporavju otezavajéi njegovu
reparaciju drugim enzimima, Sto d&di na normalne funkcijetelije (replikaciju,
transkripciju) i mogde dovodi do apoptoze.

Saznanje o proteinima sa HMG domenom, navelo j&€nileel da zapénu
upotrebu drugih proteina, koji bi se joXgai stabilnije vezivali za adukte DNK i
platine, ali i da sintetiSu nove analoges-platine koji bi formirali najstabilniju
formaciju kompleks-DNK-protei®’* Jedan od primera za to su kompleksi platine sa
dach (1,2-diaminocikloheksan) ligandima, koji grade stabilnije adukte sa DKo
povetavaju citotoksinost kompleks&

Nekovalentne interakcije sa DNK, kao Sto su interkalacija ilidemge
vodoninih veza, su podjednako vazne kao kovalentne interakcije, jer se preko njih
moze ispoljavati citotok8nost kompleksa metala. Planarni arowratiheterocikléni
ligandi, kao Sto su fenantrolin ili terpiridin, mogu se ,zaglavititheiu para azotnih

baza u molekulu DNK preko dipol-dipol interakcija. Vodore veze se formiraju
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izmedu koordinisanih liganada i polinukleotida, preko atoma kiseonika u fosfatnim
grupama na molekulu DNK. Na primer, ukoliko ligandi kompleksa sadrzecagnupe,
vodonik iz amino grupa gradi vod@ne veze sa kiseonikom iz fosfata ili sa azotom iz
purinskih baza.

Neretko, kompleksi interaguju sa molekulom DNK gkadstovremeno i
kovalentne i nekovalentne veze. Primer je rekadiggDDP sa guaninom, gde je Pt
koordinisana na poziciji N7, ali amino ligandi grade vodonivezu sa fosfatorf.
Kada su u pitanju voluminozniji ligandi, onda se i sterne interakcgeajm uzeti u
obzir. Kompleks Ptérpy)Cl" interaguje i koordinidti platinu, ali i preko liganda,
interkalacijom. Méutim, zbog sternih efekata, interakcije ne mogu biti simultansgpa
u dizajniranju novih kompleksa metala gde je meta DNK molekul, mod#i ratuna
ne samo o izboru liganada koji ispoljavaju jake nekovalentne intgralsa
mononukleotidima, ei o specifénoj geometriji kompleksa.

Redoks reakcije metala sa polinukleotidima predstavlljaju posebriu vrs
interakcije, gde prisustvo metala moze modifikovati molekul DNK 2 pesthodnog
kovalentnog vezivanja ili interkalacije. Tgain primer redoks reakcije je Fentonova
reakcija, gde dvovalentno gui& u prisustvu hidrogen peroksida proizvodi hidroksilni
radikal i posredno deluje na DNK, prekidéjgecerno-fosfatni skelet molekuld.Joni
metala proizvode i druge slobodne radikale, kao Sto su superoksid ilitsikgseonik.
Kompleksi rutenijuma Ryhen)s?* u prisustvu svetlosti stvaraju singletni kiseonik, pa
fotoliza adukta DNK i ovog kompleksa dovodi do prekidanja DNK lanca wgixis
kiseonika i u slabo alkalnoj sredini. Za razliku od hidroksilnog radikajareaguje sa
prstenastom strukturom &ea, singletni kiseonik oksiduje azotne baze, najviSe
guanin’®

Hidroliticke reakcije nukleinskih kiselina u prisustvu metalnih jona su
interesantne sa stanoviSta reverzibilnosti. U redoks reakciji, oksidona@era, dolazi
do odvajanja fragmenta&a i azotne baze od polimera DNK, koji je zatim nendegu
direktno vratiti u prethodno stanje, za razliku od hidr&dii reakcije. Metali su Luisove
kiseline i polarizuju vezu izndel kiseonika i fosfora u fosfodiesteru. Primer je strategija
za hidroliticki prekid lanca DNK u prisustvu Ru(DIPMacro sa dodatim Zf, Cd* ili
Pt in situ. Kompleks rutenijuma se najpre ve’e za DNK, a zatim preko

dietilentriaminskih grupa koordinige dvovalentne jone koji peddiidrolizu DNK.®
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2.2. Interakcija sa proteinima

Od samog otkéia anti-tumorskog dejstvacis-platine, istrazivanja o
mehanizmu dejstva ove komponente bila su usréeseena interakciju sa molekulom
DNK, iako je pokazano da samo neSto manje od 1% platigeliji interaguje sa
DNK.® Na svom putu od administracije u krv pacijenta do jedtie, kompleksi
platine i rutenijuma reaguju sa brojnim drugim biomolekulima, odnosno nukbeafil
koji sadrZze N- ili S- elektron donorske atome. Amino-kiseline prekih lsg ostvaruje
veza sa peptidima i proteinima su cistein i drugi tioli, histidirugi imidazoli, arginin i

drugi guanidini i glicin (slika 10).
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Slika 10. Strukturne kiseline koje interaguju sa kompleksima mdtagiein, metionin, arginin,

histidin i glicin) i glutation.

Samo neki od biomolekula za koje se vezu kompleksi platine i rutenguma
transportni proteini u krvnoj plazmi (albumin, transferin, hemoglobin), bnanski
proteini za transport dvovalentnih jona metala ili membranski trarespad bakar,
peptidi glutation i metalotionein «elijskoj citoplazmi ili enzimi: ciklooksigenaza,
kolagenaza, acetilholinesteraza, tioredoksin reduktaza i pratkioditizimi. Interakcija
kompleksa metala sa drugim biomolekulima osim DNK ddje sudbinu kompleksa

metala i njihovu efikasnost u sgevanju razmnozavanja ili migracije tumorskilija.
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U vetini slucajeva, vezivanje kompleksa platine i rutenijuma za biomolekule dovodi do
inaktivacije kompleksa, podsé razvojcelijske rezistencije i izbacivanje kompleksa iz
¢elije ili povecava tokstne efekte, kao Sto je nefrotok&sost. S druge strane, interakcija
sa proteinima za transport kroz membranu pava efikasnost kompleksa metala,
olakSavajdi njihov unos uceliju, a inhibicija metalo-proteinaza, ciklooksigenaza i
tioredoksin-reduktaza doprinosi anti-metastatskom i anti-tumorskonvadsmpleksa
rutenijuma i platine. 1z navedenih razloga, medicinska neorganska hendigge sve
vise zngaja proteinima i enzimima kao potencijalnim metama kompleksalanata
hemoterapiji.

NajceXe mesto vezivanja platine i rutenijuma za protein je cistemna
kiselina sa tiolskom grupom (-SH). Funkcionalna grupa cisteina ke disiduje i
formira disulfidni most cistin (RSSR) koji ima vaznu ulogu pri foenju odgovarajce
trodimenzionalne strukture proteina u nativnom stanju. Metali se koorgingko S-
donorskog atoma za cistein i biomolekule koji ga sadrze, kao i zanmetdrugu
amino-kiselinu sa ovim atomoffi.Smatra se da je interakcija platine sa biomolekulima
koji sadrze cistein ili metionin uzrok negativnih efekata hemoterapiao Sto su
nefrotoksénost, gastrointestinalno trovanje, ototgksist, neurotoksnost i
kardiotoksénost®®* Pt(Il) ima znatno v&@ afinitet prema S-donorima, naito
tiolima, u odnosu na N-donore u DNK bazafa.

Kada se platina po ulaskuceliju veZe za neki od S-biomolekula, njena dalja
subina je odrédena j&inom te interakcije. Na slici 11 je Sematski prikazano nekoliko
kompetetivnih reakcija kompleksa platine sa biomolekulima i DNK. Mé&jkput do
molekula DNK je prostom hidrolizom, odnosno aktivacijom kompleksadutie,
aktivirani kompleks moZe reagovati sa cisteinom ili biomolekulom &afirzi cistein
(R-SH) i biti izba&en iz ¢elije. Ukoliko reaguje sa metioninom ili biomolekulom koji
sadrzi metionin (R-S-C}), od stabilnosti formirane veze zavisi da&di modifikovani
kompleks dalje supstituisati grupu S-€Ha N, odnosno reagovati sa guaninom iz
DNK ili sa tiolnom grupom SH i biti ekskretovandelije.

Pretpostavlja se da su adukti Pt sa molekulima koji sadrze suitigueri)
celijski rezervoari platine i da predstavljaju intermedijere kokgdeplatine koji se
transformidu u Pt-DNK adukf&®® S druge strane, interakcija sa proteinima bogatim

cisteinom (glutation ili metalotionein) dovodi do inaktivacije kompleksaim, koji

21



mogu da zamene mesto sa azothom bazom dzfareniranog Pt-DNK adukta ili sa
tioetrom iz Pt-tioetra, formirajii stabilne Pt-tiolat&* Pt-glutation adukt se izbacuije iz
¢elije aktivnim membranskim transportom u roku od 12 sati, pa se pretpasia je
glutation uzrokéelijske rezistencije na platinu i nefrotoksosti®’ Eksperimentalno se
moze dokazati da sa p@amjem koncentracije glutationacaliji, platina u manjoj meri
koordiniSe za DNK. Paradoksalno, platina koordinisana za sam ciste@nsérmise
do Pt-DNK adukt&®

f Supstitucha |

- |Supstituciya 5-CH, "f\ﬂ N,
N, 5a GSH - =
n—(  ___sqip
b3
8 Hidroliz:
| \ e Lhtohondige
Supstitucya e
§.CH, sa SH

l HS-R

Flkskrecija Ulazak u éelijjn

Slika 11. Sematski prikaz kompetetivnih reakcija kompleksa plasaeDNK, cisteinskim i

metionisnkim grupama ¢eliji *

Na prvi pogled, moze se zakijti da postoji korelacija izmi#u efikasnosti
terapije platinom i nivoa glutationa geliji. Glutation je detoksikant i pomaze
izbacivanje endogenih i egzogenih Stetnih produkatacehje, ali su do sada dobijeni
opre&ni rezultati: studija nacdelijama jajnika pokazuje da se sa péugem
koncentracije glutationa smanjuje efikasnastplatine. Metutim, u drugim studijama
na pacijentima je prikazana pdéama efikasnost platine kada se daje zajedno sa

glutationom?®#®
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Metalotionein (MT) je protein koji se sastoji od 61 amino-kiselinekajch su
¢ak 20 cisteini i jedan metionin na N-termind§wsnovna funkcija metalotioneina je
da veZe jone teSkih metala, pa tako veze i jone Zive i kadmijumdjadiitne klastere
Pt(11).>*7° U nativnoj formi MT veZesak 3-4 Pt(ll), pri tome istiskujti Zn, Cd i Cu™
Pretpostavlja se da MT ima ulogu u transportu platine i njenoj alaamulali je
dokazano i da njegova payana koncentracija geliji ukazuje na rezistenciju nas-
platinu®®

Serumski albumin (66,5 kDa) je mali protetije su funkcije odrzavanje
konstantne pH vrednosti krvi, transport masnih kiselina i detoksik&dfjancentracija
ovog tiola u krvi jetak 5 g u 100 ml, pa preko cisteina i metionina moze da veéneuwe
kompleksa Cu(ll), Ni(ll), Hg(l1), Ag(ll), Au(l) i Pt(ll) u plami.®**® Od 585 amino-
kiselina od kojih se sastoji, 35% su cisteini, gde je samo jedeaukavanoj formi, dok
ostali imaju strukturnu ulogu. U Krvi, taj jedan cisteinski ostatakomciji 34 u 30%
slicajeva gradi disulfidne mostove sa cisteinom i glutationom, dok ostakak juae
metala. Humani serum albumin ima joS i 6 metioninskih ostataka kajmze da
redukuje i koordinise metalne jofeCak 72,3 % platine se veZe za albumin, dok se pri
istim uslovima inkubacije 39,5 % veZe @aglikoprotein, a 49,2 % zgglobulin!®

Pomau ESI (elektron sprej jonizacije) masene spektrometrije dokazano je
vezivanjecis-platine, karboplatine i oksaliplatine za hemogloflinistom metodom je
dokazano i vezivanje kompleksa platine (ndrans izomera) za metioninske i
histidinske nastavke na mioglobif.

Dok neki proteini imaju ulogu rezervoara platine u organizmu, transjeri
primer serumskog proteina koji veze kompleks platine ili rutenijunako tloprinosi
njegovoj veéoj efikasnosti, vezugi se za transferinske receptore @alijama.
Tripsinskom digestijom adukteis-platina-transferin dokazano je vezivanje platine na
treoninskom (457) ostatku, koji predstavlja mesto za vezivanje Fe(dll)e potvideno
tehnikama masene spektrometrije sa tzv. ,mekom* jonizaci{émi*Vezivanje platine
za transferin zn@jno odlaze eliminaciju kompleksa iz organizma, dok se rutenijum pri
vezivanju za transferin ponasa isto kao i gi&zsto doprinosi W®j selektivnosti i
efikasnosti transporta telije kancera. Naime, kada se transferin dodaje zajedno sa

kompleksom KP1019 u ekvimolarnom odnosu i sa prirodnom relativnom

! Videti listu skr&enica.
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koncentracijom Fe(lll) (30 %), kalina rutenijuma welijama se powa zacak cetiri
puta u odnosu na siaj kada se unosi sam kompleks bez transféfta.

U interakciji sa serumskim proteinima, kompleksi platine indukuju
konformacione promene tih biomolekula. Ovjenica je vazna, jer péanjem
promene strukture proteina eksperimentalnim metodama, moze se€inaklijterakciji
ili vezivanju kompleksa metala za biomolekule. Posebno j€apma ist&i uticaj
kompleksa platine na mikrodomene proteina za vezivanje drugih molekure ili
promenu sekundarne strukture i inaktivaciju proteina. Uticaj platine oengme
mikrodomena na albuminu ili drugim proteinima koji sadrze triptofan,i rser
fluorescentnom miskroskopijom. Vezivanjem platine za albumin smargujetenzitet
fluorescencije triptofana za 30-75% u odnosu n&epw vrednost. Takvi rezultati
ukazuju na promene sekundarne strukture u hidrofobnom ,dzepu* proteina.

Platina interaguje sa albuminom i drugim proteinima i tako Staifardimere,
pa podstie agregacijd® Slicno je i sa predstavnicima anti-tumorskih kompleksa
rutenijuma, KP1019 i KP418iji se uticaj na strukturu proteina prati merenjem
smanjenja intenziteta fluorescencije triptofana. Vezivanjeinglat rutenijuma za
serumske proteine d#@ i na reakcije drugih biomolekula. Na primer, u prisustvu
rutenijum N-heterociklinin komponenti, reaktivnost albumina sa bilirubinom, hemom,
lekom varfarin Yvarfarin) ili metalima (Cu(ll)) se smanjuje.

Imajuwéi u vidu ¢injenicu da funkcija biomolekula zavisi od njihove strukture,
jasno je da vezivanje i interakcija kompleksa metala sa biomolekuliradifikuje
njihovu funkciju. Interakcija kompleksa platine i rutenijuma sa enzimshaga
predstavlja jedan od novih pristupa modernoj hemoterapiji.

Na ¢elijama kvasca i na sisarima je dokazano da se izostavljaggera za
membranski transporter za bakar Crtl, smanjuje akumulacija plaelgi u povecava
¢elijska rezistencija na komplekse platfi&!® Na membranama humanitelija
eksprimirano je nekoliko vrsta membranskih proteina za transport orbaketjona,
koji takade westvuju u aktivnom transportu kompleksa platingliju i smatra se da je
ekspresija ovih proteina vazan parametar za ispitivaigljske rezistencije i
citotoksinosti leka: %2
Primer netradicionalne mete u hemoterapiji su kinaze. Mut&aijaza ili

poreméen metabolizam ovih enzima su povezani sa diéimti bolestima kod ljudi.
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Osim toga, kinaze pripadaju velikoj familiji enzima sa ddreom strukturom i
specifcnim mestima za vezivanje molekula ATP (adenozin tri fosfat), il$tdini
pogodnim za dizajniranje selektivnih inhibitora. Komponente koje bi se konvpeiet
sa ATP vezivale za specifio mesto na kinazama, mogle bi delovati kao inhibitori ovih
enzima. Jedan od inhibitora kinaza je organska komponenta staurosporifge koja
posluZila kao inspiracija za sintezu kompleksa rutenijuma sa lstiakteristikama®
Modifikacijom strukture ATP-kompetetivnih indolokarbazolnih alkaloida, dobijeno je
nekoliko kompleksa rutenijuma, koji u nanomolarnim ili pikomolarnim dwéima
inhibiraju razltite kinaze (slika 12)'*3

Jedan od primera je kompleks EAL, inhibitor GSK-3 kinaza, enzima koji
upravljajucelijskom proliferacijom u tumoru pankreasa. Na ovom mestu treba skrenuti
paznju na to da mala promena u strukturi kompleksa rutenijuma, kao ditdgeanije
joS jedne hidroksilne grupe, paaya afinitet i speciéinost kompleksa za GSK-3
kinazu* Kompleks rutenijuma HB1052 (slika 12) je inhibitor kinaze Pim-1, dkle
u progresijucelijskin ciklusa, proces apoptoze i transkripcione aktivacije i druge

proceseselijske komunikacijé®
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Slika 12. Primeri kompleksa rutenijuma, sintetisanih po uzoru na staurospaliiitor

kinazal®®
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Polipiridilni kompleksi rutenijuma (II) pokazuju bakteriost&t, baktericidno
I anti-tumorsko dejstvo, a tale je poznato da inhibiraju enzim acetilholinesterazu
(AChE). Smatra se da se katjonski kompleks rutenijuma vezZe za anpemg&rni deo
na AChE kombinacijom elektrostakih i hidrofobnih interakcijd®

Polioksometali, kao Sto je rutenijum-okso-oksalato klaster pokazuju alrivir
aktivnostin vitro i in vivo, jer deluju kao inhibitori transkriptaz&’**® Polioksometali,
koji su aktivni protiv HIV-1 (humani virus imunodeficijencije) imaju najnje tri
mehanizma delovanja, od kojih su dva inhibicija HIV reverzne transkeqtinhibicija
HIV proteaze.

Kompleksi Sifovih baza sa Cu(ll) i Fe(lll) deluju kao inhibitoririnekih
proteaza trombina i tripsina, ptemu je zakljdeno da metali imaju samo strukturnu
ulogu!® Kineticki inertniji metali rutenijuma, rodijuma i iridijuma predstavljaju
odgovorajiu modifikaciju ovih kompleksa, jer omoéavaju drugdiju strukturu
ligandne sfere i potencijalno &ieafinitet i selektivnost.

Pored kinaza, n&¢&e razmatrani enzimi, potencijalne mete za komplekse
metala u hemoterapiji su tioredoksin reduktaza i glutation reduktazaat® je ddis-
alkiliraju¢i agensi,cis-platina i arsen trioksid interaguju sa selenocisteinskim peptidom
na karboksilnom kraju tioredoksin reduktaze i tako je inaktiviraju, onetaegiLti
redukciju tioredoksina. Uloga glutation reduktaze jeste da redukuje oksidolbki
glutationa (GSSG) do GSH, koji je jedan od glavnih antioksidanatéelij.
Pretpostavlja se da inaktiviranje tioredoksin reduktaze i glutagdoktaze doprinosi
citotoksénom efektu hemoterapeutika, preko poréajpe u regulatornom metabolizmu
tiola i indukovanjem oksidativnog stres&;*#?

Enzimi ciklooksigenaza-1 i -2 katalizuju ¢®ini korak stvaranja
prostaglandina u brojnim patofizioloSkim procesima i imaju ulogu u phoee
zapaljenja i karcinogeneZ& Celije kancera su bogate émm kolicinama COX-2
(ciklooksigenaza), pa se smatra da je ovaj enzimdwmkmeta nesteroidnih anti-
kancerogenih agenasa. Klika testiranja su pokazala da selektivni inhibitori COX-2
smanjuju broj i veliinu kolorektalnih polipd®*

Pretpostavlja se da anti-metastatsko dejstvo kompleksa rutenhjfivi-A
lezi u interakciji sa matriks metalo-proteinazama MMP-2 i RI| koje inhibira pri

mikromolarnim koncentracijama i istovremenom vezivanju za kolagen iz
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ekstacelularnog matriksa gl Ovaj kompleks se selektivho veze za kolagen ¢irphu
I tu deluje nacelije tumora sa metastatskim potencijalom, inhibifagnzimecija je
aktivnost neophodna za stvaranje metastaza daqad> 1%

Daljim istrazivanjima i manipulisanjem mehanizmom progrekaecera i
razvojemcelijske rezistencije je moga unapréenje hemoterapije. Na primer, ukoliko
je uzrok c¢elijske rezistencije povana kolEina glutation S-transferaze aeliji nakon
tretmana kompleksom platine, postoji mégost da se uporedo si&-platinom pacijent
tretira kompleksom kojée inhibrati ovaj enzim. Kompleksi rutenijuma koji inhibiraju
glutation S-transferazu pokazuju visoku efikasnost protiv karcinoma jajnikdjskoj
kulturi.*?

Moze se zakljtiti da se delovanje kompleksa platine na primarne lezije svodi
na interakciju sa DNK, onemogavanje ¢elijskog rasta i razmnozavanja. 8igim,
delovanjem na druge biomolekule, peptide i enzime, moze se uticafikesnost
terapije, modifikacijom procesa koji titi nacelijsku rezistenciju, stvaranje slobodnih

radikala i transport komponenti u i véelije.
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3. FOSFOLIPIDI

Prvi kontakt lekova séelijom se ostvaruje prekéelijske membrane i njihova
interakcija sa membranskim proteinima i lipidima je presudnaaresport ispitivanog
kompleksa metala i njegovu akumulacijuceliji, izbacivanje izéelije ili eventualno
razvoj celijske rezistencije. S druge strane, lipidi koji iztygu celijsku membranu
predstavljaju izvor sekundarnih glasnika, pa posredno imaju ulogu u rgggitalnih
puteva uceliji. Od sastava i rasporeda lipidacelijiskoj membrani zavisi aktivhost
enzima kljgnih za transdukciju signala unutéelije i meiucelijsku komunikaciju. 1z
tog razloga je vazno ispitati interakciju kompleksa metala sdirtii koji ulaze u sastav

¢elijske membrane i enzimima, ukdenim u lipidni metabolizam.

