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SAZETAK

Sinteza, karakterizacija i citotoksi¢na aktivnost kompleksa renijuma(V) sa N,O-ligandima

U ovom radu opisana je sinteza, karakterizacija i bioloSka aktivnost Sest kompleksnih
jedinjenja oksorenijuma(V) sa derivatima 2-piridinkarboksilne kiseline.
Strukture oktaedarskih, neutralnih, bidentatnih kompleksnih jedinjenja utvrdene su standardnim
spektroskopskim metodama: infracrvenom spektroskopijom, NMR spektroskopijom, masenom
spektrometrijom dok je pretpostavljena molekulska formula potvrdena elementalnom analizom, dok
je za tri kompleksa uradena i rendgenska strukturna analiza. S obzirom na to da n—= interakcije
izmedu dva aromati¢na prstena mogu imati znac¢ajnu ulogu u interakciji kompleksnih jedinjenja sa
DNK ispitivano je prisustvo nekovalentnih interakcija sintetisanih kompleksa. Kako dijagrami
izracunatih nekovalentnih interakcija ukazuju na postojanje m—m interakcija izmedu aromaticnih
prstenova, mozemo dovesti u vezu novosintetisane komplekse renijuma(V) sa njihovom bioloskom

aktivnosti.

Bioloski testovi radeni su u in vitro uslovima pri ¢emu je citotoksi¢ni potencijal
novosintetisanih kompleksa utvrden MTT metodom na panelu humanih tumorskih ¢elijskih linija:
A549 (¢elije adenokarcinoma pluc¢a), PANC-1 (¢elije adenokarcinoma pankreasa), MDA-MB-231i
MCF-7 (¢elije karcinoma dojke), LS-174 (¢elije adenokarcinoma debelog creva), EA. hy 926
(transformisane endotelne ¢elije krvnih sudova), OVCAR-3 (¢elije adenokarcinoma jajnika) i zdravoj
(netumorskoj) celijskoj liniji MRC-5 (poreklom od fetalnih fibroblasta pluc¢a), poredenjem sa
cisplatinom, kao referentnim kompleksnim jedinjenjem. U cilju poboljsanja citotoksi¢ne aktivnosti
proucen je sinergijski efekat sest kompleksa sa verapamil-hidrohloridom na PANC-1 ¢elijskoj liniji.
Kompleks renijuma(V) sa pikolinskom kiselinom (K1) i kompleks renijuma(V) sa 2,6-dipikolinskom
kiselinom (K®6) su ispoljili najjaci citotoksicni potencijal prema PANC-1 ¢elijskoj liniji, pri cemu je

K1 izabran kao kandidat za dalja bioloska ispitivanja.

Kljucne reci: oksorenijum(V) kompleksi, in vitro citotoksi¢na aktivnost, PANC-1 ¢elijska linija,

verapamil, DFT proracuni, rendgenska strukturna analiza

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Opsta i neorganska hemija



ABSTRACT

Synthesis, Characterization, and Cytotoxic Activity of Rhenium(V) Complexes with N,O-
Ligands

This study describes the synthesis, characterization, and biological activity of six
oxorhenium(V) complexes with derivatives of 2-pyridinecarboxylic acid.

The structures of octahedral, neutral, and bidentate complex compounds were determined
using standard spectroscopic methods, including infrared spectroscopy, NMR spectroscopy, and mass
spectrometry. The molecular formulas were confirmed through elemental analysis, and X-ray
structural analysis was performed for three complexes. Since n—= interactions between aromatic rings
can significantly influence the interaction of complex compounds with DNA, the non-covalent
interactions in the synthesized complexes were analyzed. As the calculated non-covalent interaction
diagrams confirm the presence of m—n interactions, a correlation can be drawn between the newly
synthesized rhenium(V) complexes and their biological activity.

Biological tests were conducted under in vitro conditions. The cytotoxic potential of the
novel synthesized complexes was assessed using the MTT assay on a panel of human tumor cell lines:
A549 (lung adenocarcinoma cells), PANC-1 (pancreatic adenocarcinoma cells), MDA-MB-231 and
MCF-7 (breast carcinoma cells), LS-174 (colon adenocarcinoma cells), EA. hy 926 (transformed
human vascular endothelial cells), OVCAR-3 (ovarian adenocarcinoma cells), and the healthy (non-
tumor) cell line MRC-5 (derived from fetal lung fibroblasts). Cisplatin, as a standard
chemotherapeutic drug for solid tumors, was used as a reference complex. The synergistic effect of
the six complexes with verapamil chloride was investigated to enhance cytotoxic activity in the
PANC-1 cell line. Complex rhenium(V) with picolinic acid (K1) and complex rhenium(V) with 2,6-
dipicolinic acid (K6) exhibited the strongest cytotoxic potential against the PANC-1 cell line, with
K1 selected as a candidate for further biological studies.

Keywords: oxorhenium(V) complexes, in vitro cytotoxic activity, PANC-1 cell line, verapamil, DFT

calculations, X-ray structural analysis

Scientific Field: Chemistry

Specific Scientific Field: General and Inorganic Chemistry
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1. UvOD

Sa sve ve¢im porastom broja obolelih pacijenata od kancera svake godine u svetu, raste i
potreba za poboljSanjem postoje¢ih metoda dijagnostike kao i pronalaZzenjem novih efikasnijih i
slektivnijih lekova, koji bi zamenili ve¢ postoje¢e i sveli nezeljene efekte na minimum. U cilju
pronalazenja reSenja za ovako kompleksnu bolest najbolji pristup podrazumeva ukljucenje

multidisciplinarnog istrazivanja koje ukljuc¢uje nauke poput hemije, biologije i farmacije.

Ova sinergija nauka omogucava stvaranje efikasnijih, preciznijih i sigurnijih terapijskih
reSenja, ¢ime se znacajno povecavaju Sanse za uspesno lecenje kancera i poboljsanje kvaliteta zivota

pacijenata.

Kako je cisplatina, lek koji se i dalje najvise koristi u terapiji razli¢itih vrsta kancera, prema
strukturnim svojstvima kompleksno jedinjenje prelaznog metala ne ¢udi Cinjenica da je polje
koordinacione hemije u konstantnoj ekspanziji. Naucnici Sirom sveta, Koji se bave medicinskom
hemijom, poslednje dve decenije marljivo i naporno rade na sntetisanju novih kompleksnih jedinjenja
sa razli¢itim prelaznim metalima i njihovom ispitivanju u in vitro i in vivo uslovima kao i prou¢avanju
mehanizma delovanja u bioloskim sistemima u cilju pronalazenja kandidata koji bi usli u dalje

klini¢ke studije i jednoga dana bili koriSc¢eni u terapiji obolelih pacijenata.

Poslednjih godina sve viSe je u fokusu ispitivanje citotoksicnog potencijala kompleksnih
jedinjenja renijuma sa razli¢itim organskim ligandima, koji bi bili zamena za ve¢ postojece platinske
komplekse, u cilju prevazilaZenja rezistencije i sporednih neZeljenih efekata. Do sada su se mnogi
kompleksi pokazali kao izuzetno aktivni i u in vitro i u in vivo uslovima. Takode, kompleksna
jedinjenja razli¢itih prelaznih metala sa N,O- ligandima poput pikolinske Kiseline i njenih derivata
veoma su izucavana u oblasti medicinske hemije, pri cemu su mnogi kompleksi bili aktivniji od
cisplatine, sto predstavlja osnov za njihova dalja bioloska ispitivanja. Stoga je predmet ove doktorske

disertacije sinteza, karakterizacija i citotoksi¢na aktivnost kompleksa renijuma(V) sa N,O-ligandima.

0,

% U Opstem delu dat je opsiran pregled literature koji obuhvata definiciju kancera kao bolesti
i statisticke podatke stanja u svetu i Srbiji. Paznja je posveéena upotrebi prelaznih metala u
terapiji tumora. Zatim dat je detaljan opis i mehanizam delovanja kompleksnih jedinjenja koja
se ve¢ koriste u klinickoj praksi. Na kraju, disktutovane su razlicite naucne studije u vezi sa
renijumom i derivatima pikolinske kiseline koji su poslednjih decenija u fokusu paznje.

% U Ciljevima su predstavljene opste hipoteze ove doktorske disertacije.
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U Eksperimentalnom delu su opisane sinteze kompleksnih jedinjenja renijuma(V) sa
derivatima pikolinske kiseline kao i tehnike i metode kori$¢ene za strukturnu karakterizaciju
dobijenih kompleksa i pregled bioloskih testova pomocu kojih je ispitan antitumorski
potencijal novosintetisanih jedinjenja.

U odeljku Rezultati i diskusija detaljno su opisane strukture kompleksa pretpostavljene na
osnovu rezultata spektroskopskih metoda i rendgenske strukturne analize kao i rezultati
proucavanja nekovalentnih interakcija ovih kompleksa do kojih se doslo pomo¢u DFT i
razli¢itih bioloskih testova in vitro uslovima.

U delu Zakljuéci predstavljeni su najvaznijih zakljucci dobijeni tokom izrade ove doktorske

disertacije.



2. OPSTI DEO

2.1.  Kancer - statistika i postojeci oblici terapije

Kancer se moze definisati kao grupa oboljenja koju karakterise nekontrolisana deoba ¢elija u
organizmu. Oboljenje nastupa onoga trenutka kada metabolicki procesi u telu prestanu normalno da
funkcioniSu i kada stare ¢elije ne umiru, ve¢ naprotiv, pocinju nekontrolisano da se razmnozavaju,
pri ¢emu dovode do obrazovanja masa u tkivima koja se definise kao tumor. Tumori formirani na
ovaj nacin mogu se proSiriti na okolna tkiva i organe u ljudskom organizmu. Do sada je poznato da
postoji oko 200 razli¢itih tipova kancera, prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (eng.
WHO - World Health Organization), i predstavlja jedno od oboljenja sa najve¢om stopom smrtnosti.
Kancer zauzima drugo mesto na listi najces¢ih uzroka smrti, odmah iza kardiovaskularnih bolesti, sa
stopom smrtnosti od 2,74 miliona zabelezenoj 2022. godine [1, 2, 3]. U Srbiji, u 2022. godini, broj
novoobolelih pacijenata iznosi 42 039, od toga 23 881 smrtnih ishoda, prema podacima
Internacionalne agencije za istrazivanje kancera (eng. International Agency for Research on Cancer).
Kod oba pola, na prva tri mesta kao najucestaliji uzro¢nici oboljenja nalaze se karcinom pluca,
kolorektalni karcinom i karcinom dojke [4]. Ovi podaci su u skladu sa podacima Svetske zdravstvene
organizacije (WHO), ¢ija statistika ukazuje da je 2022. godine registrovano 2,5 miliona novoobolelih
pacijenata od karcinoma plu¢a, kao i da je 10% od svih zabelezenih slucajeva oboljenja upravo
posledica kolorektalnog karcinoma, sa predvidanjem da ¢e njegova stopa porasti za 3,2 miliona novih
slu¢ajeva do 2040. godine. Statisticki podaci u vezi sa karcinomom dojke su takode veoma
zabrinjavajuci, posto ukazuju da je u 157 od 185 zemalja u svetu karcinom dojke najces¢i oblik

oboljenja kod zena u 2022. godini [5, 6, 7].

Najcesc¢i oblici terapije u leCenju kancera su: hemioterapija, radioterapija, imunoterapija i
terapija laserom [8]. Hemioterapija predstavlja primarni i najzastupljeniji oblik terapije koji je
razvijen jo§ 1940. godine za leCenje ¢vrstih (eng. solid) tumora. U osnovi podrazumeva primenu leka
- citostatika, koji dovodi do inhibicije rasta ili ¢elijske smrti tumorskih ¢elija. Glavna meta ovih
jedinjenja su najcesc¢e biomolekuli poput DNK (deoksiribonukleinske kiseline), sa kojom ostvaruje
kovalentnu interakciju ili se interkalira u dvostruki heliks i na taj nacin dovodi do ostecenja jednog
ili oba lanca ovog molekula, kao i stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta - ROS-a, §to za posledicu
ima kontrolisanu ¢elijsku smrt - apoptozu. Takode, citostatici mogu dovesti do inhibicije enzima

poput topoizomeraze, koji dovodi do zaustavljanja ¢elijske deobe u toku ¢elijskog ciklusa [9, 10].



Glavni nedostatak hemioterapije predstavlja neselektivnost dejstva i pojava rezistencije na dejstvo
leka. U toku raspodele u organizmu, citostatik spre¢ava deobu kako tumorskih tako i zdravih ¢elija,
pri ¢emu dovodi do osSte¢enja okolnih tkiva i organa. Takode jo§ jedan od razloga veoma niske
efikasnosti hemioterapije je i pojava rezistencije tumorskih ¢elija na dejstvo leka, koja se javlja kada
¢elije postanu otporne na antikancerski agens (lek) i po¢nu ponovo da se dele i formiraju metastaze
Sto je proces Sirenja ¢elija primarnog tumora na druge organe i delove tela [10]. Radioterpija, kao jos
jedan oblik terapije, koristi veliku energiju zracenja, $to moze dovesti do oStecenja DNK molekula i
prouzrokovati stres u endoplazmati¢énom retikulumu i dovesti do oslobadanja ROS-a, pri ¢emu ¢e
nastupiti ¢elijska smrt. Medutim, kao i kod hemioterapije i radioterapija ima svoje nedostatke, a to
su: neselektivnost mesta delovanja, sto dovodi do smrti zdravih ¢éelija imunog sistema i tako izaziva
ozbiljne nezeljene efekate na zdravim tkivima [11]. Imunoterapija je terapeutska kombinacija
razli¢itih antitela i citokina, koja za cilj ima pokretanje imunog sistema, $to dovodi do unistavanja
tumorskih ¢elija. Prednosti ove terapije su: vecéa efikasnost, selektivnost, manja toksi¢nost i smanjenje
nezeljenih efekata. Uprkos svim navedenim prednostima, imunoterapija kod odredenog broja
pacijenata se pokazala kao neadekvatna, zbog niske efikasnosti i nezeljenih dejstava koji su u sprezi

sa imunim sistemom pacijenta [11, 12].

Uzimajuci u obzir sva tri navedena tipa terapije, dolazi se do zakljucka da bi se kombinacijom
imunoterapije sa hemio- i/ili radioterapijom mogli posti¢i dobri rezultati i otkloniti svi postojeci
nedostaci, tako $to ¢e se znati detaljan mehanizam delovanja koji zavisi od vrste tumora i njegove
lokacije, optimalna doza, kao i opste stanje pacijenta (stadijum oboljenja, starost, prisustvo drugih
hroni¢nih bolesti) [11, 12].

2.2.  Primena metala u terapiji tumora

Jos od davnina se zna da su se jedinjenja metala koristila u terapeutske svrhe. Asirci, Egipéani
i Kinezi koristili su cinabarit (ziva(II)-sulfid) u medicinske svrhe kao antiseptik i sedativ, dok se kod
Rimljana koristio za lecenje trahoma i veneri¢nih bolesti. Razvojem filozofije kod starih Grka sve
viSe se proucavalo i pisalo o potencijalnoj primeni razli¢itih jedinjenja metala u medicinske svrhe.
Takode, ovi narodi Koristili su bakar za sterilizaciju rana, dok su zlato upotrebljavali za lecenje malih
boginja i ¢ira na dvanaestopalacnom crevu, a srebro je naslo primenu u zaceljivanju rana i borbi protiv
infekcija. Jedno od prvih jedinjenja koje se koristilo u Kini za lecenje sifilisa, reumatoidnog artritisa,

psorijaze i kao antiseptik, bilo je arsen-trioksid. Pocetkom 18. i 19. veka arsen-trioksid je nasao
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primenu i u leCenju leukemije, dok ga kasnije nije zamenila primena radio- i hemioterapije [2, 13].
Ovo saznanje je veoma logi¢no, uzimajuéi u obzir ¢injenicu da su metali esencijalna komponenta
mnogih ¢elija. Prelazni metali poput bakra, kobalta, gvozda, mangana, nikla i vanadijuma, sacinjavaju
metalne centre koji se nalaze u katalitickom mestu mnogih enzima, a koji su klju¢ni deo mnogih
metaboli¢kih procesa u organizmu, kao $to su kataliti¢ki procesi, prenos elektrona, inhibicija enzima
ili stvaranje ROS-a. Jos neke od funkcija u kojima prelazni metali imaju ulogu su stabilizacija 3D

strukture proteina, regulacija i ekspresija hormona kao i ekspresija gena [13, 14, 15].

Prelazne metale karakteriSe Sirok spektar oksidacionih stanja i koordinacionih brojeva, sto se
ogleda u raznolikosti njihove koordinacione geometrije. Metalni joni se u vodenim rastvorima obi¢no
nalaze kao pozitivno naelektrisane vrste i tako ostvaruju interakciju sa negativno naelektrisanim
bioloskim molekulima. U zavisnosi od ligandnog sistema, koji je obi¢no organski molekul
naelektrisanje kompleksnog jedinjenja moze da varira, §to dovodi do formiranja katjonskih, anjonskih
ili neutralnih kompleksnih jedinjenja. Takode, prelazni metali podlezu reakcijama oksido-redukcije i
na taj na¢in menjaju membranski potencijal celije, $to olakSava vezivanje za zeljeni receptor.
Uzimajucéi u obzir sve navedeno, ne iznenaduje ¢injenica da prelazni metali interaguju sa molekulima
potput DNK, stvarajuci adukte koji izazivaju ostec¢enja na samom biomolekulu i sprecavaju njegovu

dalju sintezu, sto dovodi do ¢elijske smrti [13, 14, 15].