3.1. Klasifikacija i zna¢aj glicerofosfolipida (fosfolipida)

Lipidi predstavljaju Siroku i heterogenu grupu molekula, rastvornih u
organskim rastvatama (hloroform, benzen, metanol...). Po definicji, lipidi su
hidrofobni molekuli nastali (u celosti ili delom) karboanjonskom kondenzacijom
tioestara i/ili karbokatjonskom kondenzacijom izoprenskih jedinica. Lipidi oldajwa
najSiru grupu raztitih molekula, podeljenin u 8 kategorija: masne kiseline,
glicerolipide, glicerofosfolipide, sfingolipide, saharolipide i poliketidezvedeni
kondenzacijom ketoacilnih subjedinica) i sterole i prenole (dobijeni kondgrnac

izoprenskih jedinica)®®*?°

Za gratu celijske membrane, najzéagnija je klasa glicerofosfolipida ili
fosfolipida. Glicerofosfolipidi se, u odnosu na prirodu polarne grupenttapoziciji
glicerolskog ostatka (eukariote i eubakterija) mogu dalje podeliti u grupe:

- Glicerofosfoholin
- Glicerofosfoetanolamin

- Glicerofosfoserin
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- Glicerofosfoglicerol

- Glicerofosfoglicerofosfati

- Glicerofosfoinozitoli

- Glicerofosfoinozitol monofosfati, bifosfati i trifosfati

- Drugi (Glicerofosfati, gliceropirofosfati, glicerofosfoglicgosfogliceroli,
glikozilglicerofosfolipidi, glicerofosfoinozitolglikani, glicerofoshoholini,

glicerofosfonoetanolamini...)

Svaka od grupa sa istom polarnom glavom se dalje razlikuje po supstiaentu
sn-1 i sn-2 na ostatku glicerola. Na primer, u &l fosfatidilholina
(glicerofosfoholina), u zavisnosti od masnih kiselinasnal i sn-2, razlikuju se na
primer PC(12:0/16:0) ili PC(16:0/118:1) prikazani na slici 13. Brojevi gradama
ozna&avaju masne kiseline, p¢emu je svaka masna kiselina atkera sa dva broja:
brojem ugljenikovih atoma i brojem dvostrukih veza. Dakle, PC(12:0/16:0) pxéjdst
1-dodekanoil-2oktadekanash-glicero-3-fosfoholin, a PC(16:0/18:1) 1-heksadekanoil-
2-oktadekanoibn-glicero-3-fosfoholin. Masne kiseline imaju i trivijalne nazive, pa s
prikazani fosfolipidi (slika 13) zovu joS i 1-lauroil-2-palmitoil-fogtitholin i 1-

plamitoil-2-oleoil-fosfatidilholin, respektivno ili LPPC i POPC.
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Slika 13. Primeri strukture dva fosfatidilholina sa r&iim masnim kiselinama nan-1 i sn-2
poziciji: a) PC(12:0/16:0), 1-lauroil-2-palmitoil-fosfatidilholili 1-dodekanoil-2oktadekanoil-
sn-glicero-3-fosfoholin; b) PC(16:0/18:1), 1-plamitoil-2-oleoil-fostaitholin  ili  1-

heksadekanoil-2-oktadekanait-glicero-3-fosfoholin.
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Nezastene masne kiseline se mogu razlikovati po mestu i polozaju dvostruke
veze. Dvostruka veza se u imenu fosfolipida ¢ama brojem ugljenikovog atoma posle
kojeg se javlja i slovom E ili Z, u zavisnosti od toga da li jeamsiili cis poloZzaju. Na
primer, fosfolipid na slici 13b) je 1-heksadekanoil-2-(11-Z-oktadekaswiflicero-3-
fosfoholin. Ukoliko se na ovim pozicijama nalaze dva t#ai supstituenta, Sto je
nagese i slutaj, drugi uglienikov atom glicerola, koji je iba simetréan, postaje

hiralni centar molekula.

Masne kiseline predstavljaju hidrofobni ,rep“, a funkcionalna grupair(thol
serin, inozitol, etanolamin..) polarnu ,glavu® fosfolipida. Zbog takveigrdosfolipidi
se mogu organizovati u: lipozome, micele, lipidni dvosloj (slika 14)vddenom
rastvoru, lipidi spontano formiraju dvosloj ili seriju dvosloja razdvojeodom, tako
da su hidrofobni delovi (masne kiseline) okrenuti prema unutrasnjosti dvoaloja,
hidrofilni delovi fosfolipida prema vodenoj sredini. Na ovakavcinasu lipidi

organizovani i welijskoj membrani.

Slika 14. Lipidi organizovani u micele, lipozome i lipidni dvosloj

Fosfolipidni sastawelijske membrane varira u zavisnosti od tipa i funkcije
¢elije. Na primer, membranske fosfolipide baktere Capsulatus ¢ine uglavnom
fosfatidiletanolamin (74%) i fosfatidilholin (8%), dok je u &ju eukariotskihcelija
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odnos drugdji (fosfatidilholin 50% i fosfatidiletanolamin 20%, dok ostat&kne
fosfatidilinozitol, fosfatidilserin i sfingomijelin (slika 18§°**

Osim fosfolipida, u membrani se nalaze i druge klase lipida. Valogu za
osobinecelijske membrane ima holesterol, koji péaea njenu fluidnost i sptava
kristalizaciju dvosloja. Holesterol je u velikim k&ihama zastupljen u membrani
nervnih ¢elija, ali i u membrani spermatozoida. Ovmmjenica zajedno sa visokim
procentom polinezagenih masnih kiselina i povanoj aktivnosti fosfolipaza pri
kapacitaciji za rezultat ima visoku fluidnost membrane spermatozoidSanu fuziju

sa membranom jajnelije 3133
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Slika 15. Molekulske formule klasa nekih od lipida najzastupljenijirtalijskoj membrani

eukariota; R=masnokiselinski ostatak

31



Raspored lipida, odnosno sastav fosfolipida u unutraSnjem i spoljnem sloju
¢elijske membrane je talle vazan za funkcionisangelije. Asimetrija membrane u
odnosu na sastav fosfolipida je kod zdravih, funkcionakehja takva da se u
spoljasnjem sloju, okrenuti prema spoljasnjoj sredini, nalaze uglavndaligat koji
sadrze holin kao polarnu funkcionalnu grupu (PC i $¥Fosaftidil-serin (PS) se
nalazi u slojucelijske membrane, koji je okrenut prema citoplazmi, zajedno sa
fosfatidil-etanolaminom (PE). Zbog ovakvog rasporeda fosfolipidacelijskoj
membrani, spoljasnji sloj membrane je pozitivnho naelektrisan, dokyé&asnji sloj
negativno naelektrisan. Prelazi fosfolipida iz jednog u drugi &gj {lip-flop) kretanje
je prisutno, ali je kontrolisano enzimima. Fosaftidil-serin na spgbasstrani
membrane ukazuje na apoptozu, Sto se koristi za razlikovanje apoiptotiekroténih

¢elija u fluocitometrijit®®

Fosfolipidi na povrSini membrane nisu ravhomerno rasj@ne vee formiraju
domene i mikrodomene na membrani, olkege odréenom klasom fosfolipida. Ova
karakteristika je posebno &lpva na primeru sfingolipida, koji imaju tendenciju da se
grupiSu sa holesterolom i formiraju ,lipidne splavovetalijskoj membrani. ,Lipidni
splavovi® su razlikuju od ostalih delova membrane po sastavu, ali posreondrugim
osobinama koje zavise od duZine lanaca u sfingolipidith&®®

3.2. Interakcija kompleksa metala sa lipidima

U vedini slucajeva, dogdaji i reakcije koje se odvijaju ha membrani, nakon
interakcije kompleksa prelaznih metala sa membranskim biomolek(ihpela 1) utiu
na druge unutéelijske mete preko sistema signalne transdukcije i transmsarskog
transportnog sistema.

Dodatno, joni metala indukuju oksidativni stres, lipidnu peroksidaciju i
degradaciju biopolimera. Mehanizam stvaranja slobodnih radikala i oksidgtstresa
je ili direktno ili preko interakcije sa glutationom i glutationrgesidazom, kao Sto je
opisano u odeljku interakcije sa biomolekulima. Hidrolizovani, pozitivho naedakt
kompleksi metala interaguju i sa fosfolipidima i sa proteinimanembrani, ali i

nehidrolizovani komplekgisplatine moze da se veze za proteine putem mehanizma
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spore ligandne izmerté? Vazno je naglasiti da je vezivanje kompleksa metala za
tiolatne i tioetarske atome sumpora u proteinima i peptidima nabna@mmnogo j&e

od vezivanja za polarne grupe fosfolipida, koje je slabo i reveraibifonstanta
vezivanja Pt-protein je za 2-4 reda vele ve&e od konstante vezivanja Pt-

lipozom 139100

Tabela 1.Potencijalna mesta vezivanja kompleksa metalsligkoj membrarit®

Meta Mesto vezivanja Karakter veze
. -NMes", -PQ7, : o
Fosfolipidi _COOH, -NH* Elektrostattka i koordinativna
- -SH, -SCH, -COOH, , N
Peptidi ‘NH,, -CONH, Kovalentna i koordinativna
Oligosaharidi -OH Koordinativna
Holesterol -OH Koordinativna

Medutim, slabe i reverzilne interakcije kompleksa metala sa hpmdnisu
zanemarljive jer mogu da interferiraju sa drugielijskim procesima i predmet su
interesovanja iz nekoliko razloga:

- Fosfolipidi su ué¢elijkoj membrani organizovani u supramolekularni sistem
zbog slabih interakcija sa susednim molekulima i u neprestanonetsunjkr
(lateralna difuzija, flip-flop kretanje, fluidnost membrane);

- Vezivanje jona i malih molekula za polarnu glavu fosfolipidateutna
njihovu konformaciju i izmenu membranske strukture i osobina, kao Sto je
permeabilnost;

- Membranski sastav fosfolipidaelija tumora je mogte modifikovatiin vivo
I in vitro, Sto otvara mogunosti za manipulaciju interakcije kompleksa
metala sa membranom i moze dovesti do pawg citotoksinog
efektal?14

- Polivalentni metali mogu da formiraju veze iztnesusednih molekula

(lipid-lipid, lipid-protein) imobilizirajwi fosfolipide;
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- Celija predstavlja neravnoteZni sistem i reverzibilna vezivanja i
konformacione promene na membrani mogu poremégitjsku funkciju.
StaviSe, smatra se da rane konformacione promene i iniciraaisigutevi
na celijskoj membrani podsrestvom hemoterapeutika indukéglijsku

smrt#4?

- Metalni joni indukuju oksidativni stres i ogtgu fosfolipide*°

Na primeru kompleksaisplatine je zakljdeno da hidrolizovani pozitivni
kompleksi platine imaju afinitet prema negativho naelektrisanim, odnospas&nn
fosfolipidima, ali ne i sa cviteronskim fosfolipidima. N&gainterakcija je sa fosfatidil-
serinom (PS) i fosfatidnom kiselinom (PA) i prisutno je vezivamk i na visSim pH
vrednostima i sa vém koncentracijama Cljona u puferd*****Vvezivanje platine za
fosfatidilserin organizovan u lipozome i dvosloje, ali ne i u erithioa, dokazan je
kako tehnikama tankoslojne hromatografije, tako i NMR spektroskopijoratog
stanja***™**’" Polinuklearni platinski kompleksi se tal® vezuju za fosfolipide
elektrostatikim interakcijama [ vodo®nim vezama, po afinitetu
PA>PS>PG>PE>PE?

Medutim, veza cisplatine i fosfatidilserina je reverzibilna i konverzija
kompleksa Pt-PS je moga inkubiranjem sa glutationom, prendgoj tiolnoj grupi
platina ima véi afinitet. Konverzija pokazuje koncentracionu zavisnost od glutatitna.
Glutation kompetetivno sa fosfatidilserinom vedaplatinu i konvertuje formirane
komplekse, pa se zakfjuje da uin vivo sistemima interakcija kompleksa platine i
fosfolipida ne moZe imati direktan citotoksi efekat™>°

Dakle, interakcija sa fosfolipidima samo posrednaieutna citotoksinost
kompleksa, uzimajti u obzir signalnu ulogu lipida, mehanizme transporta kompleksa
kroz lipidni dvosloj i korelaciju promene u fluidnosti i permeabilno&tlijske
membrane i efikasnosti hemoterapeufiXa'>*'*? Naime, razvoj rezistencijéelija
kancera je povezan sa smanjenom fluidonodipidnog dvosloja, smanjenom
koncentracijom masnih kiselina;£5 i Cig:3, Smanjenim nivoem nezésnih masnih
kiselina i smanjenom akumulacijom kompleksasaliji.*>**>° Ova ¢injenica je dalje
podstakla natnike za razvoj novih kompleksa koji modifikuju fluidnost membrane ili

se lakSe transportuju kroz membranu, zahvaljujudrofobnim ligandima (sinteiki
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ligandi, masne kiseline). Jedan od primera su kompleksi rutenijuntasdapiridil
ligandima, koji se nagomilava uelijskoj membrani i tako posredno indukuje
citotoksisni efekat'>® Malim promenama strukture i lipofilnosti kompleksa rutenijuma,
moZe se uticati na odnos njegove akumulacije u membrani i vezivanja z&®DNK.
Jedan od modernih pristupa hemoterapiji podrazumeva ne samo sintezu
kompleksa u odienim granicama lipofilnosti, kako bi se olakSao transport kroz
membranu, v& strategiju ciljane dostave lekova potudipozoma™>®**° Lipozomi se
sastoje iz lipidnog dvosloja koji okruZuje polarni rast¢argde se moze inkorporirati
hidrofilna komponenta (slika 14). Dodatni sloj od polietilenglikola (PE@)Ifozome
od ,curenja“ i degradacije makrofagama i omémea im da slobodno cirkuliSu kroz
mnogih patoloskih proces&’!®*Sistem dostave lekova i hormona lipozomima je dugo
primenjivan u praksi, ali kada je u pitanju transport hemoterapeutikazikompleksa
metala, glavni problem predstavlja kontrola i inicijacija degradatipozoma na
Zeljenom mestu. Primeri kontrolisane dostave lipozomima d&igguinicijaciju njihove
degradacije na mestu tumora pdmoultrazvuka ili promene temperatdfé:l®
Poznavanje lipidnog metabolizma, dovelo je na ideju da se kaalaagm inicijaciju
degradacije lipozoma koristi enzim, sekretorna fosfolipazdAznato je da se mesta sa
zapaljenskim reakcijama i tkiva kancera odlikuju poviSenim koncejana&i ovog
enzima, pa je formiranje lipozoma od lipida senzitivnih na fosfolipAz nain za
selektivnu i specifinu dostavu leka obolelom tkitd*'%® S druge strane, enzim
fosfolipaza A je sam po sebi, meta hemoterapeutika. Kao i cikooksigenaze, foséolipa
predstavljaju inflamatorne enzime, vazne za sintezu prostaglanktnaentracija ovih

enzima je u korelaciji sa karcinogenezom, invazijom i metastazom tdf\ora.

3.3. Fosfolipaze i metabolizam fosfolipida

Lipidi sekundarni glasnici i drugi bioloski aktivni fosfolipidni metaitiol
nastaju u reakcijama katalizovanim enzimima-fosfolipazamdipdzama. Fosfolipaze

pripadaju Sirokoj familiji enzima, prisutnih u gotovo sviéelijama sisaragija je
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zajednéka karakteristika da hidrolizuju fosfolipide, p¢éemu se oslolkju masne
kiseline i druge lipofilne komponente.

Prvi enzim fosfolipaze otkriven je 1986. godine, kada je izolovan iz humanog
pankreasnog soka. Izolovanjem enzima sénsin funkcijom iz razlitih egzokrinih
Zlezda kod sisara i iz zmijskog otrova, kasnije jedemo da se radi o grupi relativho
malih (14 kDa) i stabilnih enzima, specife strukture sa velikim brojem cisteinskih

disulfidnih mostova.

a) Fosfolipaza Ay FosfolipazaC o

Fosfolipaza A, FosfolipazaD

b PLA, . o
) PC —» 2-lizoPC + masnakiselina

PLA, . L
PC —=> 1-lizoPC + masna kiselina

PC L Dijaglicerol + fosforilholin

PC ﬂ» Fosfatidna kiselina + holin

Slika 16. a) Podela fosfolipaza na PLAPLA,, PLC i PLD na osnovu mesta delovanja na
supstratu, fosfolipidu. Kao primer supstrata prikazan je molekylalritoil-2-oleoil-
fosfatidilinozitol-4',5’ bifosfat (PIB); b) Reakcije i reakcioni proizvodi fosfolipaza PLA
PLA,, PLC i PLD sa fosfatidil-holinom, kao supstratom.

Najpre se smatralo da fosfolipaze imaju samo digestivnhu ulogsg alkréem
novih tipova sekretorne fosfolipaze u neutrofiima kod sisara i irdtr&caih
fosfolipaza u humanim trombocitima i neutrofilima, rasvetljene su mdogge, vazne
fizioloSke funkcije ovih enzima. Fosfolipaze imaju vaznu ulogu u homeostagke

membrane i metabolizmu lipida, odbrani organizma od patogena i predstavljaj
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toksiknu komponentu otrova raznih vrsta zmija i insekata. produkti koji nastaju kao
posledica aktivnhosti fosfolipaze su prekursori za sintezu raznih thindk
siganlizirajitih komponenti, pa je fosfolipaza posredno vazna za unutrasnju i spoljasnju
¢elijsku komunikaciju. Na osnovu mesta delovanja na molekulu fosfolipida, fosteli

se dele na A A,, C ili D (slika 16).

Fosfolipaze A (PLA,y) i Az (PLA,) hidrolizuju acil estarsku vezu na fosfolipidu
na pozicijamasn-1 ili sn-2, oslobdajwi arahidonsku kiselinu i odgovargju
lizofosfolipid. Arahidonska kiselina se dejstvom drugih enzima u organizmu
(ciklooksigenaza ili 5-lipooksigenaza) modifikuje do aktivnih inflamaitormedijatora,
prostaglandina, leukotriena i tromboksana, koji se vezuju za receptonese@nsn
¢elijamal™ Arahidonska kiselina se moZe pasivhom difuzijom transportovati do
¢elijskog jedra i interagovati sa transkripionom faktorima i kontatilisranskripciju
DNK za citokine i hormone. Arahidonska kiselina nastala aktisund®sfolipaza,
posredno utie na rast i razvoj tumora i u literaturi se navodi kao meta mdderni
hemoterapeutik&> "

Drugi produkt reakcije katalizovane fosfolipazama iAA,, lizofosfolipidi,
zastupljeni su ucelijskim membranama u tragovima i njihova koncentracija je
kontrolisana reakcijama reacilacije, kojima se prevode u fosfolifielipidi imaju
deterdZentske osobine i ati na permeabilnostelijskih membrand’ Poznato je i da
lizolipidi regulidu rast i diferencijacijéelija i da predstavljaju mitogene agen&e’’
Visoka koncentracija lizolipida dovodi se u vezu sa &t patolodkim stanjima’®
180 | jzofosfatidilholin o3téuje endotelijalnetelije posredno, indukufii oksidativni
stres i stvaranje visoke koncentracije azot-oksida, NO. Kao rezulta mestu
inflamacije, javlja se poviSena ekspresija adhezionih molekula na edijadoim
¢elijama®® Lizofosfolipid interaguje i sa fosfolipazama, dui tako i na sopstvenu
produkcijul®?*8® Fosfolipaza B (PLB) je termin uveden za bakterijski enzim Koji
hidrolizuje fosfolipide nan-1 i sn-2 poziciji, sa istim afinitetom. Ovaj enzim je poznat i
kao lizofosfolipaza.

Fosfolipaze C (PLC) imaju najvazniju ulogu é&elijskoj signalizaciji. One
katalizuju hidrolizu glicerofosfatne veze, pfemu se oslolta fosfat sa polarnom
glavom masne kiseline (npr. holin fosfat) i dijaglicerol. Ukoliko ypsrat PIR (Slika

16.), proizvodi reakcije su inozitol-trifosfat @ koji difunduje u citoplazmu i
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dijaglicerol (DAG), koji se zadrzava ¢elijskoj membrani. IR se u citoplazmi veze za
receptore na endoplazmatom retikulumu i Sto dovodi do pos&nja koncentracije
jona C&" u citoplazmi, a samim tim i do aktiviranja brojnih enzima zavisoih
kalcijuma®* Osnovna funkcija DAG jeste da veZe i aktivira protein kinazu (PKC)
centralni molekul u intracelularnim signalnim putevima.

Fosfolipaze D (PLD) hidrolizuju fosfodiestersku vezu P-O, posle ttogtlika
16) oslobaajui fosfatidnu kiselinu i alkohol. Fosfatidna kiselina (PA) je najvazniji
molekul u brojnim inflamatornim procesimaseélijskoj signalizaciji*®*>*8’Ona aktivira
fosfolipaze PLD i moduliSe aktivnost tirozin kinaZ4, aktivira protein kinaze i
posredno NADPH oksidaZ8 *%i ima ulogu inflamatornog medijatot

Svaka od fosfolipaza (PLA PLA;, PLC i PLD) predstavlja velike grupe
slicnih enzima, koji su dodatno podeljeni u grupe, na osnovu strukturnih ili
funkcionalnih karakteristika. Tako, na primer, pod nazivom fosfolipazg A
podrazumeva se 14 podgrupa ovog enzima. Najbolje su ispitane fosfolipazaFLG
zbog njihovog znéaja za fosfolipidni metabolizamc¢elijsku signalizaciju, kao i zbog

njihove uloge u zapaljenskim procesima i drugim patofizioloSkim stanjima.

3.3.1. Fosfolipaze A

Fosfolipaze A (PLA;) katalizuju hidrolizu estarske veze izdoe masne
kiseline nasn-2 poziciji membranskih glicerofosfolipida, ptiemu se oslolkaju
arahidonska kiselina (AA) i lizo-fosfolipid koji ostaje u membranbaQprodukta su
bioaktivni molekuli i imaju viSestruku funkciju. Do sada je kod sisara \ahkirii
okarakterisan veliki broj enzima PLAkoji se mogu klasifikovati u 14 grupa ili u 5
familija (Tabela 1.) na osnovu svojih strukturnih osobina ili funkcije.v@la 5
kategorija fosfolipaze Asu: sekretorne (sPLA citosolne (cPLA), fosfolipaze A
nezavisne od G (iPLA,), acetilhidrolaze specifiie za trombocit-aktivirajti faktor

(PAF-AH) i lizozomalne fosfolipaze A
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3.3.1.1. Sekretorne fosfolipaze A

Do sada otkriveni i okarakterisani enzimi sekretorne fosfolipazieod sisara se mogu
klasifikovati u 7 grupa, odnosno 14 podgrupa (tabela 2). Sve sekretornepadoly

su zavisne od jona €a tako da pri milimolarnim koncentracijama ovog jona
hidrolizuju sve glicerofosfolipide nezavisno od masno kiselinskog ostatisfolipaze
A, koje pripadaju ovoj grupi enzima, bogate su cisteinom i imaju u proséku 5
disulfidnih mostova, koji stabilizuju njihovu tercijarnu strukturu. lako su pedeljna
10 grupa na osnovu razlika u sekvenci aminokiselina, struktura i polozap &mselina
koji cine aktivno mesto enzima i mesto vezivanja jona" @a sliéni kod svih izozoma.
Mehanizam hidrolize je takie slican za sve sekretorne fosfolipaze. Anzimi ove
grupe su rastvorni u vodi i imaju malu molekulsku masu, od oko 11-14'%Da.
Sekretorne fosfolipaze Ane pokazuju specifnost prema odreenom tipu "polarne
glave” ili masnokiselinskog ostatka na supstratu.diien, postoje néni da se
strukturnim modifikacijama alosteki kontroliSe vezivanje supstrata za enzim i proces
hidrolize na granici faza. Na primer, pokazano je da se sekretorneepan& PLA
aktivira specifénim vezivanjem holat®* Primarna funkcija sPLA jeste hidroliza
ekstracelularnih fosfolipida, a z¢eg aktivacija kaskade arahidonske kiseline. Primeri su
sekretorna fosfolipazasAlI zmijskom otrovu ili inflamatorningelijama, koje aktiviraju
druge inflamatorne i imunéelije, posredno preko citokina. Osim toga, mndggje
poseduju membranski receptor sa visokim afinitetom za sRPl&¢a zaposednutost
ovih receptora dovodi se u vezu sa karakténsn c¢elijskim odgovorima, kao Sto su
proliferacija, hemokineza ili kontrakcija glatkih niai

Prva otkrivena sekretorna fosfolipaza kod sisara je izolovana 1986. gadine i
pankreasnog soka. Ova grupa enzima sed@xmaasa PLA:IB. Svi izozomi u ovoj grupi
imaju karakteristinu ekstenziju u srednjem delu molekula, dgreu od 5 amino-
kiselina, koja se zove joS i pankreasna petljla. Druga karakterigtikagrupe je
disulfidni most izméu cisteina ozngenih kao Cys i Cys'”.***!% Osnovna funkcija
grupe PLA-IB grupe je digestija fosfolipida, a moze se&ina pankreasnom soku i u

drugim organima kao Sto su: pay bubrezi i slezina.
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Tabela 2.Klasifikacija fosfolipaza A na osnovu svojih strukturnih osobina i funkcijg.

Grupa Poreklo Ime Veli¢ina / Zavisnost
P kDa od C&*
| A Otrov kobre/krajta
B Pankreas kod sisara
Humana sinovijalna 13-15
A tecnost/trombociti
Otrov zve&arke/poskoka
B Otrov gabonskog poskoka 1A uM
I C Testisi pacova/misa SFLA 15 za katalizu
D | Humani/miSji pankreas/slezinp Wi
E | Humani/miSji mozak/srce/uterlis
F Misji testis/embrion 16-17
1] Péela/guster/Skorpija 15-18
A H’um.ar.lle U93%elije/trombociti CPLA, g 85 M za
C. Linija 264.7/bubreg pacova membransku
v Humani translokaciju
pankreas/jetra/srce/mozak Syl . :
C Humano srce/skeletni méSi cPLA,Yy 61 0
. uM
Vv Srce/pld¢a/makrofage kod sisa sPLA; 14 ~a katalizu
Al | P388D1 macrofage, CHezlije iPLA ,-A 84-85
Vi A2 Humani limfociti/testis iPLA »-B 88-90
: L iPLA,y or
B Ljudsko srce/skeletni mi&i iPLA -2 88
0
IX Otrov iz puza
- — — SPLA, 14
X Jetra/timus/leukociti kod ljudi uM
o A Zelene mladice pirita PLA-I 12.4 za katalizu
B Zelene mladice pirika PLA - 12.9
Xl Srce/bubreg/koZza/miSsisara sPLA, 18.7 .
za katalizu
Xl Parvovirus <10
XIV Simbioticka gljiva/Streptomyce 13-19
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Druga grupa sekretornih fosfolipaza PLA-11A) klonirana je 1989. godine.
Strukturna karakteristika ove grupe je disulfidni most idmeisteina Cy¥ i cisteina na
C-terminusu, kao i ekstenzija na C-terminusu od 7 amino kiselina. Niv®,gIA je u
korelaciji sa nekoliko zapaljenskih procesa i bolesti, kao 5to je kaficefInhibicija
ovog enzima specifnim inhibitorima usporava rast tumora i podstiapoptozu
celijal®®'® Fosfolipaza SPLAIIA pokazuje slabu interakciju sa neaktiviranim
¢elijama, vezivanjem za delovelijske membrane bogate fosfatifilholinom. &gim, u
aktiviranim ¢elijama se sortira u vezikulama ili perinuklearnim komorama, wézsg
za glipikan, odnosno glikozil-fosfatidilinozitol HSP&*** Slova ,HS“ oznaavaju
heparan sulfat, linearni polisaharid prisutan u svim zivotinjskim tlavieiutim, ovaj
polisaharid se javlja u obliku proteoglikana (,PG"), jer se vezuje za prateiéeijskoj
povrsSini ili u ekstracelularnom matriksu. Nakon preraspodele, odnosno odgdegraj
sortiranja, SPLAIIA deluje tako Sto oslol arahidonsku kiselinu (AA) iz
membranskih mikrodomena, pfemu indukuje promene ¢elijskoj membrani, u vidu
alteracija u asimetriji, ubrzane oksidacije i péaee fluidnost?®? Interesantan podatak
je i da odrdeni soj miSeva, kod kojih je genteskom mutacijom sasvim uklonjen gen za
sPLAx-IIA, pokazuje rezistenciju na kolorektalne tumore, iako jamarazlog za to
nepoznat®

Nakon 5 godina posle otka sPLA-IIA, klonirana su joS dva izozoma
sekretorne fosfolipaze A 1994. godine. Prvi od ova dva je sREAC, koji se
karakterise jo$ jednim, dodatnim disulfidnim mostom i2meisteina Cy& i Cys* 2%
Drugi izozom otkriven iste godine je sPiX. Ovaj enzim nema dodatne disulfidne
mostove speciéne za grupe | i Il sekretornih fosfolipaza,Aao ni produzetak na C-
terminusu,dije se prisustvo u organima pd@ava proinflamatornim stimulansini&
sPLA-V ima visok afinitet prema heparanoidima i fosfatidil-holinu i obsiia
arahidonsku kiselinu preko dva raitia mehanizma®**°*®**®Jedan je preko vezivanja
za HSPG, kao i sPLAIIA, dok je drugi n&in direktno vezivanje za fosfatidil-holin, na
spoljasnjoj strani membrane. Dakle, drugi mehanizam ne zahteva p@selaspodele
u ¢elijskoj membrani, Sto ziada sPLA-V, moZe da oslolka arahidonsku kiselinu iz
nestimulisanihcelija znatno efikasnije nego sPEAB ili druge fosfolipaze iz grupe I
sekretornih fosfolipaza A
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SPLAx-IID je po svojoj strukturi najstnija sPLA-IIA, a eksprimirana je u
organima imunog sistema i sistema organa za varenje. sl Ae slicna prethodno
opisanom izozomu fosfolipaze sa znatno manjim afinitetom za hepafa* sPLAx-

IIF je jedinstvena grupa sekretornih fosfolipaza, sp&w@fipo ekstenziji na C-terminusu
od ¢ak 30 amino-kiselina i dodatnim cisteinskim ostatkom, koji ovim enzimima
omoguiava formiranje homodimera ili heterodimera. Enzimi ove grupeanpeafinitet

za vezivanje heparanoida, ali funkciju oslddaja arahidonske kiseline obavljaju
najverovatnije delujuzi na perturbovane mikrodomene dmdijskoj membrani.
Jedinstvena ekstenzija na C-terminusu imackljuulogu na trajanje interakcije izthe
enzima i¢elijske membrane i produkciju arahidonske kiselfitte.

Grupa sPLA-X ima dodatne specine disulfidne mostove (kao i enzimi grupe
I'i ), poseduje ekstenziju na C-terminusu (kao i enzimi grupepiopeptid speciéan
za grupu |. sPLAX je sintetisana kao zimogen, a onda se odstranjenjem propeptida na
N-terminusu, formira aktivan enzim, koji ima veliki afinitet zatemakciju sa
receptorima za sekretornu fosfolipazp Zbog izuzetno visokog afiniteta ovog enzima
za fosfatidilholin, fosfolipaza grupe sPLAX oslobata arahidonsku kiselinu sa
spoljasnje stranéelijske membrane. Arahidonska kiselina zatim difunduje kroz citosol i
dolazi do perinuklearne ciklooksigenaze (COX) ili 5-lipooksigenaze 5-L@d¢ se
konvertuje u eikozanoide. Interesantno je da je nivo ove fosfolipazajmogovéan u
slicajevima nekih vrsta kancera debelog creva, Sto ukazuje naémdggu u COX-2-
zavisnoj tumorogenez??

Grupa sPLA-III je za razliku od ostalih sekretornih fosfolipaza Znatno véi
proten i imacak oko 55 kDa. Sastoji se iz tri domena: jedinstvenih N- i C-itersa i
centralnog domena koji je sa svojih 10 cisteina i amino-kiselinsk&tacima na
katalitickoj petlji i mestu za vezivanje &aprepoznatljivakarakteristika ove grupe.
SPLAx-XII predstavlja grupu enzima od oko 19 kDa, koji su karakténstpo
centralnom katalitkom domenu sa His/Asp amino-kiselinskim ostacima, dok su
cisteini van katalittkog mesta locirani drugge nego kod ostalih fosfolipaza. Osim
toga, mesto ili petlja gde se vezuje?Cea amino kiselinskim nizom: £G.X-G,) je
izmenjena tako Sto je foostatak u sekvenci zamenjen prolinom. Enzim je najviSe

prisutan u srcu, skeletnim mi#ha, bubrezima i pankrea$tf.
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4. HIPOTEZA | CILJ DISERTACIJE

4.1. Hipoteza

Dosadasnje iskustvo je pokazalo da su osnovni nedostaci hemoterapij@kancer

bazirane na kompleksima platine:
* Stetni tokstni efekti i
» razvojcelijske rezistencije na lek.

U skladu sa tim, jedan od vidova poboljSanja hemoterapije jéavanje
mehanizma interakcije sa drugitelijskim komponentama pored DNK, kao Sto su
proinflamatorni enzimi i lipidi, inflamatorni medijatori. Jedan od emi ¢ija su
poviSena ekspresija i aktivnost u korelaciji sa razvojem nekoliko wetaera kod

ljudi, fosfolipaza A, ozn&ena je kao potencijalna meta za anti-tumorsku terapiju.

Pitanje koje se postavlja nakon pregleda literature jeste da li izabrani kompleks
platine i rutenijuma utu na strukturu i aktivnost sekretorne fosfolipaze Rrva
pretpostavka je da se kompleksi metala vezuju za enzim preko jednoglisulfidnih
mostova, koliko ih ovaj enzim sadrzi i da ta interakcija moze dogestnodifikovanja

aktivnosti enzima.

Fosfolipaza A, slicno drugim enzimima,menja konformaciju prilikom
vezivanja supstrata/fosfolipida za aktivno mesto, pa je vazno ustanovili s&a
kompleksi prelaznih metala vezu za enzim u obe konformacije (pred pesivanja
supstrata za enzim), kako todgtina enzim i da li je ova veza dovoljno jaka da se moze

detektovati izabranim metodama.

Imajwéi u vidu da su supstrat za PpAosfolipidi, koji u fizioloSkim uslovima
formiraju karakteristine strukture (lipozomi, membrane), potrebno je odgovoriti na
pitanje da li i kako kompleksi prelaznih metalacutina organizaciju fosfolipida.
Najjednostavniji n&n za ispitivanje interakcije kompleksa sa fosfolipidnim
strukturama jeste ispitivanje integriteta, odnosno propustljivossttitktura u prisustvu
kompleksa. Pretpostavka je da se kompleksi mogu, u zavisnosti od lipofilnosti
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ukupnog naelektrisanja, inkorporirati u lipidne strukture ili naruSitihayu
organizaciju, Sto bi u oba slja imalo negativan uticaj na interfacijalnu aktivaciju
PLA.

4.2. Cilj disertacije

U skladu sa navedenom hipotezom, cilj ove disertacije je da da igpmaj
kompleksa platine i rutenijuma na samu sekretornu (pankreasnu) fosfoipakao i
nacelijsku membranu i lipozome, koji su supstrat za ovaj enzim. U okviry blgaje

potrebno ispitati:
- uticaj kompleksa na aktivnost PLAutvrditi mehanizam mogde inhibicije;
- vezivanje kompleksa Pt i Ru za enzim;

- tip interakcije izabranih kompleksa Pt i Ru sa pojethimm klasama

fosfolipida i smeSom fosfolipida koja odgovara sastlijske membrane;

- uticaj izabranih kompleksa metala na strukturu i stabilnost lipidhivagloja

(na laboratorijski formiranim lipozomima i na izolovanim eritrocitima).

Dobijeni rezultati mogu doprineti uspostavljanju veze i@mestrukture
kompleksa prelaznihn metala i njihove bioloSke aktivnosstruture-activity
relationship, SAR), koja za najviSi cilj ima razvoj ,racionalne” ili ,clpe”
hemoterapije. Poslednje podrazumeva racionalnu manipulaciju bioloSkihtaefeka

kompleksa prelaznih metala promenom njihove hemijske strukture.
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5. EKSPERIMENTALNI DEO

5.1. Kompleksi metala

Za izradu doktorske disertacije kawhi su kompleksi platine i rutenijuma sa
ligandima:dach (1,2-diaminocikloheksanhipy (2,2’-bipiridin), en (etilendiamin), kao i
komercijalno dostuprgis-platina ioxali-platina. Struktura svih koggnih kompleksa je

prikazana na slici 17.

H2
Cl
H3N\ /C| H, 00 N\ /
N -
S e e
HoN / \ ol N/ \O S0 N Cl
H, H,
Cisplatina Oksaliplatina [PtCl,(dach)]
M = 300,05 g/mol M = 395,28 g/mol M = 378,19 g/mol
N N ‘e
Cl
cl N, AN
o [ e (%
N ‘ cl N ‘ N
& H, CI H,
[PtCI,(bipy)] [PtCl,(en)] [PtCl,(en)]
M = 493.08 g/mol M =397,00 g/mol M =326,09 g/mol
“or
+ -
NH, Cl
H,N——  Cl
l cl 2 Ru<
ul_ H,N ‘ Cl

Cl
or ]

[RuCl,(bipy),]Cl [RuCl,(en),]Cl
M = 519,80 g/mol M = 327,63 g/mol

Slika 17. Struktura i hemijske formule kompleksa platine i rutenijuma kerith za izradu

doktorske disertacije
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Kompleksi Cisplatina dis-diaminoplatina(ll) dihlorid ili Pt(NH).Cl,) i
Oksaliplatina ([SP-4-2(1R-ans)]-(1,2-cikloheksandiamin-N,N’)[etandioata(2--)-
0O,O’Jplatina) su dostupni kao lekovi koéeni u hemoterapiji kancera i kupljeni od
kompanije Sigma Taufkirchen, Nemaka). Ostali kompleksi: [Pt@ldach)],
[PtCly(bipy)], [PtCly(en)], [PtClx(en)], [RuCly(bipy).]Cl, [RuCk(en),]Cl su dobijeni na
poklon od nagno-istraZivéke grupe prof. Zivadina Bugéta sa Hemijskog fakulteta
Univerziteta u Kragujevcu, gde su sintetisani i okarakterisatodama ultraljuldiaste
spektrofotometrije (UV-VIS), nuklearne magnetne rezonancije (NMR}ethe
hromatografije (HPLC). Ligandidach, en i bipy su skr&enice za(1R,2R)-1,2-

diaminocikloheksan), etilendiamin i 2,2"-bipiridffi’?*°

5.1.1. Odrdivanije lipofilnosti kompleksa

Lipofilnost kompleksa je oddena kao particioni, odnosno koeficijent
raspodele svakog pojeditreng kompleksa metala iz vode i alkohola, 1-oktanola.
Svi kompleksi metala su rastvoreni do koncentracije 1 mg/ml udétedastvaraima:
fizioloSki rastvor €is-platina), metanol ([PtG{bipy)] i [RuClx(en),]Cl), metanol:voda u
zapreminskom odnosu 1:1 ([Pi(&)]) i metanol:voda u zapreminskom odnosu 4:1
([RuClx(bipy),]Cl). Ista kolkina svakog od kompleksa je naneSena na po dve TLC
plocice (Sillica gel 60Merck) i ostavljena da rastvarasasvim ispari. U dve zasebne
kadice su sipane destilovana voda (5 ndl§ti 1-oktanol (5 ml) u koje su zatim uronjene
TLC plocice. Nakon Sto front rastvata (voda ili oktanol) dostigne visinu od oko 1 cm
od gornjeg kraja pkice, plaiice se vade i suSe pod strujom toplog vazduha, a zatim
smestaju u zatvorene staklene posude sa nekoliko kristala jodaodRaréJV lampa su
koris¢eni za detekciju. Oddene su Rf vrednosti svakog od kompleksa u 1-oktanolu i
vodi i izratunata je vrednost loglt, prema jednéni 1:

Rf :
logK,,, =log Rfo , Jednéina 1

w
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Rfp predstavlja odnos rastojanja (u cm) kojedpreompleks metala i front mobilne faze
(1-oktanol) na TLC pléici kada je mobilna faza 1-oktanol, dok je,Rfdnos rastojanja
(u cm) koje prée kompleks metala i front mobilne faze (voda) uwaju kada je
mobilna faza voda. Pozitivha vrednost lggKozna&ava lipofilne komplekse metala,
dok je negativha vrednost svojstvena hidrofilnimmipgdeksima. Odrdivanje vrednosti
logKow Omogutava kvantitativno pordenje kompleksa metala po lipofilnosti i stvaranje

korelacije izmdu lipofilnosti kompleksa i njihove interakcije spdzomima.

5.2. Hemoliza humanih eritrocita kompleksima metala

Eritrociti, odnosno crvena krvna zrnca su izolovamapune krvi zdravih
volontera prema Hofmanovom (Hoffman) protokditiUkratko, krv je uzorkovana u
plastine tube zapremine 5 ml sa dodatom EDTA. Puna kmafan centrifugirana (5
min, 1200 rpm=obrta po minutu) i nakon otklanjasgruma (supernatanta), crvena
krvna zrnca su isprana tri puta sa sveze pripramntjeizotontniim fizioloSkim
rastvorom (0,9 % NaCl). Iznde svakog ispiranja, eritrociti se centrifugiraju Hamin
na 1200 rpm. Nakon zadnjeg ispiranja, crvena kremea su razblaZzena fosfatnim
puferom (pH=7,4). Finalna koncentracija je atimea brojanjem krvniktelija pod
miskroskopom i iznosila je oko 5x3 @ritrocita/ml.

Hemoliza eritrocita u prisustvu radglih kompleksa metala je merena po
Hofmanovom protokolu, gde je osnovni princip kveattvno odrédivanje oslobdenog
hemoglobina zaéenog kiseonikomi'®Eritrociti su inkubirani sa rastvorima kompleksa
metala razliite koncentracije i za razite vremenske intervale na konstantnoj
temperaturi od 3. Negativnu kontrolu (0%) stinili eritrociti inkubirani sa fosfatnim
puferom pri istim uslovima, dok su eritrociti inkedni sa hladnom destilovanom
vodom bili pozitivha kontrola (100% lizirani erigihi). Nakon inkubacije, uzorci su
centrifugirani (5 min, 5000 rpm) i merena apsorljansupernatanta. Apsorbancija
uzoraka i pozitivne i negativne kontrole je merer@atalasnoj duzini od 541 nm na
UV/VIS spektrofotometrd.ambda 35 (Perkin EImer, SAD).
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Procenat hemolize je prémat prema jeddani 2, u kojoj svaka od vrednosti
predstavlja srednju dobijenu vrednost dobijenu mera vrednosti apsorbancije uzorka

u triplikatu.
hemoliza(%) = Aluzorak) = A(neg kontrola) x100% Jednaina 2.
A(poz.kontrola)
5.3. Lipidi

U eksperimentima su koti@neciste klase lipida$igma, Taufkirchen, Nem&ka
I Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, SAD), kao i lipidi izolovanieritrocita.

5.3.1. Izolovanje lipida iz humanih eritrocita

Lipidi iz eritrocita su izolovani iz pune krvi navd na&ina, prema metodi po
Folhu Folch)®**i po metodi prema Rouzu i Oklandéfti(Rose i Oklander). Obe
metode su dale ghn rezultat po pitanju interakcije lipida sa konkglena metala, ali se
drugom metodom sasvim uklanja zaostali pigmentratbeita. Za izolovanje eritrocita
kori&¢ena je procedura opisana u odeljku 5.2.

Izolovanije lipida iz eritrocita po Folhu podrazuraemeSanje 0,4 ml izolovanih
eritrocita sa 4,5 ml metanola. Nakon 30 min dodaj¢oS 3 ml hloroforma i inkubira uz
lagano meSanje joS 30 min. Uzorak se centrifugi®a niin naa 500xg i sakupi
supernatant. Supernatant se upari do suva, a lke&sgtmai lipidi se rastvore u Sto manjoj
zapremini sme$e metanol:hloroform (1:&uva na temperaturi - AT do upotrebe.

Po drugoj metodi, 1 ml izolovanih eritrocita seirbz grubim meSanjem
(vorteksiranjem) sa 1 ml hladne destilovane vodekdw 15 min dodaje se 11 ml
izopropanola i uzorak se meSa oko 1 sat. Nakon, tdgdaje se 7 ml hloroforma i
uzorak meSa joS oko sat vremena, pa centrifuginai®na 500xg. Supernatant se baci,

a donji sloj (hloroform) se razblazi tako da ukupaadnos rastvata bude
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hloroform:metanol (2:1). Uzorak se moZe i jednomras sa 0,05 M KCI (0,2%
zapremine).