Prekretnica primene prelaznih metala u terapiji leCenja kancera desila se 1965. godine kada je
Rozenberg sluc¢ajno otkrio cisplatinu (cis-diammindihloroplatina(ll)) koriste¢i platinske elektrode pri
proucavanju sposobnosti deljenja E. coli (ESerihije koli) pri razli¢itim frekvencijama naizmeni¢ne
struje. Iznenadujuce, razlicite frekvencije dovele su do toga da E. coli promeni svoj oblik u $tapicasti,
pri ¢emu je zakljuceno da je doslo do rasta ¢elija, ali ne i njihove deobe. Za ovakav efekat zasluzene
su upravo platinske elektrode, jer kada su one uronjene u rastvor, doslo je do formiranja adukta u vidu
cis-[Pt(NH3)2Cl2]. Ovakvo saznanje podstaklo je Rozenberga i njegove saradnike da bi se upravo ovo
planarno jedinjenje platine(Il) moglo primeniti u leenju kancera. Pretpostavka se pokazala tacnom
jer se prilikom testiranja citotoksi¢nog potencijala na celijskim linijama sarkoma misa - S180 i
limfocitne leukemije - L1210 cisplatina pokazala kao veoma efikasan citostatik, za razliku od svog
trans izomera koji nije pokazao nikakvu aktivnost. Ovo otkrice postavilo je temelje danasnjoj grani
nauke koja se bavi primenom kompleksa prelaznih metala kao potencijalnih antitumorskih agenasa
[1, 2,13, 14, 15, 16, 17].



2.3. Cisplatina i njeni analozi

Cisplatina je klini¢ki odobren lek od strane FDA - Uprave za hranu i lekove (eng. Food and
Drug Administration) 1978. godine i od tada se koristi u leCenju raka prostate, jajnika, plu¢a, materice,
creva, besike i mnogih drugih. U organizam se unosi intravenski, zajedno sa fizioloskim rastvorom
(Slika1) [1, 8, 13, 15, 18, 19].
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Slika 1. Strukturna formula Cisplatine

Uprkos sjajnim rezultatima, ovo jedinjene deluje neselektivno, pri ¢emu dovodi do apoptoze
kako tumorskih tako i zdravih ¢elija i ispoljava jake nezeljene efekte kao $to su: nefrotoksi¢nost,
neurotoksi¢nost, ototoksicnost 1 hepatotoksi¢nost. Zbog svih navedenih ogranicenja, teSko je odrediti
i dozu koja nece biti Stetna po pacijenta. Stoga su istrazivaci Sirom sveta poceli sa razvojem analoga
cisplatine koji ¢e prevazici sve nedostatke, a istovremeno ispoljiti istu ako ne i bolju aktivnost. Do
danas, samo su pet analoga cisplatine nasli primenu u klinici za leCenje razli¢itih tipova kancera
(Tabela 1) [1, 8, 13, 15, 18, 19, 20].

Tabela 1. Prikaz klini¢ki odobrenih platinskih lekova (tabela preuzeta iz [18])

Istrazivacki SRl Zemlja
Genericki naziv naziv TrZzi$ni naziv odobrenja od Korigé eJn'a

strane FDA J

Cisplatina CDDP Platinol 1978 ceo svet

Oksaliplatina 1-OHP Eloksatin 2002 ceo svet

Karboplatina JM8 Paraplatin 1989 ceo svet
Nedaplatina 254-S Akvapla 1995 Japan
Lobaplatina D-19466 #EA 2010 Kina

Heptaplatina SKI 2053R SunPla 1999 Juzna Koreja



Drugu generaciju analoga cisplatine ¢ine dva jedinjenja odobrena od FDA i to su karboplatina
I oksaliplatina. U klini¢koj su upotrebi Sirom sveta od 1989. odnosno 2002. godine. Oba jedinjenja
imaju manju nefrotoksi¢nost nego cisplatina [1, 8, 13, 15, 18, 19, 20]. Razlog za manju toksi¢nost
karboplatine lezi u zameni hloridnih liganada ciklobutandikarboksalato bidentatnim ligandom.
Upravo zbog ovog bidentatnog liganda moguce je povecati dozu leka kod obolelih pacijenata. Stoga
se karboplatina koristi u le¢enju karcinoma jajnika, mozga, vrata i glave, oka, bubrega, pluca, besike
i dojke. Oksaliplatina je prvi put je sintetisana u Japanu i nasla je primenu u lecenju karcinoma
debelog creva. U kombinaciji se drugim lekovima ispoljava i dobru citotoksi¢nost prema
metastazama karcinoma debelog creva i Zeluca. Umesto hlorida kao odlazete grupe u sastavu se
nalazi 1,2-diammincikloheksan, koji povecava lipofilnost leka, ¢ime se olak$ava transport leka kroz
¢elijsku membranu (Slika 2) [1, 13, 18, 19].
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Slika 2. Strukturne formule karboplatine i oksaliplatine

Tri analoga platine(ll) poput nedaplatine, lobaplatine i heptaplatine ¢ine tre¢u generaciju
analoga cisplatine i koriste se u azijskim zemljama za le¢enje razli¢itih tipova kancera. Nedaplatina
se najéeSc¢e upotrebljava zajedno sa paklitakselom i gemcitabinom u leCenju kancera vrata, glave,
jednjaka i pluca. Lobaplatina ostvaruje kovalentne interakcije sa molekulom DNK, pri cemu dovodi
do njegovog ostecenja i ¢elijske smrti. U klini¢kim ispitivanjima ispoljava jak antitumorski potencijal
u kombinaciji sa paklitakselom prema kanceru testisa, dojke, jajnika, pluca, zeluca i mijeloidne
leukemije. Heptaplatina koristi se u Juznoj Koreji samostalno ili sa drugim lekovima u suzbijanju
kancera debelog creva. U drugoj fazi klini¢kih isptivanja heptaplatina pokazala je obecavajuce

rezultate prema uznapredovalom kanceru Zeluca i kanceru jednjaka (Slika 3) [1, 13, 18, 19].
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Slika 3. Strukturne formule nedaplatine, lobaplatine i heptaplatine



2.4.  Mehanizam delovanja cisplatine i njenih analoga

Mehanzam delovanja se sastoji iz Cetiri koraka: 1. unos u ¢eliju, 2. aktivacija, 3. vezivanje za
DNK, 4. apoptoza (Slika 4). Dva nacina na koja cisplatina ué¢i u ¢eliju su pasivna difuzija kroz
membranu i/ili aktivan transport posredstvom membranskih proteina. Studije su pokazale da je za
aktivni transport cisplatine odgovoran bakar - transporter CRT1. Posto je koncentracija hloridnog
jona u krvi ([CI'] = 104 mM) visa nego u citoplazmi ([CI] = 4-10 mM), cisplatina dolazi uglavnom
neizmenjena do ¢elije. Mala veli¢ina i kvadratno-planarna geometrija cisplatine omogucavaju da se
supstitucija liganada lako izvrsi. Izmena liganada se deSava u citoplazmi ¢elije pre nego Sto se
cisplatina veze za DNK molekul, pri ¢emu se jedan ili oba hloridna liganda zamenjuju molekulom
vode [1, 15, 18].

Vreme poluzivota tako nastalog akva adukta cis-[Pt(NH3)2CI(H20)]" je dva sata. Zatim se
ovakav kompleksni jon cisplatine vezuje dominantno za N7 azotov atom guanina, rede adenina i na
taj nacin formira kovalentno koordinativnu vezu izmedu platine i slobodnog elektronskog para sa
azotovog atoma. Najzastupljeniji adukti koji nastaju ovim vezivanjem, jesu 1,2-GpG unutarlancani
adukti, koji se formiraju izmedu susednih guanozidnih parova unutar jednog lanca DNK heliksa. Kod
karboplatine i oksaliplatine hlorido ligandi su zamenjeni helatnim ligandima, koji se sporije izmenjuju
sa molekulima vode, tako da su vodeni rastvori ovih lekova stabilni nekoliko nedelja. Vezivanje ova
dva jedinjenja za molekul DNK se odvija po istom principu kao kod cisplatine. Kada nastanu adukti
cisplatine i njenih analoga sa DNK molekulom, dolazi do njegove distorzije, §to onemoguc¢ava dalju

replikaciju i transkripciju i samim tim ¢elija pokrece mehanizme koji je uvode u apoptozu [1, 18].
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Slika 4. Graficki prikaz mehanizma delovanja cisplatine (slika preuzeta iz [18])



2.5. Kompleksi ostalih prelaznih metala kao potencijalni antitumorski agensi

Zbog svih gore pomenutih nedostataka platinskih lekova, medicinski i koordinacioni hemicari
Sirom sveta su poslednjih decenija usmerili svoje istrazivanje u pravcu sintetisanja novih kompleksa
razli¢itih prelaznih metala koji bi mogli da ispolje bolji antitumorski potencijal uz manje Stetnih
efekata. Stoga, je do otkrica kompleksnih jedijenja rutenijuma, zlata, srebra, gvozda, bakra,
titanijuma, osmijuma, iridijuma i renijuma [16]. Ova jedinjenja nazvana su metaloterapeuticima i
dizajnirana su tako da interaguju sa DNK, kao i razli¢itim proteinima, i posredstvom razli¢itih
mehanizama delovanja, mogu dovesti do apoptoze tumorskih ¢elija [19]. Svojstva koje treba da
zadovolje novosintetisana jedinjenja su: stabilnost u fizioloskim uslovima, rastvorljivost u vodi
odnosno ¢elijskom medijumu, lipofilnost, niska toksi¢nost i selektivnost prema tumorskim ¢elijama

[8, 16, 19].

2.5.1. Kompleksi rutenijuma(lll) i rutenijuma(ll) u Kklinici

Prvi naslednici cisplatine koji su usli u klinicka ispitivanja i koja su ispoljila jaku in vitro i in
Vivo citotoksi¢nu aktivnost na razli¢itom panelu humanih tumorskih c¢elija su jedinjenja
rutenijuma(lll) i rutenijuma(ll). Prednosti rutenijumskih kompleksa u odnosu na platinske su te, $to
se rutenijum moze naci u vise oksidacionih stanja +2, +3 i +4. Oktaedarska geometrija rutenijumskih
kompleksa omogucava koordinovanje raznovrsnih ligandnih sistema za metalni centar kao i laku
izmenu labilnih aksijalnih liganada $to dovodi do lakseg vezivanja kompleksnog jedinjanja za Zeljenu
biolosku metu [19, 21]. Manja toksi¢nost i veca selektivnost rutenijumskih kompleksa moze se
objasniti ¢injenicom da se rutenijum 1 gvozde nalaze u istoj grupi u PSE (Periodni sistem elemenata),
pa se smatra da ovi kompleksi mogu da se vezu za transferin - protein koji prenosi gvozde u krvi i na
taj na¢in se omogucava njegov transport kroz organizam, $to dovodi do bolje apsorpcije [21]. Opste
je poznato da tumorske ¢elije imaju vecu potrebu za gvozdem, pa stoga imaju 1 ViSe transferinskih
receptora. Stoga Kepler i saradnici smatraju da se rutenijumski kompleksi mogu tansportovati u
tumorske ¢elije koriste¢i put ,,trojanskog konja“ [22]. lako je tacan mehanizam delovanja mnogih
kompleksa rutenijuma jo$ uvek nepoznat, zna se da se veéina ovih jedinjenja, za razliku od jedinjenja
platine, vezuje za oba lanca DNK molekula, dovodeé¢i do zaustavljanja celijskog ciklusa, Sto za

posledicu ima celijsku smrt. Razli¢ita naucna istrazivanja su pokazala da pojedini rutenijumski



kompleksi, pored vezivanja za DNK, mogu da indukuju generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i

dovode do inhibicije proteinske kinaze [2].

Kompleksna jedinjenja rutenijuma(lll) poput NAMI-A - imidazolijum-[trans-
tetrahlorido(dimetilsulfoksid)(imidazol)rutenat(l11)], KP1019 — indazolijum-[trans-
tetrahloridobis(1H-indazol)rutenat(I11)] i natrijumove soli KP1019 poznate pod oznakom - KP1339
usla su u fazu I ili fazu II klini¢kih ispitivanja [21, 22]. Nakon intravenoznog unos$enja u organizam
i NAMI-A i KP1019 se nekovalentnim interakcijama se vezuju za HSA (humani serum albumin) pri
¢emu dolazi do redukcije rutenijuma(Ill) u rutenijum(Il), posredstvom glutationa, cisteina ili
askorbinske kiseline [20]. S druge strane, NAMI-A ispoljava 1000 puta manju in vitro citotoksi¢nost
od cisplatine prema nekoliko humanih tumorskih ¢elijskih linija, kao $to su: IGROV-1 (¢elije
karcinoma jajnika), MFC-7 i T-47D (¢elije karcinoma dojke), dok je na preko 60 razli¢itih tumorskih
¢elijskih linija neaktivan. In vivo testiranja na miSevima ukazuju da NAMI-A primarno deluje na
metastaze, ali takode su i najnovije studije pokazale da je jedinjenje izrazito toksi¢no prema Vise
¢elijskih vrsta leukemije [22, 23]. Umereni in vitro citotoksi¢ni potencijal, I1Cso = 35 - 95 UM
ispoljavaju KP1019 i KP1339 prema humanim tumorskim celijama kolorektalnog karcinoma-
SW480 i HT29 pri inkubaciji od 24 h, dok se njihova aktivnost smanjuje kako raste inkubaciono
vreme [22]. U klinickim ispitivanjima u fazi Il NAMI-A se nalazi od 1999. godine, a KP1019 od
2006. godine. Najveéi nedostak koji se javio kod NAMI-A je ispoljavanje neZeljenih efekata, dok
slaba rastvorljivost KP1019 otezava njegova dalja ispitivanja. Nauénici su onda pokusali da
uvodenjem natrijumovog jona Kao Kkatjona prevazidu problem rastvorljivosti i tako je nastalo
jedinjenje KP1339, koje se od 2010. godine nalazi u klini¢kim ispitivanjima (Slika 5) [23, 24].
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Slika 5. Strukturne formule NAMI-A, KP1019 i KP1339

10



Jedan kompleks rutenijuma(ll) se primenjuje u PDT-u (fotodinamicka terapija) kao
fotosenzitizer. Fotodinamicka terapija, po definiciji predstavlja ostecenje tkiva posredstvom vidljive
svetlosti u prisustvu fotosenzitizera i kiseonika. Fotosenzitizeri se dele na tip I i tip II, pri ¢emu oba
dovode do degradacije i o$te¢enja biomolekula uz pomo¢ molekulskog kiseonika. Rutenijum(ll) je
izabran da bude metalni centar zbog svojih raznovrsnih fotohemijskih i fotofizi¢kih karakteristika,
kao 1 mogucnosti da generiSe singletni kiseonik i1 ucestvuje u inter- i intramolekulskim reakcijama
prenosa elektrona. Takode u organometalnoj hemiji postoji veliki broj koordinacionih jedinjenja
rutenijuma(ll) sa polipiridinima, $to je i bila inspiracija pri sintetisanju TLD-1433. U uslovima sa
normalnim nivoom kiseonika TLD-1433 ispoljava jaku fotocitotoksi¢nost, dok u uslovima hipoksije

njegova aktivnost zavisi od tipa tumorske ¢éelijske linije (Slika 6) [25].

Slika 6. Strukturna formula TLD-1433

Ovo jedinjenje je prvi fotosenzitizer na bazi rutenijuma koji se od 2017. godine nalazi u fazi

| i fazi 2a klinic¢kih ispitivanja u cilju lecenja karcinoma besike [25, 26].

Takode vredna pomena je i serija RAPTA jedinjenja rutenijuma(ll) koji su kandidati za
pretklinicka ispitivanja, opste formule [Ru(aren)CI.PTA], gde je PTA= 1,3,5-triaza-7-
fosfatriciklo[3.3.1.1]dekan. Sva jedinjenja RAPTA serije karakterise pseudo oktaedarska ,,piano-
stool” geometrija (geometrija klavirske stolice) pri cemu arenski prsten predstavlja sedlo, a ostala tri
liganda noge klavirske stolice (Slika 7) [27, 28].
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Slika 7. Graficki prikaz ,,piano-stool“ geometrija Ru(ll) arenskih kompleksa
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Metalni jon ostvaruje n°® koordinaciju sa hidrofobnim arenskim prstenom koji spredava
oksidaciju rutenijuma(Il) i pospeSuje lipofilnost ovih jedinjenja, ¢ime je olakSan transport kroz
¢elijsku membranu. Supstituenti na arenskom prstenu kao i mono i/ili bidentatni ligandi koji su deo
“klavirske stolice”, ¢ine pogodne odlazeée grupe od kojih zavise fizi¢ko-hemijska svojstva i bioloska
aktivnost ovih jedinjenja. Uzimajuéi u obzir sve pomenuto RAPTA porodica kompleksnih jedinjenja
pokazala je odli¢nu stabilnost i rastvorljivost u vodi, sto ih ¢ini odli¢nim kandidatima za bioloSka

ispitivanja [27, 28].