U oba sldaja, izvedena su po dva tipa eksperimenata. Kakwitodni sastav
lipida sa kojima se testira interakcija kompleksatata bila Sto pribliznija sastavu u
¢elijskim membranama u prirodnim uslovima, najprazalovani lipidi iz eritrocita, pa
su dalje korigeni u eksperimentima. Matim, takate je testiran uticaj kompleksa
metala na lipide «elijskoj membrani eritrocita. To je izvedeno tako Se izolovani
eritrociti inkubiraju sa kompleksima metala na %7, variraj&i vreme inkubacije i
koncentraciju kompleksa u rangu @™ do 10®° M. Nakon inkubacije, lipidi su

izolovani prema opisanim procedurama i dalje amaz

5.4. Lipozomi (LUV)

Lipozomi su pripremljeni prema standardnoj procedia pripremu velikih

unilamelarnih vezikula (LUV§3#4

5.4.1. Rastvardi i priprema smesSe lipida

Pripremljeni su rastvori pufera i boje 6-karboksiftesceina Sigma-Aldrich).
Pufer se sastoji od 10 mM HEPES-a i 100 mM NaCl,stvoa boje je pripremljen u
koncentraciji 60 mM u istom puferu, sa kénam pH vrednosti 7,4. Pufer i 6-
karboksifluorescein moraju imati Sto pribliznijjuednost osmolarnosti, kako bi se u
odgovarajdim eksperimentima izbegao efekat "curenja” bojdippzoma u prisustvu
rastvora pufera. Stoga je prvo izmerena osmolamasstora 6-karboksifluoresceina, a
zatim su naknadno podeSevani osmolarnost i pH astdrufera. Osmolarnost rastvora
je merena pomm semi-mikro osmometraQES, Malezija), koji radi na principu
merenja razlike u tki mrznjenja rastvora razite osmolarnosti.

Sastav lipozoma je variran i pripremljeni lipozorau bili formirani od
pojedin&nih klasa lipida: POPC (1-palmitoil-2-oleah-glicero-3-fosfoholin ili PC
16:0/18:1); POPS (1-palmitoil-2-oleah-glicero-3-fosfoserin ili PS 16:0-18:1);
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meSavine POPC i POPS u odnosu 1:1; meSavine POPRS P holesterola u odnosu
2:2:1 i kompleksne meSavine ratiih klasa lipidaciji sastav odgovara sastavelijske
mebrane eritrocita. Poslednja smesSa je sadrzalacsldlase lipida: holesterol (29%),
fosfatidilholin (19%), fosfatidiletanolamin (19%3fingomijelin (19%), fosfatidilserin
(0.09%), fosfatidilinozitol (0.02%), lizofosfatidiblin (0.2%) i fosfatidnu kiselinu
(0.01%), pricemu je kon&an procentni sastav masnih kiselina bio: 16:0 (2728)0
(23%), 18:1 (20%), 18:2 (13%), 20:4 (14%) i 3% =date masne kiseline. Sve klase
lipida kori¥ene za pripremu lipozoma kupljene su od kompa&gaa (Taufkirchen,
Nemaka) i Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, SAD) d¢uvani kao rastvori
koncentracije 10 mg/ml gistom hloroformu na temperaturi -8G.

5.4.2. Priprema lipozoma

Alikvoti lipida u hloroformu su meSani u Zeljenordrosu u staklenom balonu
sa okruglim dnom, a zatim upareni do suva pod valam. Suvi ostatak, odnosno
lipidni film je zatim resuspendovan (5 min uz véte u odgovarajn] zapremini
HEPES pufera ili rastvora boje 6-karboksifluoreseei(za eksperimente “curenja”
lipozoma, koji¢e biti objaSnjeni u odeljku fluorescentne spektamsje (5.7.2.). U oba
razlicitih dijametara. Kako bi se rastvarainkorporirani u lipozome ravnomerno
rasporedili u lipozomima i formirali veliki unilanteni lipozomi, uvode se ciklusi
dehidratacije i rehidratacife® Lipozomi se podvrgavaju naglom zéilanju u ténom
azotu (rehidratacija) i topljenju u vodenom kupatia 36C (rehidratacija) u 10 ciklusa.
Formirani veliki unilamelarni lipozomi (LUV) varifa u velkini, pa se suspenzija pod
pritiskom propusta 10 puta kroz polikarbonantiefilsa porama veéine 100 nm, kroz
termostatirani ekstrudeL(PEX Biomembranes, Vankuver, Kanada).

Za ispitivanje interakcije kompleksa metala sa Zipmima u kojima je
inkorporiran pufer, potrebno je samo napraviti vast komplekse metala u istom
puferu i sa istom osmomolarrés i ispitivati interakciju metodama tankoslojne
hromatografije (TLC) i MALDI (laserska desorpcija jonizacija potpomognuta

matricom/matriksom) masene spektrometrije. Lipoz@aiinkorporiranom bojom se
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neposredno pre upotrebe u eksperimentima metodaoreficentne spektrometrije
moraju odvojiti od viSka rastvora boje koja nij&kamporirana. Odvajanje lipozoma sa
inkorporiranom bojom od ostatka boje u rastvoru e tehnikom hromatografije u
koloni punjenoj gelomSephadex G-50 (Sgma-Aldrich Chemie GmbH, Nemaka).
Mobilna faza je ranije opisan pripremljeni pufereisismomolarnosti. Suspenzija se u
koloni deli na dve frakcije, "brzu” frakciju sa gomima i drugu, "sporiju”, frakciju sa
bojom. Lipozomi se na kraju kolone skupljaju u kerei ukupna koncentracija
fosfolipida se moze odrediti kvantifikacijom foséou uzorku. Finalna koncentracija
lipozoma posle prolaska kroz ekstruder i kolonu 263 mM. Lipozomi sa
inkorporiranom fluorescentnom bojom mogu da sesterodmah u eksperimentu ili se
mogu ¢uvati na temperaturi 5-8C, ali se neposredno pred upotrebu moraju ponovo
propustiti kroz hromatografsku kolonu, jer inkorppana boja vremenom izlazi iz
lipozoma. Tehnika pienja brzine "curenja” fluorescentne boje iz lipozomod
uticajem razkitih agenasa moga je metodom fluorescentne spektrometrije, opisane
odelljku 5.7.

5.5. Tankoslojna hromatografija visokih performansi (HPTLC)

Za razdvajanje lipida u smeSi na zasebne klasdalipkao i za ispitivanje
interakcije izmédu zasebnih klasa lipida i kompleksa metala, Ken& je tehnika
tankoslojne hromatografije visokih performansi (HE}.**®

Uzorci (klase lipida inkubirane sa kompleksimasiéi fosfolipazom 4 smeSa
lipida) se nanose na @ige za tankoslojnu hromatografiju sa silika-geloth(BIPTLC,
Merck, Nemaka) i postavljaju uspravno u kadice sa mobilnom ofaz
(hloroform:etanol:voda:tetraetilamin u zapreminskoadnosu 30:35:7:36). Kada
mobilna faza dostigne visinu od otprilike 1 cm oofrgeg kraja ploice, plctica se
izvadi i sasvim osusi. Za vizuelizaciju se korisgirej (0,05 mg/ml primulin u 80%
acetonu). Nakon suSenja, frakcije se detektuju pgdlampom, a analiziraju ponéa
MALDI TOF masene spektrometrije. Metim, posebne pogodnosti predstavlja tehnika

spregnute HPTLC-MALDI koja omogava da se na piti za uzorke za masenu
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spektrometriju prethodno razdvoje uzorci tankosiajn hromatografijon!”#'® Ova
tehnika je kori&ena za razdvajanje klasa lipida izolovanih iz edita.

5.6. MALDI TOF masena spektrometrija

Skratenica MALDI-TOF MS potie od engleskog naziva za ovu tehniku:
Matrix-Assited Laser Desorption and lonization Mass Spectrometry Time Of Flight. U
bukvalnom prevodu, MALDI MS zra masena spektrometrija sa laserskom
desorpcijom i jonizacijom uz kodénje matrice, a TOF predstavlja vrstu masenog
analizatora, koji razdvaja jone na bazi vremendeperoz cev pod visokim naponom.
To je jedna od tehnika masene spektrometrije s&kgmé jonizacijom uzorka, Sto je
¢ini izuzetno pogodnom metodom za analizu biomolekao Sto su nukleinske
kiseline, proteini, peptidi, $eri, lipidi, ali i raznih drugih makromolekula. @sitoga,
metoda je veoma osetljiva, tolerantna na neorgasskeu bioloSkim uzorcima, ima
visoku rezoluciju, a priprema uzoraka i snimanjeksara je relativno jednostavno i
erO.219,220

Maseni spektri prezentovani u disertaciji su snimlj@a Autoflex (Bruker
Daltonics, Nema&ka) MALDI-TOF i Voyager Biospectrometry DE Pro workstation
(Per Septive Biosystems, Framingham, USA) MALDI-TOF masenom spektrometru u
pozitivnom i negativhom, reflektornom i linearnomodu. Oba spektrometra su
opremlljena pulsnim azotnim laserom (337 nm) ilkadiani su podeSavanjem signala
koji potice od protonovanog DHB adukta na odgovanajurednost (155.034 Da). Sve
matrice korisene za MALDI analizu kupliene su od kompanije Sightdrch
(Steinheim, Nemika).

5.6.1. Opsti principi MALDI TOF masene spektrometrije
Osnovna funkcija matrice ili matriksa jeste da apspe lasersko zeznje i da

posredno ,senzibilisano” potpomogne desorpcijunijaciju uzorka, sptavajuwi tako

defragmentaciju biomolekula direktnim laserskim ¢ergem. Matrica mora biti
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relativno male molekulske mase (lako isparljivd),opet dovoljno velike kako ne bi
isparila za vreme pripreme uzorka. Zbog relativrailmmasa i s obzirom na to da se
dodaju u velikom viSku u odnosu na uzorak, matdiag: veliki broj intenzivnih signala
u regionima malih masa, Sto treba imati u vidugmalizi malih molekula. Matrice su
uglavnom kiseline, pa su joni u MALDI masenom spekiglavhom protonski adukti
biomolekula. Hemijska struktura matrica je karakt&na po hromofori, aromaiom
prstenu ili konjugovanim dvostrukim vezama, Stoamoguwava da apsorbuju u ultra-
ljubi¢astoj (UV) ili infra-crvenoj (IR) oblasti elektrorgaentog zréenja. Obéno sadrze
polarne grupe i rastvorljive su u vodi.

Pri izboru matrice se mora voditi¢&ana da se signali koji pdti od same
matrice ne preklapaju sa signalima koji potod uzorka u masenom spektru. Matrica
mora da bude rastvorljiva u istim rastvanaa kao i uzorak, kako bi se postigla
homogena kokristalizacija i bolja reproducibilnostasenih spektara. Za analizu
pojedinih klasa molekula, postoji nekoliko odgoyaédh matrica koje se n&gke
upotrebljavaju i u tabeli 3 su date strukturne folen molekulske mase matrica koje su
upotrebljavane u izradi disertacije, kéasi rastvard, talasne duzine lasera za koje se
mogu upotrebljavati i njihova primena u disertaciji

Nanosenje uzorka i matrice varira od primene kakeeb postigla Sto bolja
kokristalizacija i homogenost matrice i uzorka, imet i reproducibilnost tehnike.
Primenjivane su tehnike premiksa (prethodno meSamrice i analita), ,send¥i
metoda (matrica, analit, matrica sa sukcesivninzaitim susenjem fenom) i tehnika pri
kojoj su matrica i analit meSani na samojgao Za svaku kombinaciju matrice i
uzorka, nain nanosenja se prethodno testira. Na primer, adizanlipida je najbolje
koristiti metod nanoSenja rastvora lipida nacploubrzano susenje, a zatim nanoSenje
matrice (DHB ili CHCA) sa ubrzanim suSenjem. &d&m, isti pristup u analizi proteina
daje nehomogene ko-kristale uzorka i matrice.

Za kvantitativnu analizu se pre nanoSenja n&iglp u smeSu analita i matrice
dodaje i mala kotina unutrasSnjeg standarda, a isparivanje uzorkgpaspesuje
susenjem u toploj vazdusnoj struji. Vazno je dacsdmatrice i uzorka bude takav da je
matrica u viSku (500-1000 puta u molskom odnoswyriaazvijanju eksperimentalne
metode se isprobavaju razli odnosi i prihvata onaj koji daje spektre najegl

kvaliteta.
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Uzorak se pod visokim vakuumom oawge laserom, pricemu prvenstveno
matrica u viSku apsorbuje energiju lasera i pref@sia uzorak, a zatim se zajedno
desorbuju i jonizuju. Mehanizam jonizacije i desuyjg uzorka i matrice nije sasvim
razjasnjen, pa se joS uvek ne zna da li se jon@deSava wvrstoj fazi pre desorpcije
ili u gasovitoj fazi. Joni analita i matrice sekona desorpcije ubrzavaju u elektitom
polju (20 kV) i promenom polariteta se mogu anahii samo pozitivni ili samo

negativni joni.

Tabela 3. Matrice za MALDI-TOF analizu molekula kot@nih u disertaciji sa punim
imenom, strukturnom formulom, molekulskom masom i izabranifinoen pripreme,

talasnom duzinom pri kojoj se koriste (masnim brojevima je @ talasna duZina na
kojoj su kori€eni) i molekulima zaciju se analizu koriste. ACN=acetonitril, TFA=

trifluorosir¢etna kiselina

Stultuima Masa _
Mafrica Naziv — 1ol Pripremma A Primena
11mla gm0
> Oy OH 05Mu | 337 Lapil,
Dpp | (inidksibenzjern 1 on N 355 complelesi
N . metanu 1
iselina ] metala
HO™ 0,1% TFA 266
0. _OH
N ' Fasicen Lipidi,
o-cijano-4- o
L':'# CN rastvoru 337 koroplelza
CHCA hidroksicimetna . 159,17
iseli L | 50% ACH 355 tretala
selina S
T 0,1% TFA
OH
3.5-dimetola-4- o Fasicen 337
hidroksicimetna | MC0 s rastvor u 30- ' _
SA o » 224,21 355 | Enzim PLA3
lselira Sirapinga [ HO 50% ACH
o OCH; 266
kisdina, 0.1% TFA

Ubrzani joni stizu do analizatora, koji je u &ju MALDI spektrometara négse TOF
(,time of flight) tipa, odnosno razdvaja jone nammvu vremena preleta. Joni Kkoji
stignu do analizatora imaju istu kingui energiju, st&enu ubrzavanjem u elekiriom
polju iste j&ine, a u analizatoru (visoki vakuum i bez elektag polja) imaju raztite
brzine kretanja. Svi joni prelaze isti put do détesr, pa se razdvajaju nha osnovu
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vremena koje je potrebno da gueanalizator. ,Vreme preleta® zavisi od odnosa oy
mase i naelektrisanja. Koégna su dva tipa detektora: reflektorni i lineaReflektorni

se razlikuje po dodatnom elektrostatbm reflektoru, kojim se joni skéa u
elektrkcnom polju i prelaze duzi put. Na osnhovu njihovogesknja, koriguje se
disperzija u kinetikoj energiji jona sa istim odnosom mase i naelsétija, a tako
poveavaju rezolucija i preciznost merenja. Reflektonmbd je pogodan za analizu
manjih molekula, kao i za snimanje izotopske disitije pojedinih jona, dok se
linearni detektor koristi za analizu molekula véliknasa. Intenziteti signala u masenom
spektru su proporcionalni broju jona oditeog odnosa mase i naelektrisanja, koji

stignu do detektora.

5.6.2. Analiza kompleksa metala

Svi kompleksi metala (slika 17) su analizirani wipignom reflektornom modu
uz odloZenu ekstrakciju. Koti8ne su matrice DHB i CHCASije su osobine i nan
pripreme prikazane u Tabeli 3. Kompleksi su anaizi jednostavnim nanoSenjem
rastvora kompleksa (0,5-048) i matrice (0,5-0,9ul) na MALDI plocicu i ubrzanim
suSenjem pod strujom toplog vazduha (fen). Probana sendw metoda, ali se
pokazalo da ova metoda u analizi kompleksa metada daje bolje rezultate.
Koncentracije kompleksa metala koje su analizirsme: rangu 186-10° M. VaZno je
naglasiti da je oba kompleksa rutenijuma, [R{&py),]Cl i [RuCly(en),]Cl, kao i
kompleks platine sa bipiridinskim ligandom [Ps®lpy)] bilo mogute analizirati i bez
upotrebe matrice. Naime, &eanije je pokazano da ovi kompleksi imaju svojstiza
apsorbuju lasersko zfanje, ili zbog aromatnog bipiridisnkog prstena ili zbog
elektronske konfiguracije kompleksa, pa je m&gw@analiza LDI pristupom (laserska
desorpcija i jonizacijaj?* U skladu sa tim, ovi kompleksi su se za analizu MAIDF
spektrometrijom, nakito u eksperimentima gde je ispitivana interaka@ga lipidima,
pripremali u niZoj koncentraciji (1Dili 10° M). U suprotnom, desorpcija i jonizacija
ovih kompleksa je bila toliko intenzivna, da nijgobmoguwe detektovati signale drugih

molekula u sistemu.
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5.6.3. Analiza lipida

Lipidi su izuzetno pogodni za analizu MALDI-TOF masen
spektrometrijonf?>?**Imaju male mase, jednostavnu fragmentaciju i posiekoliko
opStih pravila za analizu svake od klasa fosfolipida izradu disertacije koésni su
eritrocita i Zumanceta kokoSijeg jajeta i lipidiiz@lipidi) nastali kao reakcioni
proizvodi) i u svim sldajevima su kori@&ne matrice CHCA i DHB (tabela 3).
NanoSenje uzorka na giou podrazumeva nanoSenje sloja lipida sa ubrzanim
suSenjem, pa onda matrice sa ubrzanim suSenjenvird slutajevima se Koristi
reflektorni mod, ali u zavisnosti od toga koji ssfolipid analizira, bira se negativni ili
pozitivni mod detektora. Detekcija negativnih jorzavisi od osobina njegove
funkcionalne grupe. Fosfatidna kiselina je dva putegativno naelektrisana u
fizioloSkim uslovima, pa bi za njenu detekciju uzpivnom reflektornom modu
potrebno tri katjona, dva za neutralizaciju i jedan protonovanje. Logno je da se
takvi molekuli analiziraju u negativnom modu.

U masenom spektru prisutni su adukti lipida sa K', Na" u zavisnosti od
sredine, pufera koji se Kkoristi. Interakcija sa kbeksima metala je ispitivana
jednostavnim inkubiranjem kompleksa metala sa pogdim klasama lipida ili
smesom lipida iz eritrocita. Nakon ode:nog vremena inkubacije, smeSa je zajedno sa
matricom naneSena na picu za uzorke i snimana u reflektornom modu. Vezjea
kompleksa metala i fosfolipida rezultovalo bi ugdjivanju novog signala u masenom
spektru, koji ne pote od samog fosfolipida, samog kompleksa metataalirice.

Kvantifikacija lipida je mogéa dodavanjem unutrasnjeg standarda. UnutraSnji
standard moze biti lipid iste klase fosfolipida St blizim fizicko-hemijskim
osobinama kao i analit i sa razlikom u masi. Usdriji standard se uvek dodaje u istoj
koncentraciji u sve uzorke pre nanoSenja n&iglo Dodavanje unutrasSnjeg standarda
omoguwava da se signali koji péti od analita porede sa intenzitetom signala i
poznatom koncentracijom unutrasnjeg standarda. tadiz ove disertacije, za
kvantifikaciju lizolipida LPC 16:0 koji nastaju reejom hidrolize fosfolipida PC
16:0/18:1, kori&en je lizolipid LPC 14:0 kao unutrasnji standaretd@jna procedura je

opisana u odeljku 5.6.4.
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Komplikovane smeSe lipida je pre analize potrebemdoZiti na klase lipida i
napredak u tom smislu je magost da se simultano koriste tehnike tankoslojne
hromatografije i MALDI TOF masene spektrometrije. ifNa, dizajnirane su nove
plocice za MALDI analizu na kojima je moge razdvojiti komponente tanskoslojnom
hromatografijom, a =zatim na istu plou, preko razdvojenih frakcija dodati
odgovarajdu matricu i analizirati uzorak pordiw MALDI TOF masenog spektrometra.
Ova metoda je izuzetno korisna, jer se na ovénnabegava ekstrakcija svake od klasa
lipida posle hromatografije i frakcije se analipirdoez gubitka uzorka. U disertaciji je
kori&en prototip pldice za HPTLC-MALDI TOF analizu, préemu je plgica za
HPTLC posle razdvajanja lipida zalepljena na piptdALDI plocice i razdvojene

klase lipida su direktno analizirane.

5.6.4. Analiza fosfolipaze A

Rastvorenzima pankreasne fosfolipaze f&gma, Taufkirchen, Nem&a) je
pripremlien u Tris puferu (50mM TRIS, 100 mM NaCl, M CaCh, 5,4 mM
deoksiholat, pH=5) u koncentraciji 0,0125 mg/ml.tikost enzima po proiz\dau je
163 U/mg, pricemu je 1U definisan kao kélha enzima koja hidrolizuje gmol L-a-
fosfatidil-holina po minuti, pricemu nastaju lo-lizo-fosfatidil-holin i masna kiselina,
na pH=8 i na temperaturi 32. Enzim ima masu 14000 Da i sniman je u m/z rangu
10000-15000 Da. Kao matriks je kadmh rastvor sinapinske kiseline i prilikom
nanoSenja enzima i matrice na qlpuzorci su ostavljeni da kokristalizuju na sobnoj
temperaturi. Za tako visoke mase, kéeis je linearni detektor. Na ovajdia moze se
snimiti signalciste fosfolipaze A, ali se moze pratiti i promena u masenom spektru
prilikom dodavanja kompleksa metala. Kompleksi Heetu prethodno inkubirani sa
enzimom u razéiitim koncentracionim odnosima, a zatim su uzorcjedao sa
matricom nano$eni na MALDI piicu, kako je to ranije opisarfé?