Kao najbolji kandidat izdvojo se kompleks RAPTA-C, koji se vezuje za humani serum
albumin i transferin, pri ¢emu dolazi do njegove povecane akumulacije u tumorskim ¢elijama, $to za
posledicu ima stvaranje ROS-a u mitohondrijama i indukovanje apoptoze, pri ¢emu zdrave celije
ostaju netaknute (Slika 8). Pretklini¢ke studije pokazuju da ovo jedinjenje dovodi do smanjenja
metastaza na plu¢ima na modelu misa. Na modelu embriona pileta RAPTA-C dovodi do smanjenja
veli¢ine humanog tumora jajnika ¢elijske linije A2870 kao i humanog kolorektalnog tumora celijske
linije LS174T na modelu misa [29].

Slika 8. Strukturna formula RAPTA-C

2.5.2. Kompleksna jedinjenja osmijuma i iridijuma

lako se bioneorganska i medicinska hemija najviSe razvijala u oblasti platinskih i
rutenijumskih kompleksa kao potencijalnih lekova u terapiji tumora, u poslednjih dvadeset godina
doslo je do zaokreta i naucnici su usresredili svoju paznju na prelazne metale poput osmijuma,
iridijuma i renijuma [20]. Uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da se osmijum nalazi u 8. grupi PSE kao i
rutenijum, a u istoj periodi kao i platina, moze se ocekivati da ¢e njegovi kompleksi naci primenu kao
antitumorski agensi [30]. Osmijum moze posluziti kao sjajna alternativa za rutenijumske komplekse,
jer su osmijumski kompleksi stabilniji i inertniji u fizioloSkim uslovima. Do sada su ve¢ sintetisani
analozi dobro poznatih rutenijumskih kompleksa sa osmijumom kao centralnim metalnim jonom pod
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oznakama: Os-NAMI-A, TLD-1824, Os-RAPTA-C. Za razliku od NAMI-A njegov osmijumski
analog - Os-NAMI-A, ne podleze hidrolizi u ¢elijama, a ispoljava jaku citotoksi¢nost u in vitro
uslovima. Ovo saznanje ukazuje da hidroliza datog jedinjenja nije usko povezana sa njegovom
bioloskom aktivnos¢u. Mek Farland i saradnici testirali su TLD-1824 u in vitro i in vivo uslovima,
pri ¢emu su dosli do zakljucka da se jedinjenje moze Koristiti u PDT-u kao fotosenzitizer, jer je
aktivno u opsegu od 200-900 nm, u uslovima normalnog nivoa kiseonika, kao i hipoksiji. Pomenuta
svojstvase odrazavaju na odli¢nu in vivo aktivnost TLD-1824 prema kanceru creva na modelu misa
[31, 32]. Razli¢iti osmijum(Il)arenski kompleksi ispoljili su citotoksi¢nost u nanomolarnom opsegu
prema humanim tumorskim c¢elijskim linijama jajnika, dojke, prostate, pluca, debelog creva i beSike.
Jedinjenje koje je privuklo najvise paznje poslednjih godina, poznatije kao FY-026, ispoljilo je deset
puta vecu aktivnost od cisplatine prema nekoliko tumorskih ¢elijskih linija. In vivo testiranja ukazuju
da jedinjenje dovodi do usporavanja rasta tumora humane ¢elijske linije kolorektalnog karcinoma-
HCT116 na miSevima. Isto tako FY-026 je veoma aktivno prema humanim tumorskim ¢elijskim
linijama jajnika - A2870 i humanim tumorskim ¢elijskim linijama pluca - A549 u kombinaciji sa L-
BSO (L-butionin sulfoksimin) koji je inhibitor y-glutamilcistein sintetaze i koji utice na smanjenje
nivoa glutationa (GSH) u ¢elijama. Glutation ima vaznu ulogu u metabolickim procesima, Kao i

procesima koji se odvijaju u ¢elijama poput detoksikacije i transporta (Slika 9) [31, 33].

( o

O
s SR R A

|’ ‘| c \( > \ E
L/Lg A )

\ 7/ \ 7/
Z\_/Z
&
W

Slika 9. Strukturne formule Os-NAMI-A, Os-RAPTA-C, FY-026 i TLD-1824

Vredna pomena je i studija iz 2023. godine u kojoj pet novosintetisanih osmijum(ll)
kompleksa na bazi derivata 1,10-fenantrolina zbog svojih izuzetnih luminescentnih karakteristika
mogu biti kori$¢eni kao fotosenzitizeri u PDT-u. Svi kompleksi su bili neaktivni u mraku prema
razli¢itom panelu tumorskih celijskih linija, ali kada su bili izloZeni zracenju na 740 nm, Svi Su
pokazali izuzetnu fotocitotoksi¢nost u vrednostima ispod 10 uM. In vivo Studija radena je na modelu
najaktivnije jedinjenje osmijuma(Il). Misevi su prvo nekoliko dana bili u mraku, a onda su podvrgnuti

zracenju na 740 nm uz pomoc¢ lasera. Nakon 14 dana, primeéeno je da je kod ove grupe miSeva doslo
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do smanjenja veli¢ine tumora, a najvaznije od svega je da miSevi nisu pokazali ni jedan znak stresa,

bolova, ni gubitka telesne mase [34].

Iridijum kao prelazni metal postoji u viSe oksidacionih stanja i najzastupljenija oktacdarska
geometrija u kompleksnim jedinjenjima mu omogucava stabilnost u bioloskim uslovima i
ostvarivanje lakSe interakcije sa bioloskim metama. Kompleksi iridijuma(IIl) izdvojili su se kao
potencijalno terapeutski aktivna jedinjenja u in vitro i in vivo uslovima upravo iz razloga $to Su ovi
kompleksi inertni, stabilni, rastvorni u vodi, netoksi¢ni, i ispoljavaju antitumorski potencijal prema
tumorskim ¢elijama [35, 36, 37]. U razli¢itim nauc¢nim studijama otkriveno je da je najceséi
mehanizam delovanja ovih kompleksa generisanje ROS-a u mitohondrijama, sto dovodi do apoptoze
tumorskih ¢elija, a takode dovode do inhibicije rasta tumora posredstvom interakcija sa DNK [35].
Kompleksi iridijuma(III) u pobudenom tripletnom stanju mogu reagovati sa molekulskim kiseonikom
I stvoriti singletni kiseonik, Sto ukazuje da su kompleksi iridijuma(lll) odli¢ni kandidati za

fotosenzitizere tipa Il u PTD-u [35].

Studije sprovedene u poslednjoj deceniji ukazuju na to da se kao pogodni ligandi za
koordinaciju sa iridijum(l11) jonom izdvajaju N,N-ligandi fenantrolinskog tipa. U naué¢noj studiji iz
2013. godine izdvojio se kompleks iridijuma(lll) sa derivatom fenantrolina i u in vitro uslovima
ispoljio bolju citotoksi¢nu aktivnost na razli¢itom panelu humanih tumorskih ¢elijskih linija od
cisplatine. Usled povecane lipofilnosti ovog kompleksa, omoguéava se laksi prolaz kroz lipidni
membranski sloj. Zbog svoje hidrofobne prirode kao primaran mehanizam delovanja ovog
kompleksnog jedinjenja utvrdeno je da on moZe izazvati stres u endoplazmati¢nom retikulumu ¢elije,

Sto dovodi do disfunkcije mitohondrije usled ¢ega nastupa ¢elijska smrt - apoptoza (Slika 10 a) [38].
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Slika 10. Strukturne formule kompleksa iridijuma(lll) sa N,N-ligandima

Jos jedno znacajno istrazivanje iz 2019. godine pokazuje da razliciti polazni fenilpiridinski
kompleksi iridijuma(lll) u reakciji sa ligandima fenantrolinskog tipa ispoljavaju vrlo jaku

citotoksi¢nu aktivnost prema humanoj tumorskoj ¢elijskoj liniji Zeluca - SGC-7901. Svi kompleksi
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lokalizovani su u mitohondriji i imaju moguénost generisanje ROS-a, Sto dovodi do ¢elijske smrti -
apoptoze tumorskih ¢elija, a takode u in vivo ispitivanju jedan kompleks je ispoljio veoma izrazen
antitumorski potencijal, jer je doveo do smanjenja tumora kod misa za samosedam dana (Slika 10 b)
[39]. Sadler i saradnici dosli su na ideju da se povezu iridijum(lll) i platinu(IV) u jedno kompleksno
jedinjenje, ne bi li na taj nacin ostvarili sinergijski efekat koji bi omogucio prevazilazenje prepreka
poput visoke toksic¢nosti, rezistencije, lipofilnosti i rastvorljivosti u vodenim uslovima. Ovakvo
kompleksno jedinjenje sadrzi kinetic¢ki inertnu platinu(IV) koja je stabilna u mraku i poboljsava
citotoksi¢nost, jer usled zracenja dolazi do generisanja azidil radikala i nastajanja platina(ll) - DNK
adukata. Sa druge strane dolazi do lakog generisanja pobudenog stanja iridijuma(lll) i stvaranja
singletnog kiseonika usled zracenja plavom svetloS¢u na 465 nm $to doprinosi fotocitotoksi¢nosti
ovog jedinjenja. Upotrebom konfokalne mikroskopije na humanoj tumorskoj éelijskoj liniji pluéa -
Ab549, utvrdeno je da je jedinjenje lokalizovano u mitohondriji i da dovodi do generisanja ROS-a,
koji se nakon zracenja plavom svetlosti oslobadaju iz mitohondrije i $ire po celoj ¢eliji dovodeci do
razaranja membrane jedra, nakon ¢ega se platina(Il)-adukti vezuju za DNK §to za posledicu ima
¢elijsku smrt (Slika 10 c) [40].

2.6. Renijum - metal nove generacije

Renijum su 1925. godine otkrili nemacki nau¢nici Nodak, Take i Berg i dali mu ime po reci
Rajni [41, 42]. S obzirom na to da je procenat renijuma u zemljinoj kori 1077% smatra se vrlo
dragocenim prelaznim metalom. Takode u prirodi se nalazi u obliku smese dva izotopa *Re i ¥’'Re
[42, 43]. Nalazi se u 7. grupi PSE i moze se naci u oksidacionim stanjima od -3 do +7. Usled velikog
broja oksidacionih stanja u kojima se ovaj metal moze naci, Cesta je pojava da se kao finalni proizvod
reakcije dobije smesa jedinjenja renijuma, stoga je jako vazno prilagoditi eksperimentalne uslove koji
¢e biti ponovljivi [43, 44]. Razli¢ite renijumske vrste se mogu ponasati kao meka ili tvrda Luisova
kiselina, pri ¢emu njegovi relativno stabilni, nezasi¢eni intermedijeri mogu biti donori ili akceptori
elektrona. Stoga je polje organometalne i koordinacione hemije jedinjenja renijuma postalo veoma
istrazeno u poslednjoj deceniji [44, 45]. Veliku paznju privukli su Klasteri renijuma i polinuklearni
kompleksi koji se mogu koristiti u heterogenoj katalizi. Komercijalno dostupna jedinjenja renijuma
koja se najéeSce koriste pri katalizi ili kao prekursori u hemijskim sintezama razlicitih oksidacionih

stanja i geometrija prikazani su u Tabeli 2 [44, 45].
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Tabela 2. Primeri komercijalno dostupnih jedinjenja renijuma (tabela preuzeta iz [44])

Oksidacioni broj Geometrija kompleksa Komerp;éa:‘qce)nq;)stupno

VII (d°) tetraedarska [XReO4] X=Na, K, NH4
VI (d}) iskrivljeni oktaedar [ReOs]

V (d?) oktaedarska [ReCls] [ReOCl3(PPhs),]
1V (d®) oktaedarska [K2ReClg]

11 (d% oktaedarska [ResCl]

1 (d°) pseudo-oktaedarska /

I (d°) oktaedarska [ReX(CO)s] X=1, Br, Cl
0(d" oktaedarska [Re2(CO)1]

Jedinjenja renijuma visih oksidacionih stanja od VII do V uglavnom grade kompleksna
jedinjenja sa okso, nitrido i imido tipom liganada, dok je za jedinjenja u kojima je renijum nizeg
oksidacionog stanja karakteristi¢no da ligandi budu elektron-donori poput halogenida, amina, fosfina
i karbonila [44]. Istrazivanja su pokazala da su na sobnoj temperaturi luminescentni derivati na bazi
Re(CO)s pogodni za razvoj senzora i optickih materijala. Poslednjih desetak godina najveéu
ekspanziju dozivela je oblast organometalnih jedinjenja renijuma koja se mogu primenjivati u
medicini i radioterapiji. Sve ¢escée se ispituje antitumorski potencijal renijumskih kompleksa zbog
njihove stabilnosti, strukturne raznolikosti i fizicko-hemijskih svojstava [46]. Uzimajuéi sve
pomenuto u obzir, ne ¢udi da je broj publikacija vezanih za renijum rastao za 50% godisnje od 1990.
godine do sada [45].

2.6.1. Kompleksi renijuma(l) i njihova primena u medicinskoj hemiji

Jo§ davne 1940. godine kada je Valter Hiber sintetisao i okarakterisao organometalna
karbonilna jedinjenja renijuma, proucavao je i uticaj supstitucije jednog karbonila sa halogenidom.
Tako je nastao fragment kompleksnog jedinjenja [Rel(CO)s],* koji se pokazao kao veoma stabilan u
prisustvu koordinujucih rastvara¢a kao i razblazene hlorovodoni¢ne kiseline. Ovakvo saznanje
ukazuje na to da se u zavisnosti od prirode i izbora liganada kod ovako stabilnih i kineticki inertnih
karbonilnih kompleksa renijuma moze uticati na ispoljavanje luminescencije, sto ih ¢ini pogodnim

za fotosenzitizere i agense koji se mogu koristiti u dijagnostici [47]. Jedinjenja koja su ispoljila
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najbolju citotoksi¢nost i luminescenciju u svom sastavu imaju Re(CO)s fragment, §to omogucava
koordinaciju razli¢itih funkcionalnih grupa liganada. Pokazalo se da se su ovakva kompleksna
jedinjenja pogodna da izvrse brze i dublje prodiranjeu celije, kao i da je njihov citotoksi¢ni potencijal
proporcionalan njihovoj lipofilnosti [48]. Na osnovu DFT (eng. Density Functional Theory)
proracuna potvrdeno je da stabilnosti renijum(l) karbonil kompleksa doprinose upravo ligandi koji
poseduju sledece donorske atome: N > S > O, s toga i ne ¢udi to §to je najveci broj novosintetisanih
kompleksnih jedinjenja upravo sa N,N-tipom liganada [47]. Zbog toga nije iznenadujuce to da su
najvecu antipoliferativnu  aktivnost ispoljila  kompleksna jedinjenja  opste  formule
[Re(CO)s(bisimin)L], gde je L= monodentatni derivat piridina ili halogenid. Kao piridinski derivati
najc¢esce su koris¢eni 2,2 -bipiridin ili derivati na bazi fenantrolina. Mnoga kompleksna jedinjenja sa

ovakvim ligandima ispoljila su istu ili ¢ak bolju citotoksi¢nu aktivnost od cisplatine [49].

2.6.1.1.  Pregled bioloski aktivnih kompleksa renijuma(l) u in vitro i/ili in vivo uslovima i

njihove bioloSke mete

Jedna od mogucih bioloskih meta karbonilnih kompleksa renijuma(l) koji ne poseduju labilne
ligande jeste molekul DNK. Ovi kompleksi mogu ostvariti nekovalentne interakcije posredstvom
interkalacije ili vezivanjem za manji zleb (eng. minor groove) DNK molekula [20]. U studiji iz 2014.
godine pokazano je da se citotoksi¢ni efekat moze poboljsati i do Cetiri puta, u odnosu na polazni
renijumski kompleks, ako se za renijum(l) kao ligand koordinuje fendion - derivat 1,10-fenantrolina.
In vitro citotksi¢nost je ispitana na humanim tumorskim ¢elijskim linijama : PC3 - prostate, MFC-7
- dojke i T98G - glioblastoma Rezultati ukazuju da je fendion kao nekoordinovani ligand izuzetno
toksican, cak vise i od cisplatine, dok je polazni karbonilni kompleks renijuma u potpunosti
neaktivan, ali ono §to je vredno pomena je da je kompleksno jedinjenje renijuma(l) sa fendionom
ispoljilo umerenu citotoksi¢nu aktivnost ICso > 50 UM na svim pomenutim ¢elijskim linijama. Uz
pomo¢ UV-Vis titracija 1 gel elektroforeze utvrdeno je da se ovo kompleksno jedinjenje vezuje za
oba lanca molekula DNK, pri ¢emu ne dolazi do narusavanja njegove strukture, potpuno drugacije od
fendiona, koji ima tendenciju da se interkalira izmedu lanaca DNK [50]. Balakri$nan i saradnici su
zakljucili da kada se za renijum(I) karbonil koordinuju bipiridin i kao aksijalni ligand piridin, pri
¢emu oba liganda kao supstituente imaju dugacke hidrofobne alkil nizove koji doprinose lipofilnosti
kompleksa, dolazi do poboljsanja citotoksi¢nosti na obe humane tumorske celijske linije limfoma
(Raji) i T-limfocita (Jukart). Interkalacija izmedu baznih parova manjeg zleba (eng. minor groove)

molekula teleceg DNK potvrdena je UV-Vis titracijama, gel elektroforezom, cirkularnim dihroizmom
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1 racunarskim proracunima (eng. molecular docking). Utvrdeno je da Sto je duzi hidrofobni alkil niz,
to su jace m-m interakcije pri ¢emu kompleksno jedinjenje dovodi do stabilizacije B-forme DNK
molekula. Teorijskim prora¢unima je potvrdeno da se ove interakcije ostvaruju najvise u manjem
zlebu (eng. minor groove) DNK, u regiji koju ¢ine bazni parovi G - C zbog hidrofobnih interakcija
koje su omogucéene funkcionalnim grupama baznog para i $to duzeg alkil niza renijum(l) kompleksa

(Slika 11 a) [51].

Da za renijum(l) ne moraju biti koordinovani samo N,N - ligandi govori i studija iz 2018.
godine. U tom istrazivanju su pored dobro poznatih derivata fenantrolina kao bidentatnog ligandnog
sistema, koriS¢eni i monodentatni ligandi poput sulfonato i karboksilato jedinjenja kao $to su: p-
toluensulfonato, 1-naftalensulfonato, 2-naftalensulfonato, pikolinato, derivati nikotinske kiseline, N-
acetiltiptofanato, acetilsalicilato, fulfenamato, ibuprofenato, mefenamato, tolfenamato, naproksenato,
pri ¢emu je napravljena serija od 12 kompleksnih jedinjenja. Sva novosintetisana jedinjenja ispoljila
su jaku in vitro citotoksi¢nost prema humanim tumorskim ¢elijama dojke (MDA-MB-231 i MCF-7),
od ¢ega je nekoliko jedinjenja imalo ICsg < 0,50 uUM. Dobro poznatim eksperimentima je utvrdeno
vezivanje ovih kompleksnih jedinjenja za DNK molekul izolovan iz teleta. Pomoc¢u UV-Vis titracija
pokazano je da pri interkalaciji dolazi do hiperhromnog i batohromnog pomeranja usled interakcije

n-orbitale baznog para i t*-antivezivne orbitale iz aromati¢ne hromofore liganda (Slika 11 b) [52].
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Slika 11. Strukturne formule kompleksa renijuma(l) sa N,N-ligandima.

Pored DNK molekula kao bioloske mete izdvajaju se joS i celijske organele poput
mitohondrije 1 lizozoma. Mitohondrija je ¢elijska organela koja obezbeduje energiju jer ucestvuje u
stvaranju ATP-a (adenozin-trifosfata) putem procesa koji se naziva oksidativna fosforilacija, dok
lizozom ucestvuje u razgradnji ¢elijskih makromolekula i drugih delova ¢elije. Obe organele imaju
kljuénu ulogu u procesu ¢elijske smrti, dok njihova disfunkcija omogucava dalji opstanak i deobu
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tumorskih ¢elija [53]. Stoga je pri ispitivanju novosintetisanih kompleksnih jedinjenja jako vazno
odrediti lokalizaciju u ¢eliji i potencijalni mehanizam indukcije celijske smrti. Je i saradnici su
sintetisali Cetiri nova mono- i bi-nuklearna fosforescentna jedinjenja renijuma(l) sa dobro poznatim
aromati¢cnim N,N-ligandima na bazi fenantrolina. In vitro citotoksi¢nost ispitana je uz pomo¢
kolorimetrijskog testa inhibicije rasta - MTT metode (MTT je 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum bromid), pri ¢emu su tri jedinjenja ispoljila vrlo jak citotoksi¢ni potencijal na vise
humanih tumorskih ¢elijskih linija: HeLa (grli¢ materice), A549 i A549R (pluca), HepG2 (jetra) i na
zdravoj Celijskoj liniji LO2 (jetra fetusa). Da bi potvrdili lokalizaciju novosintetisanih kompleksa uz
pomo¢ konfokalne mikroskopije na HeLa ¢elijskoj liniji, sva etiri kompleksa inkubirana su zajedno
sa reafensom za bojenje lizozoma (LysoTracker) odnosno mitohondrija (MitoTracker), pri ¢emu se
doslo do interesantnog zakljucka koji je usko povezan sa lipofilno$¢u renijumskih kompleksa. Naime,
za dva kompleksa renijuma(l), ¢ija je vrednost log P izmedu -5 - 0 potvdena je lokalizacija u
lizozomima, dok su dva jedinjenja, ¢iji je log P izmedu 0 - 5, lokalizovana u mitohondrijama. Na
osnovu ovih saznanja, dalji eksperimenti su pokazali da je kod kompleksa sa nizom lipofilnosc¢u
glavni mehanizam delovanja apoptoza, dok je kod kompleksa vece lipofilnosti to paraptoza -
programirana celijska smrt kod koje izostaje fragmentacija DNK molekula, pri ¢emu dolazi do

uvecanja mitohondrija i endoplazmati¢nog retikuluma (Slika 12) [53, 54].

T“’Fe’z b) LysoTracker  MitoTracker  Preklapanje

Slika 12. a) Strukturna formula binuklearnog kompleksa renijuma(l) b) Konfokalna

mikroskopija na HeLa ¢éelijskoj liniji (slika preuzeta iz [53])

Oksidativni stres dovodi do stvaranje ROS-a, sto je jedan od bitnih procesa koji se odvija u
mitohondriji, pri cemu dolazi do proliferacije i diferencijacije celija usled ¢ega nastupa apoptoza.

Polaze¢i od ovakve hipoteze naucnici su sintetisali kompleksna jedinjenja trikarbonilrenijuma(l) sa
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2-acetilpiridin-fenilhidrazonom i para-nitrofenilhidrazonom, medutim, dosli su do interesantnog
zapazanja. Oba jedinjenja su aktivna prema humanoj tumorskoj ¢éelijskoj liniji plu¢a - NCI-H460 a
rezultatiproto¢ne citometrije pokazujuda dolazi do indukovanja apoptoze, kao posledica ostecenja
mitohondrije. Znajuci ovo, uraden je i eksperiment proizvodnje ROS-a, gde se doslo do interesantnog
zakljucka da su, zapravo, oba kompleksa ispoljila jace antioksidativno dejstvo pri ¢emu dolazi do

smanjenja koncentracije ROS-a ¢ak i pri malim koncentracijama upotrebljenog kompleksa [55].

Da renijumski kompleksi mogu uticati i na promenu primarne mete i mehanizma dejstva, u
cilju prevazilaZenja rezistencije dobro poznatog leka, govori studija Zila Gasera i saradnika iz 2016.
godine. Doksorubicin je organsko jedinjenje koje se upotrebljava kao citostatik za mnoge vrste
kancera, nalazi se u jedru ¢elije pri ¢emu dovodi do inhibicije topoizomeraze II usled interkalacije sa
DNK molekulom. Kuvantifikacija novosintetisanih konjugata doksorubicina sa renijum
cikolopentadienil kompleksima utvrdena je ICP-MS-om na HelLa ¢elijskoj liniji. Analizom je
potvdena akumulacije oba derivata renijuma u mitohondriji, $to je utvrdeno konfokalnom
mikroskopijom (Slika 13) [56].
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Slika 13. a) Strukturne formule Cp-Dox i Cp-N-Dox b) Konfokalna mikroskopija na HeLa
celijskoj liniji (slika preuzeta iz [56])

Oba kompleksna jedinjenja su veoma lipofilna pri ¢emu je jedno kompleksno jedinjenje i
protonovano na fizioloskom pH. Vrlo dobro je poznato da se jedinjenja visoke lipofilnosti i
katjonskog karaktera najcesce nalaze u mitohondriji. Pored ovih saznanja proucen je i uticaj
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renijumskih kompleksa na potencijal membrane mitohondrije pomocu protocne citometrije na HeLa
¢elijskoj liniji. Ovom analizom otkriveno je da nakon inkubacije od 48 h oba kompleksa dovode do
znacajne promene potencijala membrane mitohondrije, $to nije slucaj kod samog doksorubicina.
Pored svih ovih zapazanja, utvdeno je da oba kompleksa mogu da se vezu za DNK 1 da dovode do
inhibicije topoizomeraze Il. Zbog svih prethodno navedenih svojstava, otkriveno je da oba kompleksa
indukuju programiranu celijsku smrt - apoptozu, a direktna potvrda ovakvog zakljucka je jak

citotoksi¢ni potencijal prema HeLa ¢elijskoj liniji sa ICso vrednostima u nanomolarnom opsegu [56].

Jo§ 2011. godine su Kermagoret i saradnici sintetisali diselenato renijum(l) kompleksna
jedinjenja i ispitali njihov citotoksi¢ni potencijal na Cetiri razliite humane tumorske ¢elijske linije,
pri ¢emu se jedan kompleks izdvojio kao najaktivniji na ¢elijskoj liniji tumora dojke MCF-7 sa I1Csg
vrednosti od 4,75 pM. Ono §to u strukturnom pogledu izdvaja ovaj kompleks jeste da pored
koordinacije selena za metalni centar poseduje i dve karboksilne funkcionalne grupe koje mogu biti
tansformisane u dinatrijum karboksilat, koji je rastvoran u vodi $to omoguéava bolji transport u ¢eliju
(Slika 14) [57].
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Slika 14. Strukturna formula diselenato renijum(l) kompleksa.

Motivisani ovim otkricem Koler i saradnici su 2015. godine izvr$ili prvo ikada in vivo
testiranje kompleksnog jedinjenja renijuma(l). Zbog ispoljenog jakog citotoksi¢nog efekta, dobre
rastvorljivosti, stabilnosti i lipofilnosti, upravo je diselenato renijum(l) izabran kao idealan kandidat
za testiranje na modelu miseva, koji su prethodno tretirani sa humanom tumorskom ¢elijskom linijom
dojke - MDA-MB-231. Doza od 10 mg/kg se pokazala bezbednom na miSevima koji su bili tretirani
ovim kompleksom dnevno u vremenskom periodu od cetiri nedelje. Kao rezultat ovog testiranja

uoceno je da dolazi do smanjenja veli¢ine tumora [58].
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Da je izbor liganda vazan pokazuje i nau¢ni rad Knopfa i saradnika iz 2017. godine u kojem
je ispitano sedam novih jedinjenja trikarbonil renijuma(l) koja su dobijena zamenom hloridnog
liganda sa akva ligandom, opSte formule fac-[Re(CO),(diammin)(H,0)](CF,SO,) u cilju
poboljsavanja rastvorljivosti jedinjenja, kako bi bili $to pogodniji za bioloska ispitivanja. Kao
najaktivniji kandidat prema HeLa ¢elijskoj liniji i nekoliko ¢elijskih linija koje su rezistentne na
cisplatinu, izdvojilo se jedinjenje koje kao ligand poseduje 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Slika 15)
[59].

Slika 15. Strukturna formula fac-[Re(CO),(diammin)(H,O)](CF;SO,).

Konfokalom mikroskopijom na HeLa ¢elijskoj liniji potvrdeno je da se ovo jedinjenje ne
nalazi ni u mitohondriji, jedru ili endoplazmati¢nom retikulumu, ve¢ u vakuolama citoplazme.
Jedinjenje je takode inkubirano i sa indikatorom za lizozom (LysoTracker) da bi se utvrdila njegova
kolokalizacija, pri ¢emu je otkriveno da vakuole imaju sli¢na svojstva kao i lizozomi. Vredno pomena
je i saznanje da ovo jedinjenje ne dovodi do proizvodnje ROS-a u intracelularnom prostoru. Za
potrebe in vivo analiza, sintetisan je analog ovog kompleksnog jedinjenja sa tehnicijumom kao
metalnim centrom i to ™Tc koji se koristi u radiomedicini. Ovo jedinjenje je ubrizgano u miseve u
dozi od 0,10 pumol/kg, paralelno sa tim je u istoj dozi jedinjenje renijuma(l) dato drugoj grupi miseva
1 pracena je njihova biodistribucija u razli¢itim vremenskim intervalima u srcu, jetri, krvi, bubrezima,
renijum(I) ponasa kao i **™Tc¢ analog, $to znaci da se ovo jedinjenje potencijalno moze koristiti u
dijagnostici. Takode u toku razli¢itih vremenskih intervala primeceno je da se akva ligand menja
hloridnim u uzorcima krvne plazme i urina. Ovo ukazuje da je distribucija jedinjenja renijuma(l) u
tumorskim ¢elijama omogucena izmenom aksijalnog liganda [59].

Dva kompleksa trikarbonil renijuma(l) sa piridinom i B-karbonilnim derivatima ispoljila su
jak antitumorski potencijal na vise humanih tumorskih ¢elijskih linija, a cak su aktivnija od cisplatine
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na Celijskoj liniji pluc¢a koja je rezistentna na ciplatinu - A549R. Takode je veoma vaznoda su oba
kompleksa manje toksi¢na prema zdravoj ¢elijskoj liniji u odnosu na tumorske éelijske linije. Pomocu
fluorescentne mikroskopije je potvrdeno da najaktivniji kompleks dovodi do disfunkcije lizozoma,
jer dolazi do smanjene aktivnosti lizozomne hiodrolaze - katepsina B. Western blot analizom na
¢elijskoj liniji A549, utvrdeno je da kompleks renijuma(l) inkubiran sa proteinom LC3B dovodi do
blokade autofagije. Renijum(l) kompleks uzrokuje disfunkciju lizozoma, pri ¢emu dolazi do
nagomilavanja proteina LC3B, ¢ime je dalji mehanizam autofagije blokiran. Ovo je prvo do sada u
literaturi opisano jedinjenje renijuma(l) kod kojeg je indukcija apoptoze povezana sa zaustavljanjem

procesa autofagije (Slika 16) [60].

Slika 16. Strukturna formula kompleksa trikarbonil renijuma(l) sa p-karbonilnim derivatom

In vivo analiza ukazuje da dolazi do smanjenja veli¢ine tumora u toku od 21 dan, kod miseva
tretiranih celijskom linijom A549 na kojima je ispitivan uticaj kompleksnog jedinjenja renijuma(l)
[60].

U cilju $to boljeg transporta u ¢elijama dva lipofilna, binuklearna renijum(I) kompleksa opste
formule [Re2(CO)s(dip)2L](PFs)2 (dip = 4,7-difenil-1,10-fenantrolin; L = 4,4'-azopiridin (ReN) ili

4,4'-ditiopiridin (ReS)) su sintetisana i ispitana u in vitro i in vivo uslovima (Slika 17 a i b) [61].
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Slika 17. Strukturne formule binuklearnih kompleksa renijuma(l)

Oba jedinjenja su ispoljila do sada najbolju zabelezenu citotoksi¢nost, kada su jedinjenja
renijuma(l) u pitanju, prema nekoliko humanih tumorskih celijskih linija. Kompleksno jedinjenje
koje sadrzi 4,4'-ditiopiridin kao ligand je pokazalo bolju aktivnost od cisplatine na humanoj
tumorskoj ¢elijskoj liniji pluc¢a - A549. Takode je vredno pomena da oba jedinjenja imaju potencijal
da prevazidu rezistentnost cisplatine na humanoj tumorskoj ¢elijskoj liniji plu¢a, koja je rezistentna
na cisplatinu - A549R. Fluorescencijom na HeLa celijskoj liniji utvrdena je akumulacija oba
kompleksna jedinjenja u mitohondriji, pri ¢emu dolazi do promena u strukturi organela kao i do
disfunkcije potencijala membrane mitohondrije. Zbog ovakvog efekta koji oba jedinjenja ispoljavaju
dolazi do nagomilavanja ROS-a u mitohondriji, §to za direktnu posledicu ima izazivanje Celijske smrti
- apoptoze, $to je potvrdeno pomocu ¢elijskog ciklusa i protocne citometrije na HeLa ¢elijskoj liniji.
Usled ovakvih promena dolazi i do poremecaja u metabolizmu mnogih enzima, a takode desava se i
oksidacija glutationa — GSH, pri ¢emu nastaje njegov oksidovani oblik — GSSG, koji onda reaguje sa
glutation peroksidazom §to utice na redoks-zavisne enzme. Kada se jedinjenja renijuma(l) inkubirana
12 h sa HeLa ¢elijskom linijom, primeceno je da dolazi do smanenja nivoa GSH/GSSG, dok se nivo
NADP*/NADPH povecava, §to ukazuje da ovi kompleksi mogu uticati na metabolizam enizma i
redoks zavisnih vrsta. Za potrebe in vivo istrazivanja, miSevi Su prvih 9 dana bili tretirani
kompleksima renijuma(l) u dozi od 5 mg/kg, pri ¢emu je 19. dana primeéeno da oba kompleksa
dovode do smanjenja veli¢ine tumora, pri ¢emu nije primeceno da je doslo do bilo kakvih patoloskih

promena kod miseva [61].
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Jo§ jedno istrazivanje iz 2020. godine bavilo se ispitvanjem uticaja aksijalnog liganda na bazi
derivata izonitrila, pri ¢emu je sintetisano 11 razli¢itih renijum(I) kompleksnih jedinjenja sa N,N-
tipom liganada. In vitro analizom na HeLa ¢elijskoj liniji, utvrdeno je da su sva jedinjenja ispoljila

citotoksi¢nu aktivnost sa 1Cso vednostima u rangu od 1,2 do 53 uM (Slika 18) [62].
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Slika 18. Strukturna formula kompleksa renijuma(l) sa izonitrilom

Izvedeni su sledeé¢i zakljucci: najaktivnija su jedinjenja koja poseduju elektron-donorske
grupe na polipiridinskim prstenovima, dok je najmanja aktivnost primecena kod jedinjenja sa
elektron-privlaénim grupama kao Sto je trifluorometil, dok se ispostavilo da izonitril kao aksijalni
ligand nema prevelikog uticaja na citotoksi¢ni efekat. Takode je vredno napomenuti da je lipofilnost
ispitivanih jedinjenja u skladu sa citotoksi¢nos¢u i elektronskim efektima Konfokalnom
mikroskopijom na HeLa c¢elijskoj liniji pokazano je da su kompleksi renijuma(l) lokalizovani u
mitohondriji sa tendencijom deobe jedne mitohondrije na dve, §to dovodi do oticanja i stresa u
endoplazmati¢nom retikulumu (ER). Kao jo$ jedna potvrda da pomenuta jedinjenja mogu izazvati
stres u endoplazmati¢énom retikulumu, uraden je i Western blot, gde su sva jedinjenja dovela do
povecanja ekspresije proteina CHOP, koji je odgovoran za regulaciju funkcije ER. Za potrebe in vivo
analize sintetisani su analozi ovih jedinjenja sa tehnicijumom i pracena je njihova biodistribucija kod
miseva. Kompleks renijuma(l) i analog tehnicijuma se akumuliraju u bubrezima i delimi¢no u jetri,
dok je akumulacija druga dva para analoga primec¢ena u srcu i plu¢ima. Posto je biodistribucija
kompleksa renijuma(l) i tehnicijumskih analoga veoma sli¢na, smatra se da bi renijum(l) jedinjenja
mogla da se koriste u medicini u oblasti dijagnostike i radioterapije. Zbog odli¢nog citotoksi¢nog
potencijala ovih jedinjenja, ispitan je i efekat smanjenja veli¢ine tumora na humanoj tumorskoj
¢elijskoj liniji jajnika - A2780 u in vivo uslovima na miSevima. MiSevi su bili tretirani razli¢itom

koncentracijom najaktivnijeg jedinjenja renijuma(l) u toku 27 dana. U ovom vremenskom roku
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primeceno je da nize koncentracije leka ne dovode do inhibicije rasta tumora i da je optimalna doza

pri kojoj dolazi do smanjenja veli¢ine tumora 20 mg/kg [62].