Odralivanje aktivnosti fosfolipaze Aje moguée posredno, ptanjem potrosnje
supstrata (fosfolipid) ovog enzima ili stvaranjaqukta reakcije (lizolipid). U ovoj
disertaciji kori§eni su lipidi izolovani iz Zumanceta jajeta u komicaciji 10 mg/ml,

unutrasnji standard LPC 14:0 u koncentraciji 0,Zmig kompleksi platine i rutenijuma
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koncentracije 1 mM. Najpre su fosfolipidi inkubirasa enzimom tako da je varirana
koncentracija supstrata 0,312, 0,625, 1,250, 1,83325, 6,250) koncentracija
kompleksa metala (1mM, 0,1 mM i 0,01 mM) i vreme inkcie (30 s, 1 min, 5 min,
10 min i 30 min inkubacije). Reakcija je prekinutdodavanjem smeSe
hloroform:metanol (1:1 zapreminski odnos), ggmu se supstrat i produkti rastvorni u
organskom rastvata odvajaju od enzima rastvornog u vodi. Dodat jeitrasniji
standard i nakon grubog meSanja (vorteks) i cemgiidnja, odvojen je sloj sa
hloroformom (fosfolipidi i lizofosfolipidi) i upare do suva. Film sa lipidima je
resuspendovan u DHB matrici i ybje naneSeno na MALDI ptacu i nakon ubrzanog
susenja uzorak je analiziran u pozitivnom reflekton modu sa m/z rangom 400-1200.
Za kvantifikaciju su u obzir uzeti signali koji p&i od vodoninog i natrijumovog
adukta lizofosfolipida LPC 16:0 (m/z=496,3 i m/z&€;3 respektivno) koji predstavlja
produkt reakcije i signal od vod@mog i natrijumovog adukta unutraSnjeg standarda
LPC 14:0 (m/z=468,4 i m/z=490,3 respektivho). Karicgcija produkta je pretanata

na osnovu jedrine 3:

S (produkt)
c(produkt) = N xc(standard) Jedndina 3
N (standard)

S/N predstavlja odnos “signal/Sum” za svaku komptuneal istom masenom spektru.
Svaka od S/N vrednosti koéBnih u jedn&ini 3 predstavlja srednju vrednost iz

minimum 5 razkitih masenih spektara.

5.7. Fluorescentna spektrometrija

Metoda fluorescentne spektrometrije je u diseitdairiscena za ispitivanje
interakcije kompleksa platine i1 rutenijuma sa eramPLA, kao i za préenje
otpuStanja enkapsulirane fluorescentne boje, kailokresceina, iz lipozoma
razlicitog sastava pod uticajem istih kompleksa. Svi spaki snimani nalobin Yvon

Fluoromax 2 fluorescentnom spektrometridison, USA).
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5.7.1. Interakcija fosfolipaze A sa kompleksima metala

Enzim PLA u svojoj strukturi sadrzi jedan triptofan (Trp@mino kiselinu koja
omoguwava da se promene u strukturi PLAmogu pratiti fluorescentnom
spektrometrijom. Triptofan se nalazi na povrSinziera u nativnoj formi, izlozen
spoljasnjoj sredini® Ukoliko enzim promeni konformaciju, promena pol@Zza
triptofana uzrokuje promene u spektrima fluoresgerit®?*' Talasna duZina ekscitacije
ove amino-kiseline je 280 nm, a emisioni spekubfescencije su snimani u opsegu
300-500 nm, sa korakom od 1 nm.cBma zapremina enzima u kiveti je bila 1200 ml
(10 mM u PBS-u), a promene u spektrima fluoresgersti préene posle sukcesivnog
dodavanja 0, 5, 10, 20, 30, 40 i 50 ml svakog adeksa (1 mM u PBS-u).

5.7.2. Interakcija lipozoma sa kompleksima metala

Jedna od metoda za ispitivanje interakcije komgleksetala sa lipidima i
membranama, jeste metoda ¢aaja brzine isticanja fluorescentne bojéegkage®) iz
lipozoma pod uticajem kompleksa met&#%??° ,Curenje“ boje iz lipozoma se prati
preko povéanja intenziteta fluorescentne emisije na 517 ntm,a$nogdava da se
posredno prati stabilnost lipidnih membrana sa em®om, temeperaturom i u prisustvu
ispitivanih kompleksa metala. Procedura formirdigjazoma je detaljno opisana u delu
5.3.2. Formirani lipozomi se izotamim puferom razblaze 1000 puta i inkubiraju sa
kompleksima metala, tako da finalna koncentracipmpleksa bude 0,1 mM.
Fluorescentna boja, koja se koristi u eksperimeetekscituje na talasnoj duzini 488
nm, a intenzitet emisije na talasnoj duzini 513 jrsniman u kontinuitetu 2 sata.
Nakon 2 sata, u svaki od uzoraka se dodajgl Zbiton-a X-100 Ggma, Taufkirchen,
Nemaka) koji sasvim rasturi organizaciju lipozoma i ayué da sva boja izie
napolje. Intenzitet fluorescencije u tom trenutGwpget za 100%. ,,Curenje” lipozoma u
prisustvu kompleksa metala u procentima je @rarato za vreme od: 5, 10, 15, 20, 30,

60, 90 i 120 min i predstavljeno u zavisnosti ogmrena. Izré&unati su i uporéeni
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nagibi linearnih krivih, koji preddstavljaju brzinalestabilizacije ili naruSavanja

strukture lipozoma u prisustvu kompleksa metala.

5.8. Nuklearna magnetna rezonancija

Spektri nuklearne magnetne rezonancije su snimljen Bruker DRX600
spektrometruBruker, Rheinstetten, Nendka). Snimani su spektri samog enzima RLA
izotopski obelezenog lipida, smeSe enzima i liplday i spektri titracije kompleksima.
Pufer se priprema kao rastvor 50 mM Tris-a, 100 WRRCI i 5 mM CaCj, i pH
vrednost se podesi na 5. Koncentracija enzimaomigtuferu je bila 0,4 mM. Izotopski
obelezen lipid je dodecilfosfoholinsgl (Sgma, Taufkirchen, Nemika), gde su
vodonikovi atomi zamenjeni izotopom, deuterijumom[C3(CD,)1:0](O
)P(=0)OCDCD,N*(CDs)3). Koncentracija lipida je 83 mM, a koncentraciampleksa
je u rangu 0,1-1 mM. Prilikom pripreme uzoraka, ulapnu zapreminu od 500l
ispitivane smeSe, dodavano je 5p/SeSke vode, tako da je ukupan rastganaorka
zapravo 10% BO. ProtonskiH NMR spektri su snimljeni upotrebom WATERGATE
WS5 pulsne sekvené® za supresiju signala koji pati od vode (HO).

5.9. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis spektrofotometrija je koréena za pré&nje aktivnosti fosfolipaze Ai
uticaj kompleksa metala na aktivnost tog enzimaatko, za eksperimente u kojima se
ispitivala interakcija kompleksa i enzima, priprggna je serija rastvora PLA
inkubiranih sa kompleksima Pt(ll) u puferu PBS (pHB. Koncentracija enzima je bila
25 uM, dok je koncentracija dodavanog kompleksa vaiad 2,5 do 25QM. Spektri
su snimljeni posle najmanje 1 sata inkubacije €37 oblasti talasnih duzina 240-400
nm. Za eksperimente u kojima je ispitivana aktitnéssfolipaze A u prisustvu
kompleksa, kori&n je kolorimetrijski esej dobijen od proiziaga (Sgma Aldrich). U
ovom sli&aju, pufer je Tris (500 mM) sa dodatkom 10 mM Ga@H vrednosti 8,5.
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Supstrat je bio lecitin izolovan iz Zzumanceta kojegs jajeta, ¢ija je koncentracija
odreiena Stjuartovom metodom. Rastvor enzima priprenearprgd upotrebu kao
rastvor 0,01 mg/ml PLAu hladnoj dejonizovanoj vodi. Priprema se sergatvora
supstrata razlite koncentracije sa 1,5% deoksiholatom i pufer®modaje se enzim sa
CaCb u sve uzorke, osim za slepu probu. Posle 5 minasalikvote uzoraka i slepe
probe od 0,2 ml dodaju dodaje 1,5 ml etra (25%kotadlu), 0,2 ml hidroksilamina
(2M) i 0,2 ml NaOH (14%). Nakon inkubacije od 20mmia 25°C u sve uzorke i slepu
probu se dodaje po 0,3 ml raastvora HCI (3N) i Ee@D%) i snima intenzitet
apsorbancije na talasnoj duzini od 570 nm. Aktitreszima se fana tako Sto se od
apsorbancije uzoraka oduzme apsorbancija slepeesprofizlika podeli sa vremenom
inkubacije, nagibom standardne krive, masom enzjpoa ml reakcione smeSe,
konverzionim faktorom od 0,5 (lizolecitin koji nagt kao produkt reakcijéini pola
vrednosti apsorbancije na 570 nm) i konverzionikideom 0,8 (jer je molekulska masa
fosfolipida u zumancetu aproskimirana na 800 g/rkako bi se rezultat preveo u mg
jedinice). Aktivnost enzima je izrazena u jedini@atd/mg, pricemu jedna jedinica
(1U) katalizuje hidrolizu 1umol fosfatidil-holina do lizofosfatidil-holina i nsme

kiseline, po minuti, na pH=8,5 i na temperaturi@7
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji se odnosamtarakciju kompleksa platine
I rutenijuma sa lipidima, i to sa:
e pojedin&nim klasama lipida,
* smeSom klasa lipida,
» lipidima izolovanim iz eritrocita,
* lipozomima,
a zatim i na interakciju sa:
e eritrocitima i
» fosfolipazom A, enzimom koji je od zri@ja za metabolizam lipida u
¢elijskoj membrani i lipidnu signalizaciju koja jeed upalnih i
patoloskih procesa.

Supstrat za fosfolipazu Anije rastvoran u istoj sredini kao i enzim. Regkci
hidrolize fosfolipida se deSava na granici fazademe u kojoj je rastvoren enzim i
organske u kojoj je fosfolipid, supstrat reakcifktivnost fosfolipaze A zbog toga
moze biti modifikovana promenom organizacije fogfiola, koji u fizioloSkim uslovima
formiraju lipozome i membranske strukture, dok @a@lsdatkom deterdzenata rastvaraju
ili obrazuju micele. Jedinjenja koja &i na strukturu, zakrivljenost ili sastav membrane
ili organizaciju fosfolipida u membrani, ati na néin ili na brzinu vezivanja supstrata
za enzim i tako posredno modifikuju njenu aktivndsttog razloga je najpre ispitana
interakcija kompleksa metala sa rastvorenim fogidima (uz dodatak deterdzenta, koji
poveavaju dostupnost mesta za hidrolizu enzimu) u sme&ipojedinénim klasama
lipida, lipidima organizovanim u membrane i sa reditima. Nakon ispitivanja
interakcije fosfolipida sa kompleksima platine itemijuma, koje imaju za cilj da
iskljuce moguénost posredne inhibicije fosfolipaze, ispitano jezivanje istih
kompleksa za fosfolipazu A metodama MALDI-TOF masene spektrometrije,
fluorescentne spektrometrije i nuklearne magnetaenmancije.

Testirana je interakcija kompleksa: [Pi@hch)], [PtCly(bipy)], [PtClsy(en)],
[PtClx(en)], [RuClx(bipy)2]Cl, [RuCk(en),]Cl, ¢ija je struktura data na slici 17. Nijedan
od ovih kompleksa nije komercijalno dostupang e poklon istrazivéke grupe
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Hemijskog fakulteta Univerziteta u Kragujevcu. kime eksperimentima je, ndatim,
kao kontrola kori&na i cis-platina €is-DDP), odobrena od FDU kao terapeutik u

tretmanima razdiitih vrsta kancera.

6.1. Lipofilnost kompleksa

Lipofilnost kompleksa predstavlja prvu odrednicu iterakciji i afinitetu
pojedin&nih kompleksa prema lipidima, odnosno govori o oyibj rastvorljivosti,
transportu krozelijsku membranu pasivhom difuzijom, metabolizniarmakokinetici,
$to je nardito vazno u sintetisanju novih leko%d. Lipofilnost je odrdena kao
koeficijent raspodele kompleksa u sistemu rastarektanol/voda, kao Sto je to
opisano u odeljku 5.1.1. Rezultati (logk) su predstavljeni u tabeli 4. zajedno sa
odgovarajdim strukturnim formulama i molekulskim masama koeksla. Negativne
vrednosti logk,, su odlika hidrofilnin  kompleksa, dok su pozitivneregnosti
karakteristéne za hidrofobne (lipofilne komplekse); u tabelikdmpleksi su powani
od najhidrofilnijeg do najlipofilnijeg.

Najhidrofilniji medu kompleksima jeis-platina, koji za ligande ima dve amino
grupe i dva atoma hlora, dok je najlipofilniji kolegs Ru(lll) sa dvabipy liganda.
Moze se zakljati da su kompleksi platine i rutenijuma, koji sadrbipiridinski ligand
generalno lipofilniji od kompleksa sa etilendiankims ligandima i kompleksa koji za
ligande imaju amino grupe. Osim toga, kompleksidga bipy liganda ili sa dvaen
liganda su hidrofobniji od odgovargjh kompleksa sa jednirbipy ili en ligandom.
Medu ispitanim kompleksima, kompleksi rutenijuma sikgmali veu lipofilnost od
kompleksa platine. Miitim, razlog za to je najverovatnije karaktetist struktura
ovih kompleksa, koji uvek sadrze dva liganda, uasinna ispitivane komplekse platine
sa jednim ligandom. U tabeli nedostaju podaci zaekscis-PtCL(1,2-dach), ali se
po podacima iz literature i patenjem rezultata lipofilnosti, ovaj kompleks moze
svrstati u tabelu kao lipofilniji od kompleksa ®a ligandima, a hidrofilniji od

kompleksa shipy ligandima?*?

63



Tabela 4. Strukturne formule, molekulske mase kompleksa metala ritogavane vrednosti
njihovih particionih koeficijenata u sistemu oktanol/voda. Korkgilesu pordani od
najhidrofilnijeg (najmanja vrednost vrednost legiK do najlipofilnijeg (najvéa vrednost

logKow). Detaljna procedura eksperimenta je opisana u Eksperimentalnom delu) (5.

Kompleks

Strukturna formula

M/(g/mol)

logKom

Pt(NHs)Cl2

: I
HM\\H/C
HN/ M‘“u

3

300,05

-1.14

[PtClx(en)]

[,

326,09

-1.09

[RUCh(en),]C|

327,63

-0.60

[PtCla(bipy)]

493,08

-0.18

[RuCh(bipy)]Cl

519,8

0.86
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Iz podataka o lipofilnosti kompleksa se moze doretkljuiak o njihovoj
rastvorljivosti, permeabilnosti, distribuciji i teknosti, mgutim u ovoj disertaciji su
eksperimenti sa odidezanjem lipofilnosti posluzili kao parametar za lprénarno
poreienje kompleksa po njihovom afinitetu prema lipidima

Naime, vrednost logk, ne uzima u obzir druge fidiohemijske karakteristike
kompleksa, kao Sto su vé&ha kompleksa i njegovo naelektrisanje i mégygpromene
(npr. hidroliza) u fizioloSkim uslovima. Tale, u literaturi se mogu fiarazliiti
predlozZeni okviri u kojima treba da se nalazi lipufst neke komponente, kako bi ona
po svojim ADMET (adsorpcija, distribucija, metalmam, ekskrecija, tok&nost)
karakteristikama bila idealan kandidat za novi |IBkedlozeni okviri zavise od baze
podataka pojedinih istrazivkih grupa, vrste lekova koje se ispituju i od metéadje se
koriste za odrdivanje lipofilnosti tih komponenf® Uopsteno, smatra se da
komponente sa shim vrednostima lipofilnosti imaju slan mehanizam transporta u

éeliju.z332%

6.2. Hemoliza humanih eritrocita u prisustvu kompleksa

Crvena krvna zrnca sisara se u literat@sto koriste kao model za ispitivanje
farmakokinetike, transporta i citotoksbsti komponent>®> Hidrofilni kompleksi se
zbog svoje rastvorljivosti u polarnim rastvéraa slabije transportuju kroz lipidni
dvosloj, pa novosintetisani kompleksi platine ienijumacesto imaju lipofilne ligande.
Medutim, u tom sldaju se javlja problem sa slabom rastvorljiio®vih komponenti u
vodi i vetom destruktivnosti prema crvenim krvnim zrncima. ifNe, lipofilne
komponente, koje imaju ¢eafinitet prema lipidnom dvosloju, mogu da deslialpi
éelijsku membranu, Sto se meri stepenom heméffZ8’ Procedura izolovanja
eritrocita iz pune krvi i merenja hemolize u proiea je detaljno opisana u odeljku
5.2. Testiran je uticaj kompleksais-Pt(NHs).Cly, [PtCl(bipy)], [PtCl(en)],
[RuCly(bipy)2]Cl i [RuCly(en)]JCI na hemolizu eritrocita u zavisnosti od njihove
koncentracije, kao i vremena inkubiranja i dobijerultati su prikazani na slici 18.

Na slici 18 prikazani su rezultati hemolize emita u procentima liziranikelija

nakon 4 sata inkubacije u zavisnosti od koncengd@mpleksa (levo) i izdvojeni su
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rezultati hemolize posle 4 sata inkubacije sa kekgma pri najvisoj koncentraciji
(desno). Najvé efekat na hemolizu eritrocita imaju kompleksi emijuma,
[RuCly(en),]Cl i [RuCly(bipy).]Cl sa 7.05 % i 3.57 % liziranosti eritrocita nakérsata
inkubacije (koncentracija kompleksa 1 mM) u odnasukontrolu. Kompleksi platine,
pri istoj koncentraciji i za isto veme inkubacijmaju manji efekat na hemolizu.
[PtCly(en)] lizira 1.77 %, [PtCi(bipy)] lizira 0.79 % i cisplatina lizira samo 0.64 %
eritrocita vise nego kontrola (izot@ni pufer, pH=7,4). Ukoliko se prati zavisnost
hemolize od koncentracije kompleksa metala sa kogmeritrociti inkubirani (slika 18,
levo), lako je wudljiva korelacija izmjgu pove&anja koncentracije kompleksa
rutenijuma i véeg procenta hemolize. Osim za kompleks platinetigandiaminskim
ligandom, ne postoji jasha koncentraciona zavisrwsnolize eritrocita u séaju

inkubiranja eritrocita sa [Ptgbipy)] i cis-platinom.

8- 8
7.03

s T B [RuClien)]cl
° B B @ [RuClLibipy)]Cl
ok s e A [PHCl(en]]
4 4l : ¥ [PtClbipy)]
g iy ./—\/‘ a1 4 [HOZ(NH:‘)J
S o || 1.77
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Slika 18. Uticaj kompleksa [RuG(en),]Cl, [RuClx(bipy),]JCl, [PtClx(en)], [PtCly(bipy)] i

[PtCIy(NHs3),] na hemolizu eritrocita. Dijagram levo predstavlja hemoéigtrocita posle 4 sata
inkubacije u zavisnosti od koncentracije kompleksa, dok su na desh@gnadiu prikazani
rezultati hemolize (u procentima) nakon 4 sata inkubacije &&iSom koncentracijom

kompleksa (1 mM).

Poredéi rezultate uticaja kompleksa metala na hemoliatrogita i rezultate

dobijene za lipofilnost kompleksa, moze se zakljula postoji jasna korelacija izrie
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afiniteta kompleksa prema lipidima i njihovog ujecaa stabilnost membrane crvenih
krvnih zrnaca. Cis-platina, kao najhidrofilniji od testiranin komplek, pokazuje
najmaniji uticaj na destabilizaciju membrane odndsamolizu eritrocita. Kompleksi sa
dvaen ili bipy liganda, vée lipofilnosti imaju j&i efekat na destabilizaciju eritrocita,
$to je u skladu sa podacima u literafdfi?*® Medutim, kompleksi platine i rutenijuma
sa etilendiaminskim ligandom imaju oko dva putaivefekat na destabilizaciju
membrane eritrocita, nego kompleksi sa istim metalcentrom i bipiridinskim
ligandima, Sto nije u skladu sa njihovim eksperitabro odréenim lipofilnostima.
Ovakav rezultat implicira da u interakciji kompleksetala sa membranama eritrocita,
lipofilnost kompleksa ima vaznu ulogu, ali nije edjni parametar koji ue na
destabilizaciju eritrocita.

Pored gore navedenih rezultata, veoma je vaznigkiritazmotriti samu metodu
I njen uticaj na rezultate. Naime, procenat lizina@ritrocita se u ovoj metodi odhgje
posredno, merenjem apsorbancije osf@wg hemoglobina na talasnoj duzini
njegovog apsorcionog maksimuma. U tom smislu jenwadzeti u obzir i mogiu
interakciju i vezivanje kompleksa platine za henobgh, Sto bi moglo da dovede do
toga da su merene vrednosti apsorbancije i odgpvéarstepeni hemolize manji nego
$to je to zapravo staj.?*® Eksperiment u kojem je meren stepen hemolizeoeiitr
najblize odgovara prirodnim, fizioloSkim uslovima kojima ispitivana komponenta
interaguje s&elijama u organizmu nakon njene administracije.

Kompleksi platine i rutenijuma mogu da interagugulipidima ili sa proteinima
u celijskoj membrani eritrocita. Kako bi se ustanovitta li pri interakciji sa
kompleksima dolazi do promene sastava lipida u nmamleritrocita, lipidi su izolovani
iz tretiranih i netretiranih eritrocita i njihov s@av je ispitivan kombinacijom metoda
MALDI TOF MS i HPTLC.

6.2.1. Interakcija kompleksa sa smeSom lipida iz eritrocita
Kako bi se ispitao uticaj kompleksa metala iskljo na lipidni deo eritrocita,

najpre su lipidi izolovani iz membrane eritrocita,zatim inkubirani sa kompleksima

platine i rutenijuma sa bipiridinskim ligandima,jkeu pokazali najvé afinitet prema
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lipidima. Nakon inkubiranja, lipidi su najpre razgeni metodom HPTLC, analizirani
MALDI-TOF masenom spektrometrijom, a zatim su odwayti spektri upordeni.
Identifikacija signala iz masenih spektara prikalzama data je u tabeli 5. Pdeni su
maseni spektri lipida i lipida inkubiranih sa [P#®ipy)], po redosledu po kojem se
smesa razdvajala na HPTLC gilo.