2.6.2. Kompleksna jedinjenja renijuma(V) i njihova primena

Oksorenijum(V) kompleksi nasli su se u centru paznje prvi put 1967. godine, kada su
Vilkinson i Cat uspeli da koordinuju tercijarni fosfin za renijum(V). Sinteza podrazumeva redukciju
renijuma(VI1) u obliku perrenata koncentrovanom HCI, pri ¢emu nastaje kompleksno jedinjenje
renijuma(V), zelene boje, trans konfiguracije, formule [ReOClI3(PPhs)2]. Ovakvo kompleksno
jedinjenje oktaedarske geometrije se moze koristiti kao polazni kompleks pri sintezi novih
oksorenijum(V) kompleksa sa veoma raznovrsnim ligandnim sistemima. Pri reakciji sa mono ili
polidentatnim ligandima dolazi do supstitucije hloro i trifenilfosfin liganada. Stoga su poslednjih
decenija oksorenijum(V) kompleksna jedinjenja nasla primenu kao katalizatori za razlicite
transformacije poput aldolne kondenzacije, epoksidacije olefina i redukcije perhlorata. Takode, sve

vi$e interesovanja privlac¢i i primena ovih kompleksa u biomedicinske svrhe [63].

2.6.2.1. Kataliticka primena oksorenijum(V) kompleksa

Zbog svoje stabilnosti, oksorenijum(V) kompleksi ¢ine pogodne kandidate za katalitiCke
reakcije, kao §to je epoksidacija olefina. ViSe razli¢itih nau¢nih studija na ovu temu je publikovano u
poslednjih 20 godina, gde su kao ligandni sistemi koriS¢ena jedinjenja poput pirazola, fenolata,
naftolata, acetilacetonata, p-ketoimina, tetradentatnih Sifovih baza, oksazolinilmetoksido derivata,
medutim, rezultati su pokazali nizu kataliticku aktivnost u odnosu na jedinjenja renijuma(V1I). Stoga
je u poslednjoj deceniji sve viSe publikacija usmereno ka sintezi novih, efikasnijih kompleksa
oksorenijuma(V), koji ¢e ukloniti prethodne nedostatke. Poznato je da oksorenijum(V) kompleksi
ucestvuju u katalitickoj reakciji prenosa atoma kiseonika sa piridin N-oksida na fosfine. Macura i
saradnici su razvili jedinjenja oksorenijuma(V) na bazi fenolata i karboksilata, koja su stabilna na
vazduhu i otporna na vlagu kako na sobnoj temperaturi tako i u rastvoru do nekoliko dana. Svi
kompleksi su testirani u reakciji epoksidacije ciklooktena, pri cemu je procenat konverzije bio izmedu
58 1 75% [64]. U jos jednom istrazivanju Macure i saradnika iz 2013. godine u svrhu epoksidacije
ciklooktena i stirena ispitana su jedinjenja sintetisana od razlic¢itih polaznih oksorenijum(V)
kompleksa, gde su kao ligandi upotrebljeni hinolin i izohinolin karboksilne kiseline. Svi kompleksi
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su stabilni na vazduhu na sobnoj temperaturi i otporni na vlagu, a reakcija epoksidacije ciklooktena i
stirena izvedena je na razliCitim temperaturama i vremenskim intervalima. Analizom rezultata
zakljuceno je da ovi kompleksi oksorenijuma(V) nemaju uticaj na epoksidaciju stirena, dok se pri

temperaturi od 50 "C nakon 24 h moze posti¢i konverzija cikooktena i do 68% [65].

Da za jon renijuma ne moraju uvek biti koordinovani bidentatni ligandi govori i nau¢ni rad
Cvetlera i saradnika iz 2016. godine u kojoj je kao ligandni sistem izabran tetradentatni iminofenolat
sa razli¢itim supstituentima na N,N-donorskim atomima. Ovi kompleksi se mogu Kkoristiti kao i
prethodni za epoksidaciju ciklooktena, ali takode i za redukciju perhlorata. Perhlorati su visoko $tetni
polutanti koji ispoljavaju Stetne efekte po ljudsko zdravlje i zivotnu sredinu, te je od velike vaznosti
izvrSiti njihovu redukciju u hloride. Redukcija perhlorata u prisustvu organskih sulfida pokazala je
da je kompleks koji poseduje dimetilpropil grupu u mostu, jedini koji je pokazao umerenu aktivnost
na sobnoj temperaturi, pri ¢emu se prinos reakcije pobolj$ao kada je temperatura poveéana na 50 °C.
Pretpostavlja se da su razlozi umerene aktivnost ovog kompleksa upravo sterna i elektronska svojstva
terc-butil grupe, koja smanjuje kataliticku mo¢ ovog jedinjenja. Jedinjenje u kome je okso grupa u
trans polozaju u odnosu na hlorido ligand je o¢ekivano najneaktivnije, jer su prethodna istrazivanja
pokazala da je cis konformacija kljuéna za kataliti¢ku aktivnost. Ovakvi rekcioni uslovi uglavnom
pogoduju kompleksnim jedinjenjima cis konfiguracije, medutim u ovom radu je pokazano da upravo
cis izomer ispoljava jako slab kataliticki potencijal, §to je veoma interesantan zakljudak. Sto se tice
epoksidacije ciklooktena, ona je praéena u razli¢itim rastvara¢ima pri razli¢itim temperaturama, pri
¢emu su sva jedinjenja pokazala umereni prinos konverzije u prinosu od 50 do 70% u toluenu u prvih
7 sati eksperimenta. Pored ovih eksperimenata ispitana je i sposobnost prenosa atoma kiseonika iz
DMSO-a na trifenilfosfin u deuterisanom benzenu u toku 24 h, pri ¢emu su najvece razlike primeéene
izmedu cis i trans oksorenijum(V) kompleksa. Kod kompleksa cis konfiguarcije uopste ne dolazi do
oksidacije trifenilfosfina, dok je kod kompleksa u kom su hlorido i okso grupa u trans polozaju dolazi

do potpune oksidacije trifenilfosfina u trifenilfosfin - oksid [66].

Rad Sahnera i saradnika iz 2019. godine govori da su kompleksi na bazi fenol-
dimetiloksazolinskih liganda idealni kandidati kako za epoksidaciju cikooktena tako i za redukciju
perhlorata do hlorida u vodenim uslovima. Pri reakciji epoksidacije, razli¢iti stereoizomeri su imali
slicnu kataliticku aktivnost, $to znaci da stereohemija nije imala znacajan uticaj. Kao najbolji
katalizatori pokazali su se kompleksi oksorenijuma(V) sa ligandima koji u svojoj stukturi poseduju
elektron-donorske grupe, dok je najaktivnije bilo jedinjenje koje kao supstituent poseduje NO2
elektron- akceptorsku grupu gde je stepen konverzije cikooktena bio 80. Ovi rezultati su u skladu sa
podacima dobijenim ciklicnom voltametrijom. Kod redukcije perhlorata posredstvom organskih
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sulfida, stereohemija ima veoma bitan uticaj na kataliticku aktivost. Jedinjenje u kome su N,N
donorski atomi iz liganada u trans polozaju pokazalo se kao najaktivnije dok je njegov cis izomer bio
potpuno neaktivan [67]. Prikaz polaznih kompleksa oksorenijuma(V) i razli¢itih ligandnih sistema

koriS¢enih u kataliticke svrhe nalazi se na Slici 19 [64-67].
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Slika 19. Prikaz strukturnih formula ligandnih sistema i polaznih kompleksa oksorenijum(V)
koris¢enih u kataliti¢ke svrhe [64-67]
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2.6.2.2.  Kompleksi oksorenijuma(V) u nuklearnoj medicini

Nuklearna medicina predstavlja granu medicine u kojoj se radioaktivni izotopi elemenata
koji se nalaze u sklopu namenski dizajniranog molekula koji ima ulogu nosaca, koriste za tretiranje
tumorskog tkiva bez izazivanja oSteCenja na zdravom okolnom tkivu. Tradicionalan pristup je
podrazumevao kori$éenje izotopa poput BF, 0O, BN, C, 31| ali je njihova primena veoma
ograni¢ena zbog njihove rasprostranjenosti, kao 1 njihovog kratkog vremena polu-zivota. Stoga da bi
se ovakve prepreke prevazisle, doslo je do razvoja novih radiofarmaceutika. Do 2012. godine je 41

radiofarmaceutik bio odobren od strane FDA od cega je 14 jedinjenja bazirano na izotopima poput
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B 1ic, ¥c, 1231 125 131 13N, dok je 16 jedinjenja u svojoj strukturi imalo *MTc, koji je
najrasprostranjenji radiofarmaceutik do danas, a koji emituje y zracenje [68]. Na biodistribuciju kod
radiofarmaceutika na bazi metala i nosaca utice lipofilnost, naelektrisanje i veli¢ina. Izbor metala je
jako vazan faktor, jer upravo oksidaciono stanje metala, geometrija oko metalnog centra, radijus,
atomski broj i naclektrisanje doprinose izboru nosaca koji bi kao donorske atome trebalo da poseduje
N, S ili O atome. SavrSen spoj se ostvaruje ako je jedinjenje kineticki inertno i termodinamicki
stabilno [69]. Mehanizam delovanja radiofarmaceutika na tumorske ¢elije se sastoji od radiometala
koji se vezuje za molekul nosaca i koji pod uticajem emisije jake energije radijacije dovodi do
nepopravljivih oste¢enja na DNK molekulu, pri ¢emu izaziva smrt tumorske celije. Najcesci

emitovane Cestice su a i B Cestice [68, 69].

Pored tehnecijuma poslednjih decenija se izdvojio renijum, koji poseduje dva radio izotopa
18Re i '®8Re. Renijum i tehnicijum nalaze se u istoj grupi PSE, a poseduju vrlo sli¢ne fizicko-
hemijska svojstvazbog lantanoidne kontrakcije koja se javlja kod metala druge i tre¢e grupe prelaznih
metala. Zbog ovoga tehnicijum i renijum su uporedivi u smislu veli¢ine, naelektrisanja, dipolarnog
momenta, lipofilnosti, pa ne ¢udi sve ¢esc¢a upotreba radioizotopa renijuma u nuklearnoj medicini. U
oksidacionom stanju +7 veoma stabilan tetradentatni perrenatni jon ReO4  pokazao se kao idealan
prekursor za sintezu radiofarmaceutika na bazi renijuma(V). Do 2022. godine u Nacionalnoj
americkoj medicinskoj biblioteci zabelezeno je 14 studija kojima je u klinickim ispitivanjima

koris¢en neki od dva radioizotopa renijuma [70].

Radioizotop ®°Re ima kratko vreme polu-Zivota ti» = 3,7 dana, i pri raspadu se razlaze na
18\ i 1850s. Emituje B~ Cestice niske energije koje prodiru u tkivo samo do 4,5 mm, §to ga ¢&ini
pogodnim sredstvom za radioterapiju tumora veli¢ine nekoliko milimetara ili centimetara. Za razliku
od njega, izotop ®8Re poseduje vreme polu-zivota ti2= 17 h i pri raspadu emituje samo B~ Gestice sa
mogucnoscu penetracije tkiva do 11 mm, §to omogucava njegovu primenu kod ¢vrstih tumora (eng.
solid tumors). Generator na bazi 1#W/'®®Re se koristi za proizvodnju ovog izotopa [68, 69, 70]. Oba
izotopa renijuma, ®®Re i ®8Re se mogu koordinovati za hidroetilidendifosfonat (HEDP) i Koristiti
kao radiofarmaceutici za leCenje veoma bolnih metastaza kostiju. Po$to oba izotopa nemaju afinitet
vezivanja za kosti, moraju biti koordinovani za ovakav organski fosfat, da bi u reakciji hidrolize
doveli do formiranja hidroksidnih mostova tako sto ¢e se fosforilovani kiseonik ili oksorenijum(V)
jon koordinovati za jone kalcijuma koji se nalaze na povrSini hidroksiapatitnih kristala. U
istrazivanjima kod pacijenata koji boluju od kancera prostate, a Sa metastazama na kostima, primenjen
je ®Re izotop i pracen je indeks smanjenja bola kod pacijenata u toku od 7 nedelja i zakljugeno je
da je kod 80% ispitanika doSlo do smanjenja bola. Jo§ jedna studija ukazuje da u zavisnosti od
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primljene doze ¥ Re-HEDP, smanjenje bola kod ispitanika moze biti izmedu 38% i 82%, a efekat bi
se ispoljilo izmedu prve i trece nedelje od uzimanja terapije, i trajao bi od 5 do 12 meseci. Najveci
nedostatak ovakvog tretmana je sporedni efekat hematoloske prirode koji 1*Re-HEDP, jer je uocen
pad broja trombocita kod 36% ispitanika. Da bi se nedostaci *%®Re prevazisli izvrSena su israZivanja
sa ®8Re-HEDP. U klini¢kom ispitivanju uéestvovala su 22 muskarca koja boluju od kancera prostate,
sa veoma bolinim metastazama na kostima, koji su primili razli¢ite doze radiofarmaceutika i kod
kojih se takode kao glavni neZeljeni efekat ispoljila trombocitopenija i to kod 86% ispitanika, pri
¢emu je maksimalna doza radiofarmaceutika iznosila 3,3 GBg. Kod 64% pacijenata koji su primili
maksimalnu dozu leka doslo je do smanjenja bola koje je trajalo od 3 do 6 meseci. Medutim, jo$ jedan
nezeljeni efekat je primecen kod svih ispitanika, a to je supresija kostane srzi do koje je doslo zbog

prevelike izloZenosti - ¢esticama (Slika 20) [71, 72].
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Slika 20. Strukturna formula ¥Re-HEDP

Glioblastom predstavlja jedan od najagresivnijih oblika kancera mozga kod odraslih osoba.
Cak i posle primene terapije, ovaj tumor ima tendenciju vra¢anja od 90%, a ono §to jo$ vise otezava
lec¢enje je sama lokacija tumora. Stoga, lekovi koji bi se primenjivali moraju proé¢i krvno-mozdanu
barijeru da bi dospeli do samog tumora. Kada se beta emiter poput ¢ Re-BMEDA inkubira zajedno
sa lipozomom, nastaje stabilno jedinjenje koje se moze koristiti za tretiranje glioblastoma u vidu
brahioterapije [73]. Brahioterapija predstavlja direktan unos radiofarmaceutika, u visokoj dozi, u
neposrednu blizinu tumora, bez ostecenja po okolna tkiva [74]. Dve grupe pacova, podeljene u
kontrolnu i eksperimentalnu grupu, bile su tretirane humanim tumorskim ¢elijskim linijama
glioblastoma - U87 i U251. Kontrolnoj grupi je davan neradioaktivni lipozomom, dok je
eksperimentalna grupa bila podvrgnuta tretmanu sa razli¢itim dozama ®Re-BMEDA lipozoma. Prvi
put je zabelezeno da su pacovi u eksperimentalnoj grupi preziveli do 120 dana i da je bezbedna

maksimalna doza oksorenijum farmaceutika iznosila 1845 Gy. Ovakav nacin terapije U odnosu na