Lipidi izolovani iz eritrocita predstavljaju slozersmesSu, koju je pre analize
MALDI-TOF spektrometrijom potrebno razdvojiti naasle. Naime, oddene klase
lipida u smeSi onemog@avaju detekciju i analizu ostalih klasa, kao Stos¢é ranije
eksperimentalno pokazafA®. Na Slici 19 je prikazan MALDI TOF maseni spektar
smese lipida izolovane iz eritrocita, snimljen wiggnom reflektornom modu. Maseni

spektar ovako slozene smesSe lipida ontaga detekciju samo nekoliko klasa lipida

istovremeno.
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Slika 19.MALDI TOF maseni spektar smeSe lipida izolovane iz eritaopo proceduri
detaljno opisanoj u odeliku 6.3.1. Spektar je snimljen u pozitivnomkteflEom modu uz
koris¢enje DHB matrice. Na masenom spektru se mozstiuda dominiraju adukti
fosfatidil-holina (m/z vrednosti u rangu 733-809), koji najverovatnijenmwtavaju analizu

drugih klasa lipida pristunih u smesi.
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lako se, bez prethodnog razdvajanja, ne moze mrecidrediti sastav smeSe, na
osnovu karakteristnih m/z regiona u kojima se javljaju signali u MALOOF
masenom spektru, mogu se identifikovati deree klase lipida*® U smesi su
najzastupljeniji adukti fosfatidil-holina (m/z vredsti u rangu 733-809), sfingomijelina
(m/z u rangu 702-750) i triacil-glicerola (m/z ungu 806-950), kao i neSto manje lizo-
fosfolipida (m/z u rangu 495-543). Ovakav vid amalise ne mozZe Koristiti za
kvantifikaciju pojedinih klasa lipida, niti za igpianje interakcije kompleksa metala i
smesSe lipida iz eritrocita, jer je magruida su joni i adukti nekih klasa lipida sasvim
ilidelimi¢no supresovani jonima fosfatidil-holina u istom lepe>*°

Razdvajanje smeSe lipida na pojedimaklase izvedeno je metodom tankoslojne
hromatografije visokih performansi, kako je to @me u odeljku 5.5. Rezultat

razdvajanja (HPTLC plica sa razdvojenim klasama lipida) je prikazan i@ 20.

Slika 20. HPTLC plcica sa razdvojenim klasama lipida iz smeSe lipida izolovane
eritrocita. Skréenice ozn&avaju sfingomijelin (SM), fosfatidil-holin (PC), fosfatidil4se (PS),
fosfatidil-inozitol (PI), fosfatidil-etanolamin (PE) i triacil-gkrol (TAG).

Tek pri razdvajanju smeSe lipida na klaseiava se klasa fosfatidil-serina, koja
se teSko detektuje u pozitivnom reflektronom modprisustvu drugih fosfolipida. Za
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prikazano razdvajanje klasa lipida pri zadatim ekspentalnim uslovima vazi pravilo
da lipidi sa duzim masno-kiselinskim ostatkom imegii afinitet prema mobilnoj fazi,
prelaze duzi put na HPTLC g@lioi i bolje se razdvajaju od lipida sa knam masno-
kiselinskim ostacim&** Ukoliko su prisutni u dovoljno visokoj koncentrfclizolipidi
takaie sporije putuju u odnosu na odgovaéajlipide i prelaze znatno manji put na
HPTLC plasici.?** Na Slici 20 je prikazana HPTLC glica, na kojoj, nakon razdvajanja
fosfolipida na klase nisu deni lizolipidi. Identifikacija razdvojenih klasapida je
potvidena MALDI-TOF masenom spektrometrijom. U ovom¢siu, HPTLC pldica je
zalepljena za specijalni prototip MALDI-TOF glce za kombinovanje HPTLC i
MALDI-TOF masene spektrometrije, obelezena su mestdasama lipidima, naneSena
je DHB matrica i direktno su bez ekstrakcije i glhiuzorka, analizirani spektri klasa
lipida. Za svaku od klasa lipida, menjani su usl®nimanja na MALDI-TOF
spektrometru (m/z opseg, ¢jpa lasera), radi bolje detekcije. Maseni spektri
pojedin&nih klasa lipida i asignacija odgovaréiju signala je data na Slici 21.

Matrica DHB daje vénu signala u masenom spektru do oko m/z =400jjpgrikazan
spektar matrice, odnosno, spektri su snimani ugapsmad m/z=400, poSto se najve
broj lipida od interesa nalazi u ovom regionu. Rombinovanju ove dve tehnike,
plocica koja se koristi nije izdubljena i ne postojenazna mesta ili bunardi za
uzorke. Meutim, ivice pla@ice su obelezene brojevima i slovima, pa je svak&lasa
lipida koje su razdvojene na HPTLC pid bila odreiena jednim slovom i brojem ili
nizom brojeva (dva ili tri broja ukoliko je razdweaje slabo).

Na taj n&in je omogdeno da se snimaju maseni spektri po zamisljengj lin
koja spaja razdvojene klase lipida, od mesta obealeg kao Start na HPTLC gloi do
linije fronta mobilne faze. MALDI-TOF maseni spekira Slici 21 su poxani po
redosledu idéi od paetka do kraja HPTLC place.

Ukoliko se analizira prva detektovana klasa lipidapl@ici i snime uzastopno
tri spektra duz detektovane vrste, moze se dokdaate u prvom spektru javljaju lipidi
sa kra&im masno-kiselinskim ostacima, a u drugom ééra masenom spektru lipidi sa
dwim masno-kiselinskim ostacima. Isti je &jii sa dve raztite klase lipida koje su
suviSe blizu jedna druge.lako se na HPTLC lione vidi da se dve klase preklapaju, u
masenom spektru se detektuju obe klase lipida. iaep, na slici 21 su u masenom
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spektru fosfatidil-inozitola detektovani i sign&bji poticu od lipida koji pripadaju klasi
fosfatidil-etanolamina.

[SM 16:0+H] [SM 24:1+H]" [SM 24:0+H]"
703,6 8137 8157
[SM 16:0+Na] . /[SM 24:0+Na]
837,7
7256 7626 7886

| L N TR
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Slika 21.MALDI-TOF maseni spektar HPTLC pice na kojoj je razdvojena smeSa lipida
izolovana iz eritrocita. Maseni spektri su ptaei po redosledu po kojem su snimanicidu
od paetka prema kraju ptace.

Medu masenim spektrima smesSe lipida i lipida inkubltasa kompleksima
nema véih razlika (slika 22). Identifikovane su iste kldggda kao i ranije, a neznatne
razlike u spektrima patu zbog neznatno druggeg razdvajanja lipida u prisustvu i bez

prisustva kompleksa.
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Slika 22. MALDI-TOF maseni spektri smeSe lipida i smeSe lipid&kulrirane sa

kompleksom [PtGlbipy)], koji su razdvajani pri istim uslovima na HPTLC ¢ild. Oznake

"start” i "stop” ozh&avaju smer kretanja klasa lipida hadbb
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U tabeli 5 je véina signala lipida identifikovana, osim dva koji ebelezeni
zvezdicom. Mdutim, zbog izotopske strukture i pdemja ovih signala sa signalima iz
masenog spektra kompleksa pdemo je da to nisu signali koji podti od kompleksa
metala ili potencijalnog adukta metala i lipida.j\éaovatnije je da ovi signali pripadaju
lizo-fofatidiletanolaminima, koji se na HPTLC gloi pojavljuju pre PI, a u uslovima

MALDI-TOF masene spektrometrije LPE mogu formiditnere?**242

Tabela 5.1dentitet signala lipida iz masenih spektara na slici 22.

m/z | ldentifikacija signala lipida na slici 22.
496,3 [LPC 16:0 + H]"

518,3 [LPC 16:0 + N&]*

524,4 [LPC 18:0 + H]"

544,3 [LPC 18:1 + N&]*

546,3 [LPC 18:0 + N&]* LPC
568,3 [LPC 22:6 + H]"

590,3 [LPC 22:6 + N&]*

606,3 [LPC 24:1 + H]*

612,4 [LPC 24:4 + H]*

675,1 [SM 14:0+ H]*

697,3 [SM 14:0 + N&]*

703.6 [SM 16:0+ H]*

725.9 [SM 16:0 + N&]* SM
813,7 [SM 24:1 + H]*

815,7 [SM 24:0 + H]*

837,7 [SM 24:0+ N&]*

758,6 [PC 16:0/18:2 + A"

760,6 [PC 16:0/18:1 + H*

762,6 [PC 16:0/18:0 + A"

780,6 [PC 16:0/18:2 + N§* e
782,6 [PC 16:0/18:1 + N§*

784,6 [PC 16:0/18:0 + N§*

790,6 [PC 18:0/18:0 + H*

812,6 [PC 18:0/18:0 + N§*

812,5 [PS 18:0/18:1 + H+ Na']*

834,5 [PS 18:0/18:1 + 2N PS
856,5 [PS 18:0/20:4 + 2N

880,5 [PS 18:0/22:6 + 2N

885,6 [Pl 18:0/18:2 + H + Na]*

911,6 [Pl 18:0/20:3 + H + Na]"

933,6 [Pl 18:0/20:3 + 2N§* PI
970,2 *

996,2 *

740,5 [PE 16:0/20:4 + F* PE
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762,5 [PE 16:0/20:4 + N§*

970,2 *

996,2 *

740,5 [PE 16:0/20:4 + H*

762,5 [PE 16:0/20:4 + N§* PE
790,5 [PE 18:0/20:4 + N§°

812,5 [PE 18:0/20:4 + 2N3"

6.2.2. Ispitivanje lipidnog sastava membrane eritrocita, pre i posle

inkubiranja sa kompleksima

Lipidi izolovani iz eritrocita koji su prethodno kobirani sa kompleksima
metala analizirani su na prethodno opisadima (odeljak 6.2.1.). U ovom siaju,
kompleksi metala mogu interagovati i sa drugim kormgntama u membrani eritrocita i
poreienja radi, na slici 23 data su tri masena spektrdal: izolovanih iz netretiranih

eritrocita i eritrocita prethodno inkubiranih sa@R(bipy)] i sa [RuCh(bipy),]Cl.

Kao i u prethodnom séaju, bez razdvajanja lipida po klasama metodom
tankoslojne hromatografije, nije moga doneti zakljgak o interakciji kompleksa
metala sa pojediaim klasama lipida. Na slici 23 se pdemjem masenih spektara
moze uditi da lipidi izolovani iz netretiranih eritrocita masenom spektru daju manji
broj signala slabog intenziteta u m/z regionu kemagticnom za lizolipide. S druge
strane, lipidi izolovani iz eritrocita inkubiraniba kompleksima metala, imaju manje
signala koji potiu od fosfolipida i povéan broj signala u regionu lizolipida. Ovakav
rezultat ukazuje na to da kompleksi metala intgagaa ¢elijskom membranom
eritrocita i da je jedan od rezultata te interakdigiranje fosfolipida. Méutim, nije
jasno da li je promena strukture fosfolipida pogladnterakcije kompleksa metala sa
proteinima ili fosfolipidima u c¢elijskoj membrani. Zbog nemo@uosti da se u
komplikovanoj smesSi lipida (slika 23) identifikugve klase lipida i da bi se iskgia
moguenost liziranja fosfolipida kao posledica interakdjompleksa platine i rutenijuma
sa drugim komponentama membrane, ili nekom kompgonekoja je ko-ekstrahovana
sa lipidima, u narednom delu disertacije komplefsi inkubirani sa pojedidaim

komercijalno dostupnim klasama fosfolipida, formira u lipozome.
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Slika 23. MALDI-TOF maseni spektar smeSe lipida izolovanih iznrmbeane netretiranih
eritrocita i eritrocita inkubiranih sa kompleksima [P{Bipy)] i [RuClx(bipy),]JCI na 37°C

tri sata pre ekstrakcije.

6.3. Interakcija kompleksa sa pojedin&nim klasama lipida

Svi kompleksi platine i rutenijuma su inkubirani getim, komercijalno
dostupnim klasama lipida, fosfatidil-holinom, fosfid-serinom, fosfatidil-
etanolaminom i sfingomijelinom. Cilj eksperimenta pio da se ustanovi da li

kompleksi platine i rutenijuma formiraju adukte ldasama lipida i da li ta interakcija
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moZze dovesti do njihovog liziranja. Uzorci su inkalni 2 sata, 24 sata i 48 sati, a zatim
analizirani MALDI TOF masenom spektrometrijom i kaslojnom hromatografijom.

U MALDI-TOF masenim spektrima inkubiranih klasaitlp sa kompleksima metala, ni
u jednom slagaju nisu detektovani novi signali, koji ne potiod samih lipida ili
kompleksa metala. Na slici 24 su prikazani i ugere MALDI TOF maseni spektri
samo jednog od kompleksa, [P#®ipy)] inkubiranog sa fosfatidil-holinom, fosfatid

serinom, fosfatidil-etanolaminom ili sfingomijelino

5121 6639 cl
‘ /CI

539,1 N/Tt\cl
of

760,6

4431

782,6

7225 L
i | 1 1

784,7

\pE 5121 663.9
539.1 125 25
4431
1L
7256
+ SM 5121 7036
4431 | 676,6

I | I | I | I
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Slika 24. MALDI-TOF maseni spektri samog kompleksa [R{Bipy)] i istog kompleksa
inkubiranog sa fosfatidil-holinom, fosfatidil-serinom, fosfatididueolaminom i

sfingomijelinom.
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Na prvom spektru na slici 24 (sam kompleksaw@ju se karakteristni spektri
za [PtCl(bipy)]. Tri najintenzivnija signala sa izrazenomotopskom strukturom
(karakteristtnom za komplekse metala) imaju m/z vrednosti 51@r@tonovani adukt
kompleksa i molekul vode), 530,1 (protonovani ackdtnpleksa i dva molekula vode) i
663,9 (protonovani adukt kompleksa sa 3 bipiridingigandaf*’U drugom spektru
(kompleks inkubiran sa fosfatidil-holinom) se ossignala koji potiu od protonovanog
i natrijumovog adukta PC 16:0/18:1 (m/z=760,6 i #7/&2,6 respektivno), @avaju i
signali kompleksa metala sa izotopskom strukturdm m/z=564,4 i m/z=722,1. lako
se ovi signali ne pojavljuju u prvom spektru sanmagnpleksa, oni ne p@ii od
direktne interakcije sa fosfatidil-holinom. Obarsada pripadaju aduktima platine sa tri
bipiridinska ligand&** Signali koji potéu od fosfatidil-serina na téem spektru sa
vrednostima m/z=784,7, m/z=806,8 i m/z=828,8 prgpad protonovanim i
natrijumovim aduktima: [PS 16:0/18:1+HNa’]’, [PS 16:0/18:1+2Nj" i [PS
18:0/20:1+H+Na']". U ¢etvrtom spektru (kompleks sa fosfatidil-etanolamiignali
na m/z=712,5 i m/z=734,5 pripadaju protonovanom atrijumovom aduktu PE
16:0/18:4, dok signali sa m/z=676,6, m/z=703,6 iz¥@25,6 na petom spektru
(kompleks inkubiran sa sfingomijelinom) pati od protonovanog adukta SM 14:0 i
protonovanog i natrijumovog adukta SM 16:0, respekt Nezavisno od vremena
inkubacije i opsega u kojem su snimani spektriy migéeni novi signali koji bi potical
od adukta kompleksa i neke od klasa lipidac¢eslirezultat je dobijen i pri inkubaciji
lipida sa drugim kompleksima. Klasa lipida za k@unajvise ¢ekivano dace graditi
adukte sa komplekisma je fosfatidil-serin, zbog giakla u literaturi o elektrostékioj
interakciji ovih komponenti. M#&utim, nepostojanje novih signala u prikazanim
masenim spektrima, ne iskfjuje ovu interakciju. Mogte je da su ovi adukti isuvise
nestabilni i ne mogu <ii do detektora. U skiaju isptivanja kompleksa metala sa
drugim klasama lipida, z®ajno je da nisu detektovane poéaae Kkoltine
odgovarajdih lizo-fosfolipida. Ostali kompleksi platine i rnijuma su dali sthe
rezultate. lako se ne moze sa siguénoskljuciti mogutnost da kompleksi formiraju
adukte sa fosfatidil-serinom (zbog slabe i reveléveze koju mozda nije moéel
detektovati MALDI-TOF masenom spektrometrijom), race zakljditi da kompleksi
metala ne podstu liziranje pojedinénih klasa lipida. Slaba interakcija zasnovana na

Van der Valsovim silama je josS jednom pdiena tankoslojnom hromatografijom, gde
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su svi korigeni kompleksi uticali na slabije razdvajanje ("kgfje” pojedingnih
klasa) smeseistih klasa lipida. Razlike u referentnim vrednostisu ipak minimalne i

nece biti predmet dalje diskusije u ovoj disertacgjia 25).

Sto

Start

0 1 2 3 4

Slika 25.HPTLC platica na kojoj je razdvajana smesa lipida (sfingomijelin SM 16:0, fodfati
holin PC 16:0/18:1, fosfatidil-serin PS 16:0/18:1 i fosfatidil-etanahkariRe16:0/16:0) bez
prisustva kompleksa metala (0) i prethodno inkubirana sa kosiplak{RuCj(bipy).]CI (1),
[PtCly(bipy)] (2), [PtCL(en)] (3) i Pt(NH):Cl> (4).

6.4. Interakcija kompleksa sa lipozomima razkitog sastava

U ovom delu disertacije, uticaj kompleksa platineutenijuma na stabilnost
membrane je ispitivan sa lipozomima kontrolisanagtava. Kao Sto je navedeno u
prethodnom delu, povod za ove eksperimente je lkaosd iskljd¢i mogucnost
destabilizacije membrane kompleksima metala zbtgrakcije sa drugim (nelipidnim)
komponentama u membrani eritrocita. Detaljna procedpripreme lipozoma i
koris¢ene metode je opisana u Eksperimentalnom delu).(3Jkratko, u lipozome

kontrolisanog sastava i véilne (100 nm) je inkorporirana fluorescentna bdj@ se
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brzina izlaska ("curenja”) iz lipozoma prati sagzbprisustva kompleksa metala. Efekat
kompleksa metala na stabilnost membrana je izragzamocentima, préemu je kao 100
% “curenja boje” ili destabilizacije lipozoma, uzéttenzitet fluorescencije posle
dodavanja deterzdenta Triton-X. Napravljeno je fjaépozoma sa raziitim lipidnim
sastavom: POPC; POPS; POPC + POPS; POPC + POPSestddol i od smeSe
najzastupljenijih klasa lipida dgelijskoj membrani eritrocita (odeljak 5.4.). Intéet
fluorescencije kontrole i lipozoma inkubiranih sBulCh(en)2]Cl, [RuClx(bipy),]ClI,
[PtCly(bipy)], 1 [PtCls(en)] je meren u kontinuitetu 120 min, a rezultatiirinja
eritrocita u procentima u zavisnosti od vremen@rskazani na slici 26. Po dva grafika
su prikazana za svaki sastav lizolipida iz objekhwazloga. Naime, uzorak kontrole je
sniman istovremeno sa uzorcima inkubiranim sa kekgina metala, a u
spektrofluorimetar ima mogunost za simultano snimanje 4 uzorka (lipozomi kolets
lipozomi sa tri razliita kompleksa). PoSto snimanje fluorescencije trhja sata, za
druga dva kompleksa se mora Kkoristiti nova kontirédako bi se iskljgio uticaj
vremena, odnosno spontanog curenja fluorescenjeazdlipozoma.

Nagla promena intenziteta fluorescencije (izazvaestabilizacijom lipozoma i
curenjem fluorescentne boje) u 120-om minutu jdquiisa dodavanja deterdzenta, koji
u potpunosti razori strukturu lipozoma.

Iz prikazanih rezultata, moze se zaé&ifjuda su lipozomi gréeni od POPC
relativno stabilni i testirani kompleksi metala jonaneznatan uticaj na stabilnost
lipozoma. Stabilnost lipozoma se drast menja nakon dodavanja POPS u sastav
lipozoma. U tom sléaju, uticaj kompleksa na njihovu stabilnost se fmya. Kompleks
metala koji se izdvaja po svom efektu na stabiltipsizoma je [RuClen),]CIl. Ovaj
sastavljenih iskljsivo od POPS: za 2 sata inkubacije sa POPS lipozamim
[RuCl(en),]Cl lizira c¢ak visSe od 50% lipozoma u odnosu na kontrolni uzora
Dodavanjem holesterola se fluidnost i destabiljzakbntrolnih lipozoma pov&ava i

efekat pojedinénih kompleksa je zanemarljiv.
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Slika 26.Zavisnost stepena destabilizacije lipozoma ili curenja inkangooei fluorescentne boje

(u %) od vremena za ragiie komplekse metala i ragii sastav lipozoma.
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U slwaju lipozoma sastavljenih od najzastupljenijih dgi u membrani
eritrocita, neSto W@ uticaj na stabilnost kompleksa ima [Pi®Ipy)]. Ukupno
naelektrisanje POPC kompleksa je neutralno i sléibaju kompleksa metala na
stabilnost POPC lipozoma se moZe objasniti santmsianterakcijom zasnovanom na
lipofilnosti ovih komponenti. U literaturi su objgeni slicni rezultati sa komplekse
cinka sa velikim lipofilnim ligandima, koji pokaauwjjaku asocijaciju sa cviterjonskim
membranama, karakteri&tim i za zdraveelije sisar&?®

Medutim, POPS je fosfolipid sa anjonskom polarnom gfav cekivana je jaa

interakcija katjona metala ili molekula sa POP®#ipmima*®

Pretpostavlja se da je
kompleks [RuCl(en),]Cl ispoljio najveii efekat na hemolizu eritrocita i destabilizaciju
POPS lipozoma zbog svog naelektrisanja i geome@y@ osobina je izuzetno korisna
u dizajniranju kompleksacija je uloga selektivno nekovalentno osldaaje
inkorporiranih komponenti iz lipozonf&® Smanjivanjem procenta POPS u lipozomima
se i efekat kompleksa na destabilizaciju lipozonrarguje. Povéavanjem procenta
holesterola u sastavu lipozoma i dodavanjem dridgisa lipida (nar&ito onih sa
nezastenim masnim kiselinama), polava se fluidnost i nestabilnost membrane, a
samim tim najizrazeniji efekat u tom &au imaju kompleksi sa bipiridinskim
ligandima, koji se najbolje rastvaraju u lipidiniez obzira na j@nu efekta kompleksa
metala na stabilnost lipozoma, interakcija se ugdav zasniva na slabim Van der
Valsovim silama i moze se uspostaviti korelacijalipafilnos¢u kompleksa, osim u
slitaju lipozoma gréenih od POPS, kada su ukigne i elektrostatke interakcije.
Ispitivanje interakcije kompleksa metala na staisinlipozoma i organizaciju
lipida u membrani je z@ajna zbog daljih eksperimenata u kojima se lipmlidte kao
supstrat za ispitivanje aktivnosti fosfolipazgiAspitivanje uticaja kompleksa metala na
aktivnost ovog enzima. Naime, spegiidbst ovog enzima je to Sto je on rastvoran u
vodi, dok je njegov supstrat (lipid) hidrofoban, pezina reakcije i katalitka ma
enzima zavisi od dostupne povrSine za reakciju.ofd smislu je vazno obezbediti
reproducibilne uslove i konstantnu reakcionu powrsorganizovanjem fosfolipida u
lipozome isklj@&ivanjem mogdnosti da kompleksi metaldiji se uticaj na enzim
ispituje, uttu na organizaciju lipida. Dakle, kao supstrat seeksperimentima
ispitivanja aktivnosti fosfolipaze u prisustvu kolejgsa metala mogu koristitliste
klase POPC i najverovatnije nekog drugog elektromaénog fosfolipida ili prirodne
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smeSe fosfolipida sa najien procentom elektroneutralnih (cviterjonskih) foigbida,
kao Sto je smeSa lipida izolovana iz zumanceta &igg® jajeta, koja se u nagem

procentu sastoji od lecitina.

6.5. Odralivanje aktivnosti fosfolipaze A i ispitivanje uticaja kompleksa na

aktivnost fosfolipaze A

Pre nego Sto je ispitan uticaj kompleksa prelanmgtala na aktivnost PLAbilo
je neophodno da se uspostavi odgova@ejmetoda u kojofe uslovi biti Sto je mogie
priblizniji fizioloSkim. Posto za analizu lipidaftolipida MALDI TOF MS-om nije
neophodna bilo kakva modifikacija supstrata iliipvoda, ova metoda je izabrana za
odrefivanje uticaja kompleksa na aktivhost enzima. Hgsaa A, kao Sto je vé
objasnjeno, katalizuje hidrolizu estarske vezesm& poziciji na glicerolnoj osnovi
fosfolipida, pri¢cemu se oslolia odgovarajéi lizo-fosfolipid i masna kiselina. Klasa
fosfolipida koja se koristi u eksperimentima jefé&amlil-holin, jer je u eksperimentima
opisanim u prethodnom delu, u kojima je ispitivanterakcija kompleksa metala i
lipida, pokazano da kompleksi metala neznatnduutia stabilnost ovih lipozoma (za
razliku od PS) i ne doprinose stvaranju lizo-faslitiolina, kada su inkubirani sastim
klasama fosfatidil-holina (za razliku od eritrogit® obzirom na to da se ovaj pristup ne
koristi rutinski za odréivanje kinettkih parametara enzimkih reakcija, bilo je prvo
neophodno ispitati moguosti upotrebe MALDI TOF MS u tu svrhu, Ste biti

opisano u narednom delu teze.

6.5.1. Odralivanje aktivnosti fosfolipaze A

Reakcija hidrolize estarske veze sm2 poziciji glicerolnog ostatka fosfolipida
katalizovana fosfolipazom Ase moZe pratiti posredno, merenjem koncentracije
fosfatidil-holina, koja se smanjuje sa vremenonkdncentracije lizo-fosfolipida, koja
se sa vremenom pot@va. Na slici 27 su prikazani MALDI TOF maseni sjpek
fosfatidil-holina PC 16:0/18:2 i PC 16:0/18:1 ink@mog sa fosfolipazom Ai sa
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dodatim unutrasnjim standardom, LPC 14:0. Priprezksperimenta i koncentracije
svake od komponenti je detaljno opisana u odeljBu5 u ovoj disertaciji.
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Slika 27. MALDI TOF maseni spektri fosfatidil-holina PC 16:0/18:2 i P15:0/18:1
inkubiranog sa fosfolipazom Al sa dodatim unutradnjim standardom, LPC 14:0. Signali na
m/z=758,6 i m/z=760,6 p&ti od protonovanih adukata PC 16:0/18:2 i PC 16:0/18:1, dok
signali na vrednostima m/z=780,6 i m/z=782,6 pripadaju natrijumovim adakivih lipida,
respektivno. Unutradnji standard LPC 14:0 daje signale istigmiiteta na m/z vrednostima
468,1 i 490,3. Produkt reakcije, LPC 16:0 (m/z=496,3 i m/z=518,3 za protono\atrijumov

adukt, respektivno) je ozten sivim pravougaonikom na svim spektrima.
Maseni spektri inkubacione smeSe su snimani nakod, ®, 15 i 60 min

reakcije. Supstrat u reakciji, PC 16:0/18:2 i PCO11B:1 daje signale na m/z=758,6 i
m/z=760,6 (protonovani adukti) i na m/z=780,6 i a¥&82,6 (natrijumovi adukti). Lako
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se u@ava da se intenzitet signala supstrata smanjuyeesaenom, tako da se posle 15
min reakcije mogu detektovati samo natrijumovi adlijgida, koji su intenzivniji, jer se
reakcija odvijala u puferu koji sadrzi Npne. No, svi adukti supstrata nestaju posle 60
min inkubacije sa enzimom. S druge strane, proizkeakcije, LPC 16:0, odnosno
intenzitet njegovih vodotinih i natrijumovih adukata (m/z=496,3 i m/z=518,3,
respektivno) raste sa vremenom i na slici 27 jendésme sivom bojom. Oddena
koli¢ina lizolipida se detektuje i u na samontgiiu reakcije (0 min), zbog oksidacije
komercijalnog fosfatidilholina, Sto se deSava witodlvanja fosfolipida sa nezésnim
masnokiselinskim ostacinfa> Unutradnji standard LPC 14:0 je u sve uzorke dodat
istoj koncentraciji i signali na m/z vrednostimad4bi 490,3 na izabranim spektrima na
Slici 27 su uvek istog intenziteta. Koncentracgafatidil-holina ili lizofosfatidilholina i
aktivnost fosfolipaze se preéwnava koristé podatke o koncentraciji unutrasnjeg
standarda i odnosa signal/Sum unutrasSnjeg standambeika (odeljak 5.6.4.).

Za odreivanje aktivnosti fosfolipaze se moze koristiti prena koncentracije

supstrata ili produkta reakcije sa vr.emenom.
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Slika 28.Krive zavisnosti odnosa intenzitet/Sum signala (S/N) natrijumovihatdukC
16:0/18:1 (m/z=782,57) i LPC 16:0 (m/z=518,32) od vremena inkubacije fosfatidil-holina sa
enzimom PLA.
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Na slici 28 su prikazane krive zavisnosti odnosnnitet/Sum signala koji
poticu od supstrata i proizvoda sa vremenom inkubaeijerzimom, mereni u odnosu
na dodati unutrasnji standard sa ucrtanim sredgjgskama.

Za ra&unanje aktivnosti fosfolipaze Apratena je promena koncentracije
proizvoda reakcije (lizofosfatidilholina) sa vrenoam. Prvi razlog za to jeste Sto signali
koji poti¢u od supstrata (fosfatidil-holin) nestaju u maserspektru vé nakon 15 min.
Osim toga, u budim eksperimentima, u kojimé se raunati uticaj kompleksa metala
na aktivnost fosfolipaze Ae vazno naglasiti da postoiji tip inhibicij&ji je mehanizam
takav da se posle vezivanja supstrata za enziragompg liziranja, produkt reakcije,
lizolipid, ne otpusta u sredirfd® Merei koli¢inu produkta, a ne supstrata sa vremenom
reakcije, izbegava se maogost da se ovaj vid inhibicije previdi. Pdemjem rezultata
na slici 28, moZe se izfanati odnos promene koncentracije supstrata i pneme
koncentracije produkta reakcije, Sto oméaya da se aktivnost enzima predstavi u
jedinicama koje liziraju oddenu koltinu supstrata po jedinici vremena i mg enzima.
Naime, nagibi krivih na Slici 28 u prvih 5 minut@akcije predstavljaju brzine stvaranja
produkta ili nestajanja supstrata sa vremenom. INag krivu povéanja S/N |
koncentracije LPC 16:0 je 0,3909, dok je apsolutrednost nagiba krive smanjenja
koncentracije PC 16:0/18:1 duploc¢eel iznosi 7,3695. Rezultat dobijen za maksimalnu
brzinu stvaranja produkta reakcije, LPC 16:0 u ystgu enzima PLA je
(5.3341.28)x10° M/min. Prer&unata maksimalana brzina nestajanja supstrata PC
16:0/18:1 je otud (10.62+55) x10° M/min, a aktivnost enzima je (8.492:04) U/mg.
1U je definisan kao kalina enzima koja hidrolizuje gmol PC 16:0/18:1 do LPC 16:0
i masnu kiselinu, po minuti, na pH=8 i temperafifi°C. Dobijena vrednost je mnogo
manja od vrednosti koju je dao proid& (163 U/mg), Sto govori o tome da je za
koris¢enje ove metode za samo ativanje aktivnosti enzima potrebno uvesti atinee
korekcije u r&unu, koje bi obuhvatale efekte kao Sto su: razlikgonizacionim i
desorpcionim karakteristikama supstrata, produkdakesije i unutrasnjeg standarda,
razliciti koeficijenti raspodele ovih komponenti prilikoekstrakcije iz reakcione smeSe;
razlicite brzine odvajanja od enzima i joS neki drugi.dMi&m, ova metoda ipak pruza
mogutnost za brzo potdenje uticaja razditih komponenti na aktivnost enzima, kao Sto

¢e to biti pokazano u sleéem odeljkue*#4
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6.5.2 Uticaj kompleksa [RuCh(bipy)2]Cl i [PtCI 4(bipy)] na aktivnost

fosfolipaze A

Jedina razlika eksperimenata u kojima se meri utkeoepleksa metala na
aktivnost fosfolipaze Au odnosu na prethodne eksperimente merenja aktivigste
dodavanje odgovarajih kompleksa u reakcionu smeSu. Shodno tome, u mmase
spektrima se simultano sa signalima supstratadykta pojavljuju i signali kompleksa

metala sa kojim se smesa inkubira (slika 29).
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Slika 29. MALDI TOF maseni spektri fosfatidil-holina PC 16:0/18:2 i P15:0/18:1
inkubiranog sa fosfolipazom,A sa dodatim unutrasnjim standardom, LPC 14:0 i kompleksima
[RuCly(bipy)2]CI (gornji maseni spektar) ili [Pt@bipy)] (donji maseni spektarpignali

na m/z=758,6 i m/z=760,6 poti od protonovanih adukata PC 16:0/18:2 i PC 16:0/18:1, dok
signali na vrednostima m/z=780,6 i m/z=782,6 pripadaju natrijumovim awakiivih lipida,
respektivno. Unutrasnji standard LPC 14:0 daje signale istiegditeta na m/z vrednostima
468,11 490,3, a produkt reakcije, LPC 16:0 signale na m/z=496,3 i m/z=td @ydtonovani i
natrijumov adukt, respektivno. Osmma grupa signala oko m/z=569,3 na gornjem masenom

spektru i m/z=498,6 na donjem masenom spektriéyotl adukata kompleksa.
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Kompleks rutenijuma [RuCl(bipy),]JCl se karakteriSe grupom signala u
masenom spektru na slici 29 (gornji maseni spektapsegu m/z vrednosti od 565 do
573, sa najintenzivnijim signalom na m/z=569,3. garsignala je posledica relativhe
prirodne izotopske zastupljenosti izotopa rutengum jedinjenju od®®Ru do *Ru.
Najintenzivniji signal potie od adukta originalnog kompleksa, koji je u vodesmedini
zamenio dva hloridna liganda jednim bipiridinskigehdom?* Kako ovi, tako ni drugi
signali kompleksa rutenijuma ne ometaju detekcikvantitativnhu analizu lizolipida.
Medutim, grupa signala koja po& od kompleksa platine, [Pubipy)], koja se javlja u
m/z opsegu 494-498 se sasvim preklapa sa signaRth16:0 na m/z=496,3. To je joS
jedan od razloga zaSto se u alivanju aktivnosti fosfolipaze Ai uticaja kompleksa
metala na njenu aktinvost uzimaju u obzir samoijoatovi adukti LPC 16:0. U ovom
sluiaju, to je signal sa vrednagm/z=518,3. Pomenuta grupa signala koja intedes&
LPC 16:0 na slici 29 (donji maseni spektar) gotdd natrijumovog adukta kompleksa
platine, koji je prethodno zamenio jedan neutraimlekul HCI molekulom KO.

Detaljni opis masenih spektara ovih prelaznih nagildat u literaturf®*?*
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Slika 30. Vrednosti Km (A i C) i Vmax (B i D) za enzimsku aktinvosisfolipaze A u
prisustvu kompleksa [Ru&bipy),]Cl (A—B) and [PtCl(bipy)] (C-D).
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Oba kompleksa metala ziggno smanjuju aktivnost fosfolipaze, Akoji je iz

dobijenih masenih spektara iZwewat po ranije opisanoj proceduri. Dodavanje
kompleksa rutenijuma u inkubacionu smesu u konaeijitod 0,625 x13 M smanjuje
vrednost Km fosfolipaze do 50% ¢&ine vrednosti, a pri 100 putaceg¢ koncentraciji
smanjuje Km do oko samo 10%datne vrednosti. S druge strane, kompleks platine pr
istim koncentracijama smanjuje Km vrednost do 6030% pdetne vrednosti (slika
30). Oba kompleksa «ti i na smanjenje vrednosti Vmax. Rezultati aktithos

fosfolipaze A sa i bez prisustva kompleksa su prikazani tabelé@abela 6).

Tabela 6. Aktivnost i parametri aktivnosti fosfolipaze,Asa i bez prisustva kompleksa
[PtCly(bipy)] i [RuCly(bipy),]Cl

¢ kompleksa Vmax Vmax Akt. enzima

(M) (M(LPC)/min) (M(PC)/min) (U/mg)
PLA, 0,000 (5,33%4,28)-1C | (10,61+,55)-1C | (8,49+2,04)
: 0,625-10 (1,5040,44)-1F | (2,994,80)-1C | (2,3940,64)
[PLCl(bipy)] 0,625-10 (0,424©,11)-10 | (0,844,22)-1C¢ | (0,674,18)
: 0,625-10 (2,5040,60)-1F | (4,98+1,20)-1C | (3,9840,96)
[RUCT(bipy):ICl 0,625-10 (0,3249,08)-10 | (0,644,16)-1C0 | (0,5140,13)

Kako bi se utvrdio tip inhibicije, konstruisani sajnviver-Burkovi dijagrami
(Lineweaver-Burk), na osnovu kojih je zaklieno da ispitivani kompleksi ispoljavaju
akompetetivni vid inhibicije enzim&® To zn&i da kompleksi metala uglavnom
interaguju sa kompleksom enzim-supstrat i na t&nnanemogdavaju otpustanje i
detekciju slobodnog produkta, lizolipida.

Na slcan n&in dokazan je inhibitorni efekat kompleksas-platine i
[PtCly(dach)] na aktivnost pankreasne fosfolipaze.’A’ Osim toga, izvedeni su
eksperimenti merenja aktivnosti fosfolipaze metodom UV/Vis spektrofotometrije,
medutim dobijeni rezultati za aktivhost samog enzirmaveoma male i ova metoda ne
moze biti korigena za odiéivanje uticaja kompleksa metala na aktivnost fopéade

Ao
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6.6. Ispitivanje vezivanja kompleksa za enzim fosfolipazu A

U prethodnom delu je pokazano da kompleksi rutemsjui platine sa
bipiridinskim ligandima, [RuGlbipy),]Cl i [PtCls(bipy)] inhibiraju enzim fosfolipazu
A,. Naime, metodom MALDI-TOF masene spektrometriddeno je da se u prisustvu
ovih kompleksa formira i detektuje manja Kota reakcionog proizvoda-lizolipida u
odnosu na enzim pri istim uslovima, ali bez prisgaskompleksa. Interakcija oba
kompleksa sa lipidima i lizolipidima nije detektamaa Obzirom da fosfolipazayAleluje
na granici faza lipid-vodena sredina, smatra skildakoji proces koji ometa dostupnost
lipida (supstrata) enzimu d& na merenu aktivnost fosfolipaze. Ao je i razlog zbog
koga je interakcija kompleksa sa lipidima detaljspitana, jer je poznato da neke
supstance inhibiraju fosfolipazu A menjanjem naelektrisanja ili organizacije
supstratd ®2*! U ovom delu, hie ispitano da |li se kompleksi metala vezuju za
fosfolipazu A, ako se vezuju, na koji tia i da li to vezivanje i kako ute na promenu
konformacije ili aktivnosti enzima. Kokgne su tehnike MALDI-TOF masene

spektrometrije, fluorescentne spektrometrije i Bakho-magnetne rezonancije.

6.6.1. Ispitivanje vezivanja kompleksa za enzim MALDI-TOF masenom

spektrometrijom

"Meke” metode masene spektrometrije, koje omagaju detekciju
nefragmentovanih  biomolekula,cesto omogéavaju ispitivanje vezivanja tih
biomolekula sa drugim molekulima. Vezivanje se paije novim signalima u
masenom spektru sa m/z vrednostimg@imeod m/z vrednosti karakterigtim za
biomolekul koji se ispitujé®??>® Enzim fosfolipaza A je inkubiran najpre sa
kompleksima za koje je prethodno pateno da imaju inhibitorno dejstvo na enzim,
[RuCly(bipy)2]Cl, [PtCly(bipy)]. Maseni spektri fosfolipaze Aposle 4h inkubiranja sa
ovim kompleksima su prikazani na slici 31. Svi mmasspektri su snimljeni uz
koris¢enje matrice SA (sinapinska kiselina). Komercijalrabavljen enzim, sekretorna
fosfolipaza A iz pankreasa divlje svinje, ima molekulsku tezod oko 13,9 kDa,

odreienu od strane proizdeca.
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Slika 31. MALDI-TOF maseni spektri fosfolipaze ;A fosfolipaze A inkubirane 4 sata sa

kompleksima [PtCly(bipy)] i [RuCl,(bipy)s]Cl. Pojava novih signala saéien m/z vrednostima

je indikacija za stvaranje adukata fosfolipazesA kompleksima.

U MALDI-TOF masenom spektru u linearnom modu, enaen detektuje po

najintenzivnijem signalu na m/z=13859. Signal naz+tA055 potie od izoenzima

fosfolipaze A. Naime, u literaturi se navodi da pankreasna fipsfpa sadrzi dva

izozoma,a-izoenzim molekulske mase 14000 Df-izoenzimom,cija je molekulska

masa za oko 5% va?® Osim toga, u masenom spektru enzimagaueju se

karakteristéni signali na m/z=11597 i m/z=11804, koji nisu itdBkovani. Nakon

inkubiranja enzima sa kompleksima [Pi®Gipy)] i [RuCly(bipy),]Cl, m/z vrednosti
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signala karakteristnih za fosfolipazu se menjaju za oko 130 i 110pe&tvno. Osim
toga, u oba spektra se pojavljuju novi signaliupa@esto dva signala karakterésta za
enzim, pojavijuje se i t@ signal, m/z=14411 za [Pt&gbipy)] i m/z= 14381 za
[RuCly(bipy).]CIl. Standardna devijacija navedenih m/z vredndztiosi oko 0,3%
ukupne mase enzima, Sto Znda razlika u m/z vrednostima dva uzastopna spektr
samog enzima moze da bude iAtn/z=40.Linearni detektor i generalno MALDI-TOF
masena spektrometrija imaju manju rezoluciju kadargliziraju molekuli velikih masa
nego kada se snimaju molekuli male mase i korisfiektorni mod. Standardna
devijacija signala u uzastopnim masenim spektrimhaim/z=40 (oko 0,3% vrednosti
molekulske mase enzima) je suviSe velika da bi ee/rrgilo vezivanje platine,
rutenijuma ili liganda za enzim ili utvrdio odnowilo komponenti u novonastalom
kompleksu. Naime, standardna devijacija predstaddja oko 25% atomske mase
platine, 50% atomske mase rutenijuma ili oko 3épk liganda.

Sliéni rezultati su dobijeni i pri inkubiranju fosfobge A sa drugim
kompleksima metala. Maseni spektri fosfolipazesAme i inkubirane sa kompleksima
[PtClx(en)], [RuClx(en),]Cl, [PtClL(dach)] i cis-PtCh(NHy), prikazani su na slici 32.
Analizirajuéi masene spektre na slici 32 zapaza se pojava n{iveigg) signala u
slicaju kada je PLA inkubirana sa kompleksima [P#(n)], [RuCl(en);]Cl i cis-
PtCh(NH,), (m/z=14297, m/z=14333 i m/z= 14209, respektivad)ne i kada je enzim
inkubiran sa kompleksom [Pt{dlach)]. Ako se uporede maseni spektri fosfolipaze A
inkubirane sa kompleksimas-PtCh(NH,). i [PtCl(dach)], koji takode inhibiraju ovaj
enzim, udava se razlika u masenim spektrima koja je objasnjazI€itim strukturnim
karakteristikama komplek$4’ Ukratko, smatra se da posto oba kompleksa iméiju is
metalni centar, Pt(ll) i dva ista liganda (Cl), Ifka u njihovoj interakciji sa enzimom
potice zbog razlike u sternim efektima bidentatragh liganda. Médutim, s obzirom
da se iste promene javljaju i kod kompleksa sa glomm, bidentatninbipy ligandima,
objasnjenje mehanizma interakcije zahteva detaljispitivanja. Zapaza se pomeranje
signala koji potie od PLA prema véim m/z vrednostima prilikom inkubiranja enzima
sa [RuC}(en),]Cl i prema manjim m/z vrednostima, kada je enzitkubiran sacis-
PtCh(NH,), (slika 32) Ovaj rezultat se ne objasSnjava kao posledica iktgea
kompleksa metala i enzima, jer se i maksimumi dgna uzastopno snimljenim

masenim spektrima samog enzima razlikujuseaz=40, Sto unosi dodatne probleme u
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identifikaciji adukata enzima i kompleksa metal@ak®, uzima se u obzir samo pojava
signala sa novim, viSim m/z vrednostima. Na slikaBiai 32 su, radi podenja

pomeranja signala, crvenom linijjom na svim speldrimbeleZzene m/z vrednosti prvog u

grupi signala neinkubirane fosfolipaze. A
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Slika 32. MALDI-TOF maseni spektri fosfolipaze ;A fosfolipaze A inkubirane 4 sata sa
kompleksima[PtCly(en)], [RuClx(en),]Cl, [PtCl(dach)] i cis-PtCh(NH,),.
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6.6.2. Ispitivanje vezivanja [PtCh(bipy)] i [RuCl »(bipy),]Cl za enzim u
prisustvu supstrata-fosfolipida