30



konvencionalne je mnogo efikasniji, jer ukazuje da radiofarmaceutik, kada je inkubiran zajedno sa
lipozomom, moze direktno da se transportuje do tumorskog tkiva i da je koli¢ina beta zracenja
dovoljna za njegovo tretiranje. Histologija mozdanog tkiva pokazala je znacajne rezultate, jer je kod
pacova u kontrolnoj grupi doslo do povecanja veli¢ine tumora, dok je u eksperimentalnoj grupi kod
svih pacova uoceno odsustvo tumora bez ispoljavanja toksi¢nih efekata na okolna tkiva (Slika 21)
[73].
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Dve studije iz 2009. i 2014. godine vrsile su ispitivanje da li bi se u klinici za tretiranje

Slika 21. Strukturna formula 18Re-BMEDA

oboljenja zajedno sa jedinjenjima na bazi ®*™Tc mogli Koristiti renijumski analozi. [75, 76]. Edelman
i saradnici su radili uporednu studiju jedinjenja **™Tc i ®8Re na nemikrocelularnom karcinomu pluc¢a
(eng. non-small lung cancer) i pluénom karcinomu malih ¢elija (eng. small cell lung cancer). Kod
oba tipa kancera uoc¢eno je postojanje velikog broja receptora za somatostatin [75]. Somatostatin je
neuropeptid koji je odgovoran za regulaciju hormona poput somatotropina, glukagona, insulina,
tireotropina i gastrina [76]. Stoga su Elderman i nauc¢nici koristili peptid - P2405, koji je sacinjen od
11 amino kiselina i koji se moZe vezati za samostatin - zavisne receptore kod oba tipa karcinoma.
Peptidi su se pokazali kao bolji nosaci u radioterapiji u odnosu na antitela zbog svojih dimenzija,
boljeg delovanja na ¢vrste tumore, kao i brze eliminacije iz organizma. U ovom istrazivanju
ucestvovali su pacijenti kojima je bio dijagnostifikovan IIIb ili IV stadijum oboljenja plu¢a. Svim
ispitanicima je davan **™Tc-P2405 radiofarmaceutik, dok je grupa od 8 pacijenata primila i razlicite
doze renijumskog analoga - '®8Re-P2045. Na osnovu svih analiza utvrdeno je da je maksimalna
apsorbovana doza zracenja 13 Gy, dok je najveci sporedni efekat bio smanjenje broja limfocita, pri
¢emu nije primeceno dugotrajno ostecenje Stitne zlezde. Vracanje tumora nije primeceno kod pet od

osam pacijenata i njihovo stanje je bilo stabilno i 8 nedelja nakon tretmana. U budu¢nosti bi lecenje
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uz pomoé 8Re-P2405 moglo postati praksa, jer iako u ovoj studiji nije prime¢eno da dolazi do
smanjenja veli¢ine tumora, dolazi do stabilizacije bolesti, ali da bi se ovakav zakljucak potvrdio,
neophodno je izvrsiti ispitivanje na mnogo ve¢em uzorku [75]. Studija iz 2014. godine ispitala je
uticaj %Re-P2405 na smanjenje veliine tumora pankreasa. Za potrebe eksperimenta koriséeni su
misevi koji su tretirani sa tumorskom celijskom linijjom pankreasa miSa - AR42J. Svakog tre¢eg dana
u periodu od 16 dana miSevima je ubrizgavana razli¢ita doza 8Re-P2405. Nakon trinaest dana
veli¢ina tumora u kontrolnoj grupi bila je 318 mm?3, dok su u grupama koje su tretirane malom,
srednjom i velikom koncentracijom radiofarmaceutika veligine bile 91, 44 i 13 mm?3. Sve primenjene
doze su se pokazale bezbednim po miseve, dok je akumulacija *®8Re-P2405 u bubrezima veoma mala.
Veoma je vazno napomenuti da kod svih tretiranih grupa miSeva nije doslo do gubitka telesne tezine,
promene u organima ili mortaliteta. Takode, ispitano je i vezivanje neradioaktivnog 118Re-P2405
za somatostatin receptore na ¢elijskoj membrani kod AR42J i humanoj tumorskoj ¢elijskoj liniji
pankreasa- NCI-H69. Rezultati su pokazali da se ovaj peptid mnogo bolje vezuje za receptore
humanog porekla, §to ukazuje da bi se 1%8Re-P2405 mogao koristiti i za ljude. S toga je u Americi
trenutno u klini¢kim ispitivanjima '®8Re-P2405, pod nazivom Tozaride kao potencijalni lek za lecenje

karcinoma pluca i prostate (Slika 22) [76].
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Slika 22. Strukturna formula #Re-P2405
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2.6.2.3.  Renijum(V) kompleksi u medicinskoj hemiji

Abram i saradnici su bili prvi koji su 2009. godine sintetisali seriju oksorenijum(V)
kompleksa sa tridentatnim N,S,N- tiosemikarbazonima i ispitali njihov in vitro citotoksi¢ni potencijal.
Tiosemikarbazoni su dobo poznati ligandni sistemi, jer mogu da ostvare koordinaciju sa mnogim
prelaznim metalima, pri ¢emu nastaje stabilno kompleksno jedinjenje. Takode, tiosemikarbazoni se
mogu koristiti kao antibakterijska ili antivirusna sredstva, kao i antimalarici. Sest novih stabilnih
oksorenijum(V) kompleksa na bazi razli¢itih derivata tiosemikarbazona koji su dobijeni u sintezi N-
[N’,N’-dialkilamino(tiokarbonil)]benzimidazol hlorida i 4,4-dialkiltiosemikarbazida, ispitani su na
humanoj tumorskoj ¢elijskoj liniji dojke - MFC-7. Kada se uporede 1Cso vrednosti slobodnih liganada
moze uocava se da je citotoksi¢nost usko povezana sa razli¢itim derivatima tiosemikarbazona. Stoga,
Sto je manji alkil niz, to je jedinjenje aktivnije, pa je tako 1Cso za metil derivat 0,39 UM, dok je zamena
samo jedne metil grupe fenil grupom dovodi do snizenja aktivnosti pri cemu je ICso = 0,85 uM. Na
aktivnost, takode, moze uticati i veli¢ina aromati¢nog prstena, pa je tako aktivnije jedinjenje ono koje
poseduje 6-¢lani prsten u svojoj strukturi u odnosu na ona koja poseduju 5-¢lani i 7-¢lani prsten.
Medutim, ono §to je vazno napomenuti je da ovakav trend nije primecen kod oksorenijum(V)
kompleksinh jedinjenja. Ovakvo zapaZanje dovodi do zaklju¢ka da mehanizam dejstva kompleksnog
jedinjenja u bioloskim sistemima moze biti potpuno drugaciji u odnosu na slobodni ligand. Da bi se
ispitala uloga oksorenijum fragmenta i hlorido liganda, sintetisan je analog najaktivnijeg
oksorenijum(V) kompleksa pri ¢emu je okso O grupa zamenjena nitrido grupom N*, a hlorido
ligand zamenjen sa trifenilfosfinom. Medutim, ovo jedinjenje je bilo neaktivho prema MFC-7
¢elijskoj liniji €ak 1 pri koncentraciji od 20 uM. Jedna od moguénosti kako ovi kompleksi dovode do
apoptoze Celija je stvaranje adukta DNK 1 topoizomeraze II posredstvom tiosemikarbazona, §to

dovodi do inhibicije ribonukleotid reduktaze (Slika 23 a i b) [77].
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Slika 23. Strukturne formule kompleksa renijuma(V)
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U studiji iz 2013. godine istrazivacka grupa Abrama i saradnika je nastavila dalje svoj rad u
cilju Sirenja biblioteke jedinjenja oksorenijuma(V) 1 nitridorenijuma(V) sa rali¢itim
tiosemikarbazonima i tiosemikarbazidima, kako bi ispitali uticaj supstitucije liganada na aktivnost
kompleksa. U reakciji sa kalijum cijanidom ili amonijum tiocijanatom, polaznim renijumskim
kompleksom 1 odgovaraju¢im tiosemikarbazonom/tiosemikarbazidom vrSena je supstitucija
monodentatnog hlorido liganda cijanidnim ili izotiocijanidnim ligandom. Kao nov S,0- bidentatni
ligand koriS¢ena je benziltiourea, pri ¢emu je novi kompleks oksorenijuma(V) dobijen u
koncertovanoj reakciji (,,one-pot reaction®), koja je karakteristicna po tome $to se sinteza odvija kroz

niz reakcija od polaznog do Zeljenog renijum kompleksa bez izolovanja meduproizvoda (Slika 24 a i
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Slika 24. Strukturna formula kompleksa oksorenijuma(V)

In vitro citotoksi¢nost je ponovo bila ispitana na MFC-7 ¢elijskoj liniji. Analizom rezultata
utvrdeno je da monodentatni ligandi doprinose boljoj aktivnosti u odnosu na bidentatne ligande.
Najaktivnije jedinjenje je ono kod koga je hlorido ligand koordinovan za oksorenijum(V), nakon ¢ega
slede kompleksna jedinjenja sa cijanidnim odnosno izotijocijanidnim ligandom sa 1Cso vrednostima
od 0,41, 0,6 i 1,71 pM. Odsustvo aktivnosti prema MFC-7 ¢elijskoj liniji ispoljilo je kompleksno

jedinjenje oksorenijuma(V) sa benziltioureom [78].

Prvi oksorenijum(V) kompleksi koji su ispitani u in vivo uslovima i ¢iji je primarni
mehanizam delovanja nekroza, a ne apoptoza, sintetisani su u istrazivackoj grupi profesora Liparda
2015. godine [79]. Dugo se verovalo da je nekroza nekontrolisan proces za razliku od apoptoze,

medutim novije studije ukazuju da i1 kod nekroze postoje jasni znaci regulacije procesa. Tokom
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nekroze dolazi do disfunkcije mitohondrije, povecane proizvodnje ROS-a, kao i poremecaja u sintezi

ATP-a [80].

Dva kompleksa oksorenijuma(V) sa derivatima 1,10-fenantrolina ispitana su u in vitro

uslovima na 12 humanih tumorskih ¢elijskih linija i jednoj zdravoj humanoj ¢elijskoj liniji (Slika 25
aib)[79].

Slika 25. Strukturne formule oksorenijum(V) kompleksa a i b sa derivatima 1,10-fenantrolina

Rezultati ukazuju da oba kompleksa imaju 1Csg vrednosti u sub-mikromolarnom opsegu i
da su aktivniji od cisplatine. Takode, vazno je napomenuti da kompleks b ispoljava 20 puta vecu
aktivnost od cisplatine na humanoj tumorskloj ¢elijskoj liniji plu¢a - A549, a razlog ovako dobre
aktivnosti krije se u lipofilnosti ovog jedinjenja. Analizom celijskog ciklusa na A549 ¢elijskoj liniji
utvrdeno je da oba jedinjenja dovode do zaustavljanja ciklusa u G fazi, §to znaci da ne dolazi do dalje
deobe celija. Da oba oksorenijum(V) kompleksa izazivaju nekrozu, potvrdeno je pomocu
nekrostatina-1 koji je inhibitor proteinskih kinaza RIP1 i RIP3 koje su klju¢ne pri procesu nekroze.
Ova analiza je uradena na tri razli¢ite humane tumorske celijske linije, pri ¢emu je pokazano da dolazi
do smanjenja aktivnosti oba kompleksa kada su inkubirani zajedno sa nekrostatinom-1. Konfokalnom
mikroskopijom je potvrdeno da dolazi do oStecenja na plazminoj membrani na A549 Celijskoj liniji
Sto je jos jedan od dokaza da dolazi do nekroze. Takode, proto¢nom citometrijom na A549 celijskoj
liniji potvrdeno je da dolazi do formirana ROS-a, kao i da oba jedinjenja dovode i do promena
potencijala membrane mitohondrije ¢ak i kada su RIP1 i RIP3 blokirani od strane nekrostatina-1. U
in vivo ispitivanjima na misevima koji su bili tretirani kompleksom a i kompleksom b u toku 6 dana
nije primecen gubitak telesne tezine, kao ni znakovi toksi¢nosti, Sto ukazuje da bi ova jedinjenja

mogla da zamene cisplatinu jer su bezbednija po organizam. Takode je pracena i stabilnost kompleksa
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1 u ljudskoj krvi, pri ¢emu je vreme polu-Zivota zadrzavanja jedinjenja u krvi uporedivo sa
cisplatinom, sto bi znacilo da bi ova jedinjenja mogla biti potencijalni kandidati za dalja klinicka

ispitivanja [79].

Patra i saradnici su 2023. godine sintetisali hidrolitic¢ki stabilne oksorenijum(V) komplekse
za potrebe dve razli¢ite nauc¢ne studije 1 ispitali da li dolazi do poboljSanja citotoksi¢ne aktivnosti
aktivnosti kada se labilni hlorido ligandi koji podlezu hidrolizi zamene O,0O-bidentatnim etilen
glikolom [81, 82]. U prvoj studiji Zeljeni oksorenijum(V) kompleks je stabilan u toku 72 h, sto je
potvdeno NMR analizom, pa je ispitan njegov in vitro citotoksi¢ni potencijal na nekoliko humanih
tumorskih ¢elijskih linija, kao i na zdravoj humanoj ¢elijskoj liniji. Najbolja aktivnost uocena je na
HeLa ¢elijskoj liniji gde je ovaj kompleks bio 1,5 puta aktivniji od cisplatine i 8,6 puta aktivniji od
karboplatine, dok je aktivnost prema zdravoj MRC-5 ¢elijskoj liniji 2,4 puta manja od cisplatine.
Lokalizacija jedinjenja je potvrdena ICP-MS analizom, pri ¢emu rezultati ukazuju da se jedinjenje
predominantno nalazi u mitohondriji i delimi¢no u jedru i citosolu. Posto je jedinjenje prisutno u
jedru, kao jedna od mogucih bioloskih meta nameée se molekul DNK. Ova pretpostavka potvrdena
je analizom na A549 ¢elijskoj liniji, jer nastaju adukti zeljenog kompleksa i DNK molekula, pri ¢emu
kompleks okosrenijuma(V) indukuje ostecenje na samom DNK molekulu. S obzirom da je najveca
koncentracija jedinjenja u mitohondriji na A549 cCelijskoj liniji ispitan je njegov uticaj na potencijal
membrane mitohondrije pomocu proto¢ne citometrije pri cemu dolazi do smanjenja potencijala §to
ukazuje da kompleks dovodi do disfunkcije mitohondrije. Stoga je protoénom citometrijom
kvantifikovan nivo ROS-a, pri ¢emu je potvrdeno da jedinjenje renijuma dovodi do njihove indukcije
Sto za direktnu posedicu ima izazivanje stresa u ER. Ono §to je najbitnije je utvrdivanje mehanizma
dejstva zeljenog kompleksa gde je pomocu proto¢ne citometrije 1 Western blot analize otkriveno da
ovaj kompleks renijuma ima dualno dejstvo, jer istovremeno uzrokuje i apoptozu i nekrozu na A549
¢elijskoj liniji. Znacajan porast citotoksi¢nog potencijala ovog kompleksnog jedinjenja primecen je
u kombinovanoj terapiji zajedno sa cisplatinom, kada se ova dva jedinjenja zajedno inkubiraju 48 h
na A549 Celijskoj liniji. Takode in vivo ispitivanja na modelu embriona zebrice ukazuju da ovo
jedinjenje nije toksi¢no pri koncentraciji od 12 uM i da bi se u budué¢nosti moglo koristiti za tretiranje

¢vrstih tumora [81].

Druga studija iste grupe nauc¢nika je napravila analog sa etilenglikolom po ugledu na gore
pomenut Lipardov najaktivniji kompleks oksorenijuma(V) . Ono $to ovaj rad razlikuje od do sada
obljavljenih je detaljno proucavanje stabilnosti najaktivnijeg kompleksa koja je pracena NMR
spektroskopijom u razli¢itim rastvarac¢ima: meSavina DMSO/D20 i ¢elijskom medijumu DMEM u
toku 72 h. Ovu analizu je veoma vazno uraditi pre daljih bioloskih testova jer se mora utvrditi da li je
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jedinjenje stabilno i pogodno za MTT analizu koja traje 72 ¢asa. Uoc¢eno je da je bidentatni etilen
glikol labilan i da pri rastvaranju jedinjenja u smesi DMSO/D20 odmah dolazi do njegove hidrolize
supstitucijom hlorido liganda sa vodom, ali je onda takav novi adukt stabilan 72 h. Ista stvar je uo¢ena
i kada je jedinjnjenje rastvoreno u DMEM medijumu, ali do ovih izmena dolazi tek nakon 12 h, pri
¢emu je onda novonastali hidrolizovani oblik stabilan u toku 72 h. Uzimajuéi u obzir ove zakljucke,
uradena je MTT analiza na panelu razli¢itih humanih tumorskih ¢elijskih linija. Najvecéa aktivnost je
uocena na HeLa ¢elijskoj vrsti. Takode na parovima humanih tumorskih ¢éelijskih linija pluéa, prostate
i jajnika (A549/A549cis, DU145/ DU145cis, A2780/ A2780cis) koje su osetljive ili rezistentne na
cisplatinu ICsp vrednost je bila u rangu 0,1 — 0,4 uM, $to ukazuje da je jedinjenje dovoljno potentno
da prevazide rezistentnost cisplatine. Kao i u prethodnom, radu, pomoc¢u ICP-MS utvrdeno je da se
jedinjenje vec¢inskim delom nalazi u mitohondriji, a zatim u jedru i citosolu. Uz pomo¢ ve¢ dobro
poznatih metoda ustanovljeno je da oksorenijum(V) kompleks dovodi do promene u potencijalu
membrane mitohondrije, kao i njene disfunkcije, $to za posledicu ima indukovanje ROS-a i izazivanje
stresa u ER. Kao primarni mehanizam dejstva ovog najaktivnijeg kompleksa ustanovljeno je da do
¢elijske smrti dolazi nekrozom (Slika 26 a i b) [82].
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Slika 26. Strukturne formule kompleksa oksorenijuma(V) sa etilen glikolom

2.7.  Pikolinska kiselina i njeni derivati

Jedinjenja na bazi piridina, kao sto je 2-piridinkarboksilna kiselina (pikolinska kiselina) i
njeni derivati, predstavljaju jedan od najraznovrsnijih ligandnih sistema [83]. Piridinski derivati
ispoljavaju antituberkulozno, antihelminticko, fungicidno, antitumorsko i antibakterijsko dejstvo

[84]. Od 1980. godine polje hemije koje se bavilo proucavanjem ovih tipova jedinjenja, dozivelo je
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procvat upravo zbog upotrebe piokolinske kiseline u dijetetskim suplementima [83]. Ono $to
pikolinsku kiselinu ¢ini posebnom je ¢injenica da je jedan od krajnjih metabolita triptofana, koji se
nalazi u razli¢itim bioloskim te¢nostima poput krvnog seruma, maj¢inog mleka i pankreasnog soka
[83, 85]. U jonskom obliku pikolinska kiselina se ponaSa kao helatni ligand jer se koordinacija za
metalni centar ostvaruje i putem atoma azota iz piridinskog prstena, kao i atoma kiseonika iz
karboksilne grupe [86]. Pored pikolinske Kkiseline, za koordinacione hemicare su jo§ interasantniji
njeni 2-piridindikarboksilni derivati (dipikolinski derivati), jer je koordinacija za metalni jon olaksana
prisustvom azota i Cetiri kKiseonika, pa je samim tim unapredena i bioloska aktivnost. Karakteristicno
za ova jedinjenja je ¢injenica da su u veéini slu¢ajeva rastvorna u vodi, dok prisustvo dve karboksilne
grupe omogucava laksi transport kroz ¢elijsku membranu [87]. Derivat koji se najcesce Koristi je 2,6-
piridindikarboksilna kiselina (2,6-dipikolinska kiselina). Kristalnu strukturu ovog molekula resio je
Takusagava jos 1973. godine. Farmakoloske studije ukazuju da pogodnost kori§¢enja ovog derivata
leZi u ¢injenici da je jedinjenje niske toksi¢nosti i amfifilne prirode. Takode, 2,6-dipikolinska kiselina
se javljaja u prirodnim sistemima kao produkt oksidativne razgradnje vitamina, koenzima, alkaloida
I predstavlja vaznu komponentu fulvi¢nih kiselina. Pored toga, 2,6-dipikolinska kiselina je jedan od
intermedijera u procesu razgradnje triptofana, kao i prekursora za koenzim NAD. [88, 89]. Kompleksi
sa gvozdem su poznata redukciona sredstva koja ucestvuju u vaznim bioloskim procesima, kao $to je
razgradnja molekula DNK sto dalje dovodi do apoptoze [89]. Derivati poput 2,4-dipikolinske kiseline
se koriste kao zastita od temperaturne degradacije enzima, dok je 2,5-dipikolinska kiselina nasla
primenu u mnogim poljima, kao §to je kataliza, antimikrobna aktivnost, inhibicija enzima, hemija
¢vrstog stanja, magnetizma, fluorescencije i analiticke hemije. [83, 90]. U poslednje vreme sve je vise
publikacija u kojima su pikolinska kiselina i njeni derivati upotrebljivani kao metaloterapeutici koji
ispoljavaju jak citotoksi¢ni potencijal, zajedno sa Sirokim spektrom prelaznih metala poput
titanijuma, vanadijuma, hroma, mangana, kobalta, nikla, bakra, cinka, rutenijuma, paladijuma,

osmijuma, iridijuma, platine i lantanida [83, 88].

Grupa Grguri¢-Sipka i saradnika bavila se proudavanjem rutenijum(ll) cimenskih
kompleksa sa razli¢itim pikolinskim i dipikolinskim derivatima. Kompleksi sa dipikolinatima
pokazali su slabu citotoksi¢nost u in vitro uslovima na Sirokom panelu humanih tumorskih ¢elijskih
linija, a razlog tome moze biti prisustvo labilnog hloridnog liganda u strukturi polaznog kompleksa
rutenijuma(ll), koji se lako moze izmeniti sa molekulom vode prilikom ulaska u ¢eliju. Kasnije studije
pokazale su da kada se kao ligandi koriste razliciti derivati pikolinske kiseline, dolazi do poboljsanja
citotoksi¢ne aktivnosti narocito na humanoj tumorskoj ¢elijskoj liniji grlica materice-HelLa, dok je

proto¢nom citometrijom ustanovljeno da ovo jedinjenje sprecava odvijanje S faze Celijskog ciklusa,
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Sto znaci da je glavna bioloSka meta ovog jedinjenja molekul DNK. Da je uticaj suspstituenata na
piridinskom prstenu vazan govori i studija u kojoj su za rutenijum(ll) cimen bili koordinovani
halogeno derivati pikolinske kiseline, kao i izohinolin-3-karboksilna kiselina. Umerenu citotoksi¢nu
aktivnost prema humanoj tumorskoj ¢elijskoj liniji koze - FemX ispoljili su kompleksi rutenijuma(ll)
sa 5-bromo-pikolinskom kiselinom i 6-fluoro-pikolinskom Kkiselinom. Najaktivniji prema svim
testiranim humanim tumorskim c¢elijskim linijama bio je kompleks sa izohinolin-3-karboksilnom
kiselinom, a razlog tome lezi u njegovoj strukturi koja doprinosi vecoj lipofilnosti, pa je samim tim
zadrzavanje ovog kompleksnog jedinjenja u tumorskoj ¢eliji mnogo duze [83, 91 - 93]. U cilju
prevazilazenja nedostataka, De Grandis i saradnici su pored pikolinske Kiseline za metalni centar
koordinovali i fosfine ili diimine. Jedinjenja su testirana u in vitro uslovima na panelu humanih
tumorskih ¢elijskih linija prostate- DU-145, kolorektalnog adenocarcinoma - Caco-2, grli¢a materice
- HelLa, karcinoma jetre - HepG2, dojke -MDA-MB-231 i zdravoj ¢eliji fibroplasta plu¢a - MRC-5.
Kompleksno jedinjenje koje u svojoj strukturi poseduje pored pikolinske Kiseline i dva difosfinska
liganda ima najvecu lipofilnost i ispoljava bolju citotoksi¢nu aktivnost od cisplatine na dve celijske
linijje DU-145 i MDA-MB-231, dok je glavni mehanizam dejstva ovog jedinjenja inhibicija
topoizomeraze-1 [83, 94]. Abdolmaleki i saradnici su 2022. godine istrazili citotoksi¢ni potencijal
kompleksa rutenijuma(lll) sa tri ekvivalenta pikolinske Kkiseline. Jedinjenje je aktivnije od
oksaliplatine prema humanoj tumorskoj celijskoj liniji koze - A375 i dovodi do poremecaja
potencijala membrane mitohondrije, $to za posledicu ima povecanje koncentracije ROS-a, §to dovodi

do apoptoze ¢elija [95].

Prelazni metali poput kobalta, bakra, mangana i nikla, koji su esencijalni za zivi organizam,
i hroma, koji spadaja u neesencijalne metale zajedno sa cinkom i kadmijumom, a ¢ija su antimikrobna
i antioksidativna svojstva ve¢ dobro poznata, Su za potrebe nekoliko studija upotrebljeni za sintezu
serije kompleksnih jedinjenja sa 2,5-dipikolinskom kiselinom, pikolinskom kiselinom, 2,6-
dipikolinskom kiselinom i N,N-tipom liganada poput - 1,10-fenantrolina i 2,2-bipiridina, kao i 5-
nitropikolinske kiseline u cilju ispitivanja njihove potencijalne primene kao metaloterapeutika.
Kompleksi hroma(lll) sa pikolinskom i 2,6-dipikolinskom kiselinom, zajedno sa 2,2-bipiridinom su
se pokazali kao odli¢ni antioksidativni i antimikrobni agensi, dok je citotoksi¢ni potencijal ispitivan
u vremenskom intervalu od 24 h i 48 h. Samo je kompleks hroma sa 2,6-dipikolinskom kiselinom i
slobodnim 2,2-bipiridinom pokazao umeren citotoksi¢ni potencijal prema humanoj tumorskoj
¢elijskoj liniji koze — HaCaT, pri maksimalnoj koncentraciji, pri inkubaciji od 24 h, pri ¢emu njegov
potencijal opada sa produzetkom vremena inkubacije. Da li odabir metala moze uticati na

citotoksi¢nost ispitano je u studiji gde se za razli¢ite prelazne metale poput bakra, kobalta i nikla na
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jednoj strani i cinka na drugoj strani koordinuju ligandni sistemi poput 2,5-dipikolinske kiseline i
1,10-fenantrolina, ¢iji je jak citotoksi¢ni potencijal poznat od ranije. Za potrebe sprovodena
eksperimenta u in vitro uslovima kori$¢ena je animalna tumorska celijska linija glioma pacova - C6
i sva Cetiri jedinjenja su testirana pri ¢emu je vreme inkubacije bilo 24 h i 48 h. Svi kompleksi su
imali uporedivu aktivnost sa 1,10-fenantrolinom i pikolinskom kiselinom u roku od 24 h, dok su se
kao najbolji kandidati izdvojili kompleksi bakra i cinka ¢ija je aktivnost prilikom inkubacije od 48 h

bila znatno bolja nego slobodnih liganada [90, 96, 97].

Jedna vrlo interesantna Cinjenica je da kada se u molskom odnosu 1:1 pomesaju
tetrahloroplatinat(ll) i pikolinska kiselina, nastaje trans-kompleksno jedinjenje platine(ll) sa N,O-
bidentatnim ligandom koje je ispoljilo jak citotoksic¢an efekat na panelu razli¢itih humanih tumorskih
¢elijskih linija. Svi kompleksi imaju ICso u mikromolarnom opsegu i aktivniji su od karboplatine.
Takode, ovo su prva kompleksna jedinjenja platine(ll) trans konfiguracije koja su aktivna u in vitro
uslovima, za razliku od transplatine koja je u potpunosti neaktivna [98]. U studiji iz 2020. godine
pokazano je da je uprkos kori$¢enju dva razlicita tipa ligandnih sistema, od kojih je jedan prirodni
proizvod - kofein, ipak je najaktivnije jedinjenje ono u kom se za sva koordinaciona mesta
paladijuma(Il) veze pikolinska kiselina. Ovakvo novosintetisano jedinjenje je aktivno prema
humanim tumorskim c¢elijskim linijama kolorektalnog adenocarcinoma - CaCo-2 i dojke - MCF-7 $to
postavlja temelj za dalje istrazivanje kompleksa prelaznih metala sa vise ekvivalenata pikolinske

kiseline i njenjih derivata [85].

Do sada veoma poznato polazno kompleksno jedinjenje trikarbonilrenijum(]) je iskoriS¢eno
za sintezu kompleksa sa pikolinskom kiselinom i pokazalo je obecavajuce rezultate na dve razlicite
humane tumorske celijske linije grlica materice - HelLa i plu¢a - A549. Rezultati ukazuju da je
jedinjenje aktivno na tumorskim c¢elijskim linijama, iako je manje toksi¢no od doksorubicina koji je
koris¢en kao pozitivna kontrola. Najveci nedostatak ovog jedinjenja je Sto mu je citotoksicni
potencijal skoro isti kao i doksorubicinu na zdravoj animalnoj ¢éelijskoj liniji bubrega - Vero [99].
Sli¢an problem se javio u studiji iz 2023. godine kada je serija kompleksnih jedinjenja bakra(ll) sa
2,6-dipikolinskom kiselinom i razli¢itim N,N- tipom liganada bila izuzetno aktivna, ¢ak aktivnija i
od cisplatine u opsegu I1Csp vrednosti od 0,23 do 25 UM na pet razlic¢itih humanih tumorskih ¢elijskih
linija, ali su sva jedinjenja bila izuzetno toksi¢na prema zdravoj ¢elijskoj liniji - MRC-5 [100]. Vrlo
obecavajuci rezultati i moguénost za dalja naucna istrazivanja leze u kompleksima lantanida,
iridijuma(lll) i osmijuma(ll) sa pikolinskom kiselinom i njenim derivatima jer su sva do sada
sintetisana jedinjenja ispoljila snazan citotoksi¢ni potencijal u mikromolarnom opsegu Kkoji
nadmasuje i aktivnost cisplatine (Slika 27) [83, 101, 102].
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Slika 27. Grupa metala ¢ija su kompleksna jedinjenja sa prikazanim derivatima pikolinske

kiseline do sada opisana u literaturi kao potencijalna bioloski aktivna jedinjenja
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2.8.

Cilj rada

Cilj rada ove doktorske disertacije bio je:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

Direktna sinteza kompleksa oksorenijuma(V) sa derivatima pikolinske kiseline uz
optimizaciju uslova sinteze (tip rastvaraca, temperatura, molski odnosi reaktanata,
reakciono vreme i sl.) u cilju povecéanja ¢istoce i prinosa proizvoda;

Optimizacija uslova kristalizacije sintetisanih kompleksnih jedinjenja u cilju dobijanja
kristala pogodnih za rendgensku strukturnu analizu;

Karakterizacija dobijenih kompleksa pomo¢u instrumentalnih metoda:

o IC spektroskopija (ATR - tehnika snimanja);

. NMR spektorskopija; 1D NMR (*H i 3C);

o Rendgenska strukturna analiza kompleksa dobijenih u kristalnom obliku;
o Masena spektrometrija sa elektrosprej jonizacijom (ESI-MS) i masena

spektrometrija visoke rezolucije sa elektrosprej jonizacijom (HRMS-ESI);
Odredivanje sastava i ¢isto¢e dobijenih kompleksa pomocu elementalne analize;
Proucavanje nekovalentnih interakcija radi boljeg razumevanja odnosa strukture
jedinjenja i njihove bioloske aktivnosti pomoc¢u DFT (Density Functional Theory)
proracuna;
Odredivanje stabilnost novosintetisanih kompleksnih jedinjenja u dimetil sulfoksidu
(DMSO0);
Odredivanje in vitro citotoksi¢ne aktivnosti sintetisanih kompleksa pomocu MTT
metode na slede¢im humanim tumorskim celijskim linijama: A549 (¢elije
adenokarcinoma plu¢a), PANC-1 (¢elije adenokarcinoma pankreasa), MDA-MB-231
i MCF-7 (Celije karcinoma dojke), LS-174 (¢elije adenokarcinoma kolona), EA. hy
926 (transformisane c¢elije endotela krvnih sudova), OVCAR-3 (Celije
adenokarcinoma jajnika) i zdravoj (netumorskoj) ¢elijskoj liniji MRC-5 (poreklom od
fetalnih  fibroblasta plu¢a) upotrebom MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum bromida) kao reagensa i poredenjem sa cisplatinom, cis-
diamindihloroplatina(ll), kao referentnim kompleksnim jedinjenjem, koji kao
standardni lek nalazi primenu u terapiji solidnih tumora;
Odredivanje efekta kombinovanog dejstva novosintetisanin kompleksa sa veripamil

hidrohloridom na PANC-1 ¢elijskoj liniji (¢elije adenokarcinoma pankreasa);
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9) Pronalazenje najaktivnijeg kandidata koji ¢e biti podvrgnut daljim bioloskim
testovima u cilju boljeg razumevanja njegovog mehanizma dejstva,

10) Odredivanje uticaja L-BSO na aktivnost kompleksa na PANC-1 ¢elijskoj liniji
(¢elije adenokarcinoma pankreasa);

11) Analiza celijskog ciklusa na PANC-1 ¢elijskoj liniji (¢elije adenokarcinoma
pankreasa) pomocu proto¢ne citometrije (Flow cytometry);

12) Morfoloska analiza ¢elijske smrti pomocu fluorescentne mikroskopije;
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sinteza polaznog oksorenijum(V) kompleksa i odgovarajuéih oksorenijum(V)
kompleksa sa N,O- ligandima

3.1.1. Sinteza polaznog kompleksnog jedinjenja trihloro-okso-
bis(trifenilfosfin)renijuma(V) [ReOCI3(PPhz)2]

Ol
Q/é o

ukapan, ledeno kupatilo je zamenjeno vodenim koje je zagrevano do klju¢anja. Reakciona smesa je

Polazni kompleks oksorenijuma(V) sintetisan je po ve¢

/© poznatoj proceduri opisanoj u literaturi [103]. U Solji za
uparavanje na ledenom kupatilu nalazilo se 0,50 g (2,68 mmol)
\© renijuma u prahu, metalik sive boje, zatim je dodano 10 mL 30%
vodonik-peroksida, polako u kapima, pri ¢emu dolazi do burne

reakcije rastvaranja renijuma. Nakon §to je sav vodonik-peroksid

uparavana do ukupne zapremine od 2 mL pri ¢emu boja prelazi iz metalik sive u zutu. Tako uparen
rastvor, ohladen je do sobne temperature. U tako ohladen rastvor dodato je u kapima 10 mL
koncentrovane HCI pri ¢emu pri ¢emu se zuti rastvor obezbojio. U balonu od 100 mL odmereno je
5,00 g (19,06 mmol) trifenilfosfina koji je rastvoren u 25 mL glacijalne sir¢etne kiseline. U suspenziju
je zatim dodat prethodno pripremljen rastvor renijuma, kap po kap, pri ¢emu je rastvor u balonu
odmah postao fluorescentno zelene boje. Ovako pripremljen rastvor je meSan 1 h na magnetnoj
mesalici na sobnoj temperaturi. Nakon toga zeleni talog je proceden na Bihnerovom levku sa
dvostrukim filter papirom i ispran sa 20 mL etra. Dobijeno je 1,71 g (2,05 mmol) proizvoda u obliku
zelenog taloga (76,68%). IR (ATR) vmax/cm™: 501,8 (Re-O st), 541,0 (Re-N st), 746,2 - 694,0 (ar C-
H 6 oop) 998,5 (Re=0 st), 1092,6 (P-C st), 3058,7 (ar C-H st).