Na osnovu analize kinekih parametara (odeljak 6.5.1.), dokazano je da
kompleksi [PtCi(bipy)] i [RuClx(bipy)2]Cl inhibiraju enzim PLA i da je mehanizam
inhibicije akompetetivan (smanjivanje Vmax i Km)oidpetetivni inhibitori se vezuju
za aktivno mesto na enzimu i tako umanjuju verasatrnvezivanja supstrata za enzim
(smanjivanje Km). Nekompetetivni inhibitori se v@zza mesto na enzimu nezavisno
od toga da li je on slobodan ili se supstrat vezao, menjajti konformaciju enzima i
inhibirajui katalizu (smanjivanje Vmax). Akompetetivni inhibii se vezuju za enzim-
supstrat kompleks, stvardju neaktivni kompleks enzim-supstrat-inhibitor. Ta b
zn&ilo da bi kompleksi [PtGlbipy)] i [RuCly(bipy).]Cl trebalo da pokazu {a
vezivanje za PLA u prisustvu supstrata, poSto se tek nakon veavaupstrata
otvara/formira mesto za interakciju sa inhibitordtako bi se to proverilo, snimljeni su
maseni spektri fosfolipaze,Afosfolipaze A inkubirane sa supstratom (PC 16:0/18:1)
fosfolipaze A inkubirane sa supstratom (PC 16:0/18:kpmpleksima [PtClbipy)] i
[RuCly(bipy)2]Cl. Svi maseni spektri su snimljeni pod istim wgipa i uporg@eni su na
slici 33. Maseni spektar same fosfolipazgjé crne boje, dok je spektar fosfolipaze A
inkubirane sa supstratom (PC 16:0/1&Igve boje. Ova dva masena spektra gotovo i
da se ne razlikuju iako inhibiranje aktivnosti PLékazuje na to da postoji interakcija.
Razlog za izostanak ovog signala u masenom spg&trmajverovatnije to Sto je
spomenuto vezivanje samo prolazno i nedovoljno ilsiabda bi se detektovalo
koriscenom metodom. Ovdinjenicu treba imati u vidu i pri analizi ostaliigsala,
odnosno nepostojanj&ekivanog signala u masenom spektru ne igkjgi moguénost
stvaranja veze iznde dve komponente. Na slici 33 su prikazani masqakisi
fosfolipaze A inkubirane sa odgovardgun kompleksom nakon dodavanja supstrata,
prikazani crvenom bojom. U slaju kompleksa [PtG{bipy)], mogu se detektovati i
novi signali, koji nisu bili detektovani kada je rkpleks inkubiran sa enzimom bez
supstrata (slika 31). U odnosu na signale kojetpait enzima i enzima inkubiranog sa
supstratom, interakcija sa kompleksom ima za paslegojavu novih signala na m/z=
4174, m/z= 14370, m/z= 14540 i m/z= 14732. Ovaleauitat nedvosmisleno ukazuje

na to da kompleks [Pt&bipy)] interaguje sa slobodnim enzimom, ali je ovarakeija
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jaca, kada je supstrat vezan za enzim. ObjaSnjenjauléihjenici da kada se supstrat

veze za enzim, enzim menja svoju konformaciju. Klake platine intenzivnije

interaguje sa enzimom u konformaciji kada je s#bste& vezan najverovatnije jer pri

promeni konformacije enzima, potencijalna mestaeavanje metala (amino-kiseline

bogate atomom sumpora) postaju dostupnija za kdguasa kompleksom, kao Sto je

ve¢ napomenuto u prethodnom delu.
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Slika 33. MALDI-TOF maseni spektri fosfolipaze sA(crno), fosfolipaze A inkubirane sa

supstratom (PC 16:0/18:1) (plavo) i fosfolipazgikubirane sa supstratom i sa kompleksima
[PtCly(bipy)] (gore, crveno) i [RuG(bipy).]Cl (dole, crveno). Pojava novih signala u masenom
spektru crvene boje ukazuje na interakciju enzima sa kompleksima.
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Interakcija kompleksa rutenijuma ([RuQlipy).]JCl) sa enzimom je takie
intenzivnija u sldaju kada je supstrat ¥&vezan za enzim. Moglo bi se¢rela se ovaj
kompleks veZe za enzim u obe konformacije, alffijgitat prema aktvnoj konformaciji
nesto véi. Snimljeni su i maseni spektri fosfolipaze, Mkubirane sa svim ostalim
kompleksima ([PtGlen)], [PtCly(en)] [RuClx(en),]Cl, [PtCly(dach)] i cis-PtChL(NH>)2)
sa i bez supstrata, agim nijedan od kompleksa nije ispoljio dréga interakciju sa
enzimom u prisustvu supstrata u odnosu na enzinsipestrata (spektri nisu prikazani).

Prethodno je dokazano da kompleksi metala ne mugrasa lipidima, ne
stvaraju adukte sa klasama lipida ili su veze m&béne i slabe, slabo uiu na strukturu
I organizaciju lipozoma formiranih od cviterjonskipida (odeljci 6.3 i 6.4), pa se moze
re¢i da interakcija ispoljena na slici 33 pai od vezivanja kompleksa za enzim u
odreienoj konformaciji. Zakljgeno je da oba kompleksa, [Pi®ipy)] i
[RuCly(bipy),]Cl, interaguju sa enzimom u slobodnoj formi, ad ¢ ta interakcija
mnogo j&a kada je enzim u konformaciji u kojoj je vezarupstrat. Efekat je mnogo
izrazeniji kod kompleksa [Ptgtbipy)], pa su urdeni dodatni eksperimenti, gde je

ispitana interakcija kompleksa sa enzimom fluorestan spektroskopijom.

6.6.3. Ispitivanje vezivanja kompleksa za enzim metodom fluorescergn

spektroskopije

Metoda fluorescentne spektroskopije oméaya da se na osnovu promena u
spektrima fluorescentne emisije jednog triptofares enzimu, zakljei o promeni
konformacije tog enzima i vezivanju kompleksa zaimrf>’ Snimani su spektri
fluorescencije fosfolipaze Akoje emituje pobdeni triptofan uz titraciju kompleksima
[PtCly(bipy)] 1 [RuCly(bipy).]Cl. Titracija kompleksom [PtG{bipy)], kao i
kompleksima [PtGlen)], [PtCls(en)] [RuCly(en),]Cl, [PtClx(dach)] i cis-PtCh(NH.).je
neznatno smanijila intenzitet fluorescencije nastadg duzini fluorescentne emisije
triptofana i efekat se pripisuje razblazenju uzorkéedutim, titracija kompleksom
[RuCly(bipy)2]CI je za nekoliko redova velne smanjivala itenzitet fluorescencije, u
zavisnosti od ukupne dodate kahie. Na slici 34 su prikazani fluorescentni spektri

fosfolipaze A sa dodatim kompleksom [Rufipy).]Cl u razliitim koncentracijama.
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Intenzitet fluorescencije triptofana se smanjujeazererno povanju ukupne

koncentracije dodatog kompleksa.
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Slika 34. Spektri fluorescencije fosfolipaze,Aitrovane kompleksom [Rué&bipy),]Cl, ¢ija je
ukupna koncentracija u uzorku: ap®l, b) 5uM, ¢) 10uM, d) 20uM, €) 30uM, f) 40 uM i g)
50 uM.

Ovakav rezultat se objasnjava stitim ili dinamikom interakcijom kompleksa
sa fluoroforom, pricemu statika interakcija podrazumeva formiranje adukta idme
kompleksa i fluorofore, dok dinagku interakcijucine trenutne kolizije ovih molekula.
Kako bi se odredio mehanizam interakcije u ovontagly konstruisan je Stern-
Volmerov dijagram, gde je predstavljena zavisnastosa intenziteta fluorescencije bez
I sa dodatim kompleksom od koncentracije dodatognMeksa. Stern-Volmerov
dijagram za fosfolipazu Atitrovanu kompleksom [Rug@bipy),]Cl, predstavljen je na
slici 35.

Za manje koncentracije kompleksa (do gM), Stern-Volmerov dijagram

pokazuje linearnost, mdatim, pri ve&im koncentracijama, odstupa od lienarnosti. Moze
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se zaklj@iti da ispitivani kompleks ispoljava stétu i dinamtku interakciju sa
enzimom. Fluorescentna spektrometrija je potvrdil@ethodne rezultate dobijene
MALDI-TOF masenom spektrometrijom, tj. vezivanje eazim u obe konformacije,
bez i sa vezanim supstratom, dok se kompleks plafiftChk(bipy)] intenzivno veze za

enzim u konformaciji kada je supstratweezan.

2,6 |
2,4
2,2
2,0 -
T8 -
Ty 1,6 i
14 -
12 -
1,0 -
0,8 -

0 10 20 30 40 50
[RuCl,(bipy),]CI / uM

Slika 35. Stern-Volmerov dijagram, odnosno zavisnosfFFod koncentracije dodatog
kompleksa, [RuGlbipy),JCl. Fyi F predstavljaju intenzitete fluorescentne emisije diyghze

A, (triptofana) bez i sa dodatim kompleksom odgovéeadwncentracije, respektivno.

6.6.4. Ispitivanje interakcije kompleksa [RuCh(bipy).]Cl sa enzimom

metodom nuklearne magnetne rezinancije

Metoda nuklearne magnetne rezonancije je veomash®riza ispitivanje
strukture molekula. Za manje molekule se uspeSnbenkoristiti jednodimenzionalna
protonska nuklearna magnetna rezonancija (NMR).aKad u pitanju slozeniji
molekuli, kao Sto su proteini, neophodno je ké@i§e multidimenzionalne (2D ili 3D) i
heteronuklearne NMRd, **N). Medutim, za snimanje ovih spektara potrebno je

genetski modifikovati i obeleZiti fosfolipazu,Azotopima®’N, §to prevazilazi obim ove
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disertacije. Ipak, pretpostavljeno je da se evéneugromene u strukturi enzima pod
uticajem kompleksa mogu detektovati jednodimendimm ‘H NMR
spektroskopijom, ali bez mo@uosti da se precizno identifikuju. Na slici 36 d@a
prikazana razlika izmi "H NMR spektra fosfolipaze Ainkubirane sa kompleksom
[RuCly(bipy)2]Cl i spektra same fosfolipaze,Aslika 36a) i razlika spektara fosfolipaze
A, inkubirane sa lipidom i kompleksom [Ruyiipy).]Cl i bez kompleksa (slika 36b).

[ B B I T AN
121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 O

b)

I
12 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 O
ppm

Slika 36. Razlika jednodimenzionalnifH NMR spektara a) fosfolipaze ,Ainkubirane sa
kompleksom [RuGlbipy),]Cl i same fosfolipaze A i b) fosfolipaze A inkubirane sa
supstratom i kompleksom [Rubipy),]Cl i bez kompleksa.

Cetiri signala sa vrednostima hemijskih pomerajagam7-9 ppm potiu od
bipiridinskih liganada u kompleksu rutenijuma. Ofj@ektra se karakteriSu izuzetno
malim promenama u zavisnosti od prisustva komplekskubiranje kompleksa sa

fosfolipazom A (slika 36a) ima za posledicu zanemarljive promanmtenzitetu i
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hemijskom pomeraju signala enzima, koje nije ndeguazloziti i identifikovati bez
koris¢enja 2D heteronuklearne NMR spektroskopije.ditem, sa dodavanjem lipida,
promena u spektrima je nestatljwija, u rangu ppm karakterigthom za signale lipida.
Na osnovu ovih spektara, ne moze se dobiti dotafioennacije 0 mehanizmu interakcije

kompleksa i enzima.

6.7. Pregled dobijenih rezultata i SAR analiza

Sa cillem da se izvede zakipk o korelaciji strukturnih, fizkih i fizi¢ko-
hemijskih osobina ispitivanih kompleksa sa njihovbialoSkom aktivno&u u odnosu
na inhibiciju pankreasne PLA uporgeni su odgovarafil teorijski podaci i
eksperimentalni rezultati o njihovoj strukturi sszultatima o njihovom inhibitorskim
efektu. Na slici 37 su na grafiku predstavljeni poreieni rezultati lipofilnosti
kompleksa (logk,), uticaja kompleksa na hemolizu eritrocita (%)ziba produkcije
LPC i hidrolize POPC, kao i podaci o strukturi i lelailskoj masi svih kompleksa
[PtCly(en)], [RuClx(bipy)2]Cl, [PtCly(bipy)] and [RuCh(bipy),]JCl. Svi ispitani
kompleksi imaju oktaedralnu geometriju i zajedhni metalni centar ili ligand.,.
Porelenjem odgovarajiih parova, moze se izvesti nekoliko zakfia.i) Kompleksi
platine i rutenijuma sa&n ligandima u véoj meri destabilizuju organizaciju lipidnih
membrana eritrocita u odnosu na komplekseipg ligandima. Oni su hidrofilni sa
logKow Vrednostima manjim od -0.5 i ne vezuju se za PhAzavisno od prisustva
supstrata. Ovi kompleksi mogu samo indirektno titina aktivnost PLA, menjaji
faktore vezane za povrSinsku aktivaciju enzimag; Kompleksi rutenijuma za isti
vremenski interval izazivaju procentualnoéuedestabilizaciju lipidnih membrana u
odnosu na analogne komplekse platine, Sto ukazajeton da jonski radijus i
naelektrisanje metalnog centra ¢eti na indirektno inhibitorsko dejstvo metalnih
kompleksajii) Kompleksi rutenijuma i platine sapy ligandima su lipofilniji i u skladu
sa tim ispoljavaju i j& inhibitorski efekat u odnosu na svoje analogexségandima.
Ipak, veoma je komplikovano izvu jedinstven, generalni zakfjak o korelaciji
strukture i bioloSke aktivnosti kompleksa metalgpriedvideti strukturu kompleksa sa
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idealnom bioloSkom aktivnég, imajlti u vidu njihove raziiite mogue inhibitorske

mehanizme
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Slika 37. Korelacija fiztko-hemijskih osobina (lipofilnost (logl,), uticaj na hemolizu
eritrocita (%), molekulska masa) i bioloSke aktistio(uticaj na produkciju LPC i
hidrolizu POPC) kompleksa metala platine i rutemiga [PtCh(en)], [RuClx(bipy),]Cl,
[PtCla(bipy)] and [RuCh(bipy)2]ClI.
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7. ZAKLJU CAK

Na osnovu dobijenih rezultata u eksperimentimaapie u ovoj disertaciji,
koji su za cilj imali ispitivanje interakcije komgltsa platine i rutenijuma sa lipidima i
pankreasnom fosfolipazom,Amoze se izvesti nekoliko vaznih zakfka:

1. Ispitivani kompleksi metala @i na organizaciju lipida i integritet fosfolipidnog
dvosloja, ali ne dovode do hidrolize fosfolipidatdrakcija je uglavhom elektrostte

prirode.

1.1. Ispitivani kompleksi se prema lipofilnosti, odnosafinitetu prema lipidima
mogu predstaviti nizom: [Ru@bipy),]Cl > [PtCl(bipy)] > [PtClk(dach)] >
[RuClx(en),]Cl > [PtCly(en)] > cis[PtCl(NH3)].

1.2. Kompleksi se prema uticaju na hemolizu eritroctdnosno uticaju na
strukturu membrane eritrocita mogu predstaviti mzo [RuChk(en);]ClI >
[RuCly(bipy)o]Cl > [PtCh(en)] > [PtCl(bipy)] > cis[PtCL(NH3);]. Kompleksi
rutenijuma imaju vé uticaj na hemolizu eritrocita, 5to je najverovptnposledica
njihovog naelektrisanja i veéline: a) sastav lipida izolovanih iz eritrocita, kaiogistih
klasa lipida inkubiranin sa kompleksima nije izn@amj Sto zn& da nijedan od
ispitivanih kompleksa ne @& neposredno na sastav lipida; b) metodama MALDFTO
masene spektrometrije i tankoslojne hromatografije mogue detektovati stvaranje
veze izmdu kompleksa i pojeditaih klasa fosfolipida iako je u literaturi drugim
metodama potdeno vezivanje pozitivno naelektrisanin kompleksaataesa fosfatidil-
serinom i fosfatidil-etanolaminom; c) neznatno imje& sastav lipida, odnosno
promena odnosa fosfolipida i odgovakafulizofosfolipida nakon inkubacije eritoricita
sa kompleksima metala implicira da kompleksi mogsrpdno uticati na hidrolizu

fosfolipida.

1.3. Svi ispitivani kompleksi metala @ti na organizaciju i integritet lipozoma,
odnosno powavaju propustljivost ovih struktura. Variranjem tsas lipozoma
utvrdeno je da se sa smanjivanjem procenta negativnéektasanih fosfolipida
smanjuje uticaj kompleksa na integritet formiratippzoma, Sto ukazuje na to da je
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interakcija kompleksa metala sa lipidima organizonau membrane elektrostéte

prirode.

2. Ispitivani kompleksi metala sbipy ligandima uttu na aktivhost pankreasne
fosfolipaze A, u interakciji sa samim enzimom ili preko uticaja organizaciju
supstrata. Njihov uticaj je inhibitorni, ali mehaam moze biti razlit za razltite

komplekse.

2.1. Metodom MALDI TOF masene spektrometrije je pokazaa kompleksi
platine i rutenijuma saipy ligandima, [RuCi(bipy),]Cl i [PtCls(bipy)], inhibiraju
enzim fosfolipazu A, redukujéi produkciju odgovarajtih lizofosfolipida: a)
Kompleksi RuCi(bipy),]Cl i [PtCla(bipy)] umanju aktivnost fosfolipaze ,Aza 50% |
30%, respektivno i da inhibicija enzima zavisi odn&entracije kompleksa. b) Tip
inhibicije najve&im delom akompetetivan, Sto zinada kompleksi RuG(bipy),]Cl i

[PtCl4(bipy)] inhibiraju enzim u fazi formiranja kompleksa émzsupstrat.

2.2. Kompleksi RuCj(bipy)o]Cl i [PtCly(bipy)] se vezuju za pankreasnu
fosfolipazu A, pri cemu je formiranje veze bez prisustva supstratazitram i slabijeg
intenziteta: a) na osnovu analize fluorescentnéktgra triptofana, dokazano je stht
I dinamika interakcija RuGlbipy).]Cl sa fluoroforom, Sto ukazuje na formiranje
adukta izméu ispitanog kompleksa i enzima. b) oba komplek&adb(bipy),]CI i
[PtCly(bipy)], formiraju adukte sa enzimom, Sto za posledima ipojavu dodatnih
signala u MALDI TOF masenim spektrima sacime m/z vrednostima u odnosu na
signale karakteristhe za sam enzim. U prisustvu supstrata, navedgnalsipostaju
intenzivniji i brojniji Sto joS jednom potduje pretezno akompetetivan mehanizam
inhibicije kompleksa [RuG(bipy)2]Cl i [PtCla(bipy)].

Na kraju, kompleksi [RuGfbipy).]Cl i [PtCls(bipy)], osim Sto u@u na
organizaciju i integritet fosfolipidnog dvosloja tako posredno menjaju aktivnost
fosfolipaze A, dodatno se vezuju za enzim bez dodatog supstaditge njihovo
vezivanje intenzivnije u konformaciji enzima u pis$vu supstrata. Imajuu vidu da je
fosfolipaza A ozn&ena kao meta modernih hemoterapeutikgai inhibicija spréava
inflamatorne procese i umanjuje metastatski pojainéancera, ispitani kompleksi

metala imaju terapeutski potencijal. &gim, postoje brojna pitanja na koja je potrebno
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odgovoriti kada je u pitanju citotoksiost ovih kompleksa i njihova speé¢ifiost pri

interakciji sa fosfolipazom i drugim biomolekulinmavivo.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTnucaxu-a / UHA % aMyYepa

Gpoj ynuca

UsjaBrbyjem

Aa je AOKTOpPCKa AucepTaluja noj Hacnosom

M HTEPAK LU IA KONNCKCA NNATUME ¢ PvT@lfwi yHA ca
NARKPCACHOM %ocafoobméza;oﬁ Az n cﬁocdanwm DA

& pe3ynTaTt COnCTBEHOT UCTpaxmsadKkor paga,

s Ja npejanoxeHa gucepraumja y UenuHU HA Y AenoBumMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujakbe BUNO Koje AUMNNOME npema CTYAWCKUM nporpammuma Apyrux
BUCOKOLLIKOMICKIAX YCTaHOBA,

e Ja Cy pe3ynTaTii KOPEKTHO HaBEAEHM 1

e Ja HUCAM KpLUMO/Ma ayTopcka npasa W KOPUCTUO UHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

NoTnuc pgokropaxaa

Y Beorpagy, 25.06.20(3.




Mpunor 2.

UsjaBa 0 uCTOBETHOCTH WITaMNaHe U erNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Vime n npesume aytopa [inug) Kii‘f 7e&a

bpoj ynuca

Cryaujcku nporpam LokTOoPCKE C“T/‘)‘_ﬂl?/.?@ dg)(

Hacnos paaa Wureegieuua konDACkcd  UATUHE W PYTCHU)YMD (B NAHKPEACHO
OCPONNAZOM Az u  doc boAupuL UM :
Mentop _mpodh. ap MuaoW ModosuZ un 2P MNppusdwsd e rnepir

MoTnucaHu (LLel L
T

W3jaBrsyjeM Aa je wTaMnaHa Bepsiija Mor AOKTOPCKOT paja WCTOBEeTHa EMNeKTPOHCKO]
sep3mju  Kojy cam npejao/na 3a objasrbuBame Ha noptany [urutanHor
peno3uTopujyma YHusepsurteta y beorpagy.

Jossorbasam aa ce o6jaBe Moju NuYHW nojaun BesaHu 3a jobujare akaaemckor
3Baka AOKTOpa Hayka, Kao LUTO CYy UME U npesume, roguHa u MecTo pofiewa u AaTym
oabpaHe paja.

OBy nNuUYHWM nojaun mory ce o006jaBuTu Ha MPEeXHUM CTpaHuulama AurutanHe
6ubnunoTteke, y eNeKTPOHCKOM katanory u y nybnukauujama YHusep3suteta y beorpany.

MoTnuc gokropanga

Y Beorpagy, _25.06 . 2005 .
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«igunor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Osnawunyjem YHusepautetcky Gubnuorteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y Jurutanuu
penosuTopujym YHusepauteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY Aguceprtauujy non
HacnosoMm:

Wnrerqusu=a gopnieica nagune u PYTCHYUIIND 08 DIHKPCIHD A
docdpunazert  Ar v @ocdp aunusird

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

HuncepTauujy ca cauM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dopmaTy norogHom
3a TpajHO apxMBUpPaHLE.

Mojy AOKTOpCKY AncepTalujy noxpareHy y Qurutaniu penosuTopujym YHUBEp3nTeTa
y Beorpaay mory aa kopucte cBu koju noLutyjy oapeabe caapxaHe y opabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajesHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuuvo/na.

1. Aytopcteo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIUjanHO
@AyTopCTBo — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4eNUTK No4 UCTUM YCNOBUMA
5. AytopcTtBo — Ges npepase
6. AYyTOpCTBO — AEnuUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

{(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeaHy 04 LIecT NOHyReHuX NUUEHUM, KpaTak onuc
nuueHUn AaT je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc goxTopanpa

Yy Beorpagy, L3 -06-2&/5.
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