3.1.2. Sinteza dihloro-okso-trifenilfosfin- N,O-(piridin-2-karboksilato-)renijum(V)
kompleksa [ReOCI2(L1)(PPhs)] (K1)

Kompleks K1 sintetisan je po znatno izmenjenoj

0
Cl || cl Z proceduri u odnosu na opisanu opisanoj u literaturi [104].
O~ |
R - - :
s N/ |8\P A Pikolinska kiselina (L1, 0,03 g, 0,24 mmol) rastvorena je u 5
I F mL acetonitrila i u taj rastvor ukapana je suspenzija
4
\3 2 “ | [ReOCl3(PPhs)2] (0,20 g, 0,24 mmol) u 5 mL acetonitrila.
0 Reakciona smesa refluksovana je 3 h na 78 “C pri ¢emu nastaje

rastvor braon boje. Ljubicasti kistali dobijeni su isparavanjem
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mati¢nog rastvora sedam dana nakon obrade reakcije. Prinos: 49,14%. IR (ATR) vmax/cm™: 502,4
(Re-O st), 530,2 (Re-N st), 712,7 - 690,4 (ar C-H 6 oop) 992,1 (Re=0 st), 1096,7 (P-C st), 1614.0
(C=N st), 1689,79 (C=0O st), 3057,5 (ar C-H st). *H NMR (399,73 MHz, CDCls) 6 (ppm) = 7,33 -
7,66 (M, 16H, PPhs and H°); 8,39 - 8,49 (m, 2H, H3i H*); 12,02 (d, 1H, HF). *C NMR (100,52 MHz,
CDCl3) o (ppm) = 125,49 - 148,14 (C2-C6 + PPhgs); 164,74 (C=0). Elementalna analiza: izra¢unato
za RePC24H19NO3Cl2 (%): N 2,13; C 43,84; H 2,89; nadeno (%): N 21,91; C 44,04; H 2,99. Maseni
spektar ESI/MS (m/z), CH3CN: 657.00 [M]*, (teorijski izraGunat m/z za [M]* = 657 za
RePC24H19NO3Cly); 622,03 [M-CI]* (teorijski izratunat m/z za [M-CI]* = 622 za RePC24H19NOsCl).

3.1.3. Sinteza dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(3-metilpiridin-2-karboksilato)renijum(V)
kompleksa [ReOCl2(L2)(PPhs)] (K2)

0 F Postupak sinteze kompleksa K2 je identi¢an proceduri
. O ” P | sinteze kompleksa K1, uz koris¢enje 3-metilpikolinske kiseline
Re
5 = N/ | \P ~ (L2, 0,03 g, 0,24 mmol) i [ReOCl3z(PPhs)2] (0,20 g, 0,24 mmol).
I I o Z | Crveni kristali dobijeni su isparavanjem mati¢nog rastvora
2
3

A sedam dana nakon obrade reakcije. Prinos 39,11%. IR (ATR)

0 vmax/cm™: 502,1 (Re-O st), 530,6 (Re-N st), 711,8 - 691,8 (ar C-

H 6 oop) 988,2 (Re=0 st), 1098,7 (P-C st), 1612,6 (C=N st),

1700,5 (C=0 st), 3058,5 (ar C-H st). *H NMR (399,73 MHz, CDCls) § (ppm) = 2,23 (s, 3H, CH3);

7,29 - 7,53 (m, 17H, PPh3, H* i H°); 8,42 (d, 1H, H?). 13C NMR (100,52 MHz, CDCl3) ¢ (ppm) =

19,41 (CHa); 126,39 - 153,20 (C2-C6 + PPhg3); 165,19 (C=0). Elementalna analiza: izraCunato za

RePC25H21NOsCl2 (%): N 2,09; C 44,71; H 3,13; nadeno (%): N 2,12; C 44,94; H 3,00. Maseni

spektar ESI/MS (m/z), CH3OH: 694,20 [M+Na]* (teorijski izraGunat m/z za [M+Na]* = 694 za

NaRePC2sH21NOsClz); 709,98 [M+K]* (teorijski izraGunat m/z za [M+K]'= 710 za
KRePC25H21NO3Cly).

3.1.4. Sinteza dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(6-metilpiridin-2-karboksilato)renijum(V)

kompleksa [ReOCI2(L3)(PPhs)] (K3)
Postupak sinteze kompleksa K3 je identic¢an proceduri

”/ 7 | za dobijanje kompleksa K1, uz koris¢enje 6-metilpikolinske

P / \ N kiseline (L3, 0,03 g, 0,24 mmol) i [ReOCI3(PPhs).] (0,20 g, 0,24
F mmol). Plavi kristali dobijeni su isparavanjem mati¢nog

dWY | rastvora sedam dana nakon obrade reakcije. Prinos 64,60%. IR
@ ~ (ATR) vmad/cm™: 501,4 (Re-O st), 529,3 (Re-N st), 760,9 -

691,8 (ar C-H 5 oop) 994,0 (Re-O st), 1095,4 (P-C st), 1614,4

46



(C=N st), 1707,0 (C=0 st), 3057,7 (ar C-H st). 'H NMR (399,73 MHz, CDCls) 6 (ppm) = 2,93 (s,
3H, CHa); 7,28 - 7,48 (m, 16H, PPh3 i H%); 7,55 (d, 1H, H3): 7,62 (d, 1H, H5). 3C NMR (100,52
MHz, CDCls) ¢ (ppm) = 30,84 (CHa); 126,39 - 153,20 (C2-C6 + PPhs); 165,19 (C=0). Elementalna
analiza: izracunato za RePC2sH21NO3Cl2 (%): N 2,09; C 44,71; H 3,13; nadeno (%): N 1,87; C 45,23;
H 3,06. Maseni spektar ESI/MS (m/z), CH3zOH: 636,05 [M-CI]" (teorijski izracunat m/z za [M-CI]*
= 636 za RePC2sH21NO3Cl).

3.1.5. Sinteza dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(2,3-dikarboksilato)renijum(V) kompleksa
[ReOClI2(L4)(PPh3)] (K4)

Kompleks K4 sintetisan je na slede¢i nacin: 2,3-
dipikolinska kiselina (L4, 0,10 g, 0,22 mmol) rastvorena je u 5 mL
metanola i u taj rastvor ukapana je suspenzija [ReOCIz(PPhs).]
(0,20 g, 0,12 mmol) u 5 mL dihlormetana. Reakciona smesa
refluksovana je 24 h na 35 °C pri ¢emu je boja rastvora bila
ljubicasta. Reakciona smes$a uparena je do suva pri ¢emu je nastao
zeljeni proizvod u obliku ljubic¢astog taloga. Prinos: 64,14%. IR
(ATR) vmax/cm™: 511,4 (Re-O st), 541,7 (Re-N st), 746,7 - 693,0

HOOC O (ar C-H & oop) 996,9 (Re=0 st), 1094,4 (P-C st), 1482,8 (COO" st
sy), 1588,2 (C=N st), 1679,8 (COO" st as), 1712,3 (C=0, st), 2951,7 (ar C-H st), 3056,7 (COO-H
st). 'H NMR (399,73 MHz, DMSO) 6 (ppm) = 7,39 - 7,64 (m, 16H, PPhs i H®); 8,50 - 8,62 (m, 2H,
H* i H8); 12,16 (d, 1H, OH). *C NMR (100,52 MHz, DMSO) 6 (ppm) = 128,00 - 134,74 (PPhs +
C2-C6); 162,27 i 165,96 (C=0). Maseni spektar ESI/MS (m/z), CH3OH: 666,00 [M-CI]* (teorijski
izraGunat m/z za [M-CI]* = 666 za RePC2sH19NOsCl).

3.1.6. Sinteza dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(2,5-dikarboksilato)renijum(V) kompleksa
[ReOCI2(L5)(PPhs)] (K5)
Kompleks K5 sintetisan je na slede¢i nacin: 2,5-

dipikolinska kiselina (L5, 0,10 g, 0,12 mmol) rastvorena je u 5
mL metanola i u taj rastvor ukapana je suspenzija
[ReOCI3(PPh3)2] (0,10 g, 0,12 mmol) u 5 mL metanola.
Reakciona smesa refluksovana je 24 h na 68 °C pri ¢emu je boja
rastvora bila zelena. Zeljeni proizvod u obliku zelenog taloga
dobijen je filtracijom. Prinos: 45,17%. IR (ATR) vmax/cm™: 503,9
(Re-O st), 531,2 (Re-N st), 746,8 -693,0 (ar C-H & oop) 995,0
(Re=0 st), 1098,7 (P-C st), 1435,8 (COO" st sy), 1577,1 (C=N
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st), 1614,2 (COO- st as), 1708,8 (C=0 st), 2862,6 (ar C-H st), 3058,9 (COO-H st). *H NMR (399,73
MHz, DMSO) & (ppm) = 7,40 - 7,56 (m, 15H, PPha); 7,89 (d, 1H, H%): 8,33 (d, 1H, H?); 8,70 (d, 1H,
H®). 3C NMR (100,52 MHz, DMSO) ¢ (ppm) = 125,83 - 134,00 (PPhs, C2 and C3); 145.78 (C5);
147,03 (C4); 149,22 (C6); 164,06 (C=0). Elementalna analiza izracunato za RePC2sH19NOsCl; (%):
N-1,99; C-42,78; H-2,71; nadeno (%): N- 1,84; C- 43,04; H- 2,63. Maseni spektar ESI/MS (m/z),
CH30H: 666.00 [M-CI] * (teorijski izracunat m/z za [M-CI]* = 666 za RePC25H19NOsClI).

3.1.7. Sinteza dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(2,6-dikarboksilato)renijum(V) kompleksa
[ReOCI2(L6)(PPh3)] (K6)

Kompleks K6 sintetisan je po izmenjenoj proceduri
Q opisanoj u literaturi[104]. Postupak sinteze kompleksa K6 je

identi¢an proceduri za dobijanje kompleksa K1, uz koriséenje 2,6-

P 'e) cl dipikolinske kiseline (L6, 0,04 g, 0,24 mmol) i [ReOCl3(PPh3)]
g \ ” / (0,10 g, 0,12 mmol). Reakciona smesa refluksovana je 24 h na 35
COO

Me Re

/ \ "C pri &emu je boja rastvora bila plava. Zeljeni proizvod u obliku

6

57 N ‘ C| plavog taloga dobijen je filtracijom. Prinos: 57,06%. IR (ATR)

A | (@] vmax/cm™: 515,3 (Re-O st), 531,2 (Re-N st), 762,7 - 696,2 (ar C-H
y d oop) 1001,3 (Re=0 st), 1095,6 (P-C st), 1334,6 (C-O st), 1471,6

O (COO" st sy), 1605,6 (COO st as), 1706,2 (COO st), 1743,9
(COOMe st), 3068,0 - 2962,3 (ar C-H st). *H NMR (399,73MHz, DMSO) & (ppm) = 3,39 (s, 3H,
CHs); 7,39-7,65 (m, 15H, PPha); 7,91 (d, 1H, H%); 8,11 (t, 1H, H3); 8,28 (d, 1H, H%). 3C NMR
(100,52 MHz, DMSO) ¢ (ppm) = 53,30 (CHs); 127,06-133,89 (PPhs, C3, C4, i C5); 145,66 (C2);
151,37 (C6); 163,39 (C=0); 164,09 (C=0). Maseni spektar ESI/MS (m/z), CH3OH: 680,04 [M-CI]*
(teorijski izraCunat m/z za [M-CI]" = 680 za RePC2sH2:NOsCl).

3.2.  Materijal i metode

3.2.1. Supstance kori$é¢ene u sintezama

Polazni kompleks [ReOCI3(PPhz)2] je sintetisan po ve¢ opisanoj proceduri [103]. Koris¢eni
su komercijalno dostupni ligandi: pikolinska kiselina (L1), 3-metilpikolinska kiselina (L2), 6-
metilpikolinska kiselina (L3), 2,3-dipikolinska kiselina (L4), 2,5-dipikolinska kiselina (L5) i 2,6-
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dipikolinska kiselina (L6) kupljeni su od Arcos organics. KoriS¢eni su komercijalno dostupni

rastvaraci bez daljeg preciS¢avanja.

3.2.2. Spektroskopske metode kojima su okarakterisana sintetisana jedinjenja
3.2.2.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrveni spektri svih uzoraka snimljeni su pomocu uredaja Nicolet 6700 FT-IR

spektrometra (ATR tehnika snimanja).

3.2.2.2. NMR spektroskopija

Svi NMR spektri snimljeni su u deuterisanim rastvaracima kao sto su ds-DMSO ili d-CDCls
koriste¢i TMS kao interni standard. Polozaji signala u spektru izrazeni su u é-jedinicama (ppm).
Varian instrument (Agilent, USA) frekvencije 399,73 MHz koriséenj je za snimanje *H NMR
spektara, odnosno 100,52 MHz za snimanje 3C NMR spektara.

3.2.2.3.  Masena spektrometrija

Maseni spektri snimljeni su pomoc¢u masenog LTQ Orbitrap XL spektrometra sa elektrosprej
jonizacijom (ESI-MS) u pozitivnom modu koriste¢i acetonitril ili metanol kao rastvarac¢, dok je za
najaktivnije jedinjenje, radi potvrde Cistoce proizvoda snimljen i dodatni spektar na masenom
spektrometru visoke rezolucije sa elektrosprej jonizacijom (HRMS-ESI), Sciex X500R Q-TOF, u

pozitivnom modu koriste¢i metanol kao rastvarac.

3.2.3. Elementalna analiza

Elementalna analiza uradena je u laboratoriji za Mikro analizu na Hemijskom fakultetu,

Univerziteta u Becu.
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3.2.4. Detalji rac¢unskih proracuna

Svi DFT proracuni za komplekse K4 - K6 su radeni pomoc¢u programskog paketa Gaussian
09 koriste¢i funkcional B3LYP(D3) i bazis set def2-TZVP [105]. Kristalna struktura kompleksa K6
je preuzeta iz Kembricke kristalografske baze podataka (eng. Cambridge Structural Database) i
kori$¢ena je kao pocetna 3D struktura za optimizaciju njegove geometrije.[106, 107]. Kristalna
struktura molekula K6 koris¢ena je kao pocetna 3D struktura i za optimizaciju geometrije kompleksa
K4 i K5. Za sva tri kompleksna jedinjenja izracunate su vibracione frekvencije. Odsustvo negativnih
vrednosti vibracionih frekvencija potvrduje da optimizovane geometrije odgovaraju minimumu

energije. Za racunanje nekovalentnih interakcija kori§¢eni su programi Multiwfn i VMD.

3.2.5. Rendgenska strukturna analiza

Rendgenska strukturna analiza za komplekse K1 - K3, uradena je na Institutu za hemiju,
Univerziteta u Gracu, Austrija. Sva merenja izvrSena su na uredaju Bruker APEX-II CCD
difraktometru kori§éenjem monohromatskog Mo-Ka zradenja talasne duzine 0,71073 A, iz
mikrofokusne zatopljene tube opremljene viseslojnim monohromatorom na 100 K. Kiristalne
strukture za tri navedena kompleksna jedinjenja reSena su pomocu direktne metode SHELXS-97
[108] i koriste¢i metodu najmanjih kvadrata na F? (SHELXL-2014/6) [109]. Svi kristalografski
podaci i parametri dati su u Tabelama 5 i 6, dok se kristalne strukture pod jedinstvenom oznakom u
obliku CIF fajlova mogu na¢i u Kembrickoj kistalografskoj bazi podataka (Cambridge Structural
Database, CCDC 2126604 - 2126606).

3.2.6. Stabilnost novosintetisanih kompleksnih jedinjenja u dimetil sulfoksidu (DMSO)

Da bi se ispitalo da li su kompleksi pogodni za bioloska ispitivanja, uradena je analiza
njihove stabilnosti kompleksa u DMSO-u. Ovaj rastvara¢ se Koristi za pripremanje Stok rastvora
kompleksnih jedinjenja u bioloskim testovima. Stabilnost kompleksa praéena je pomoéu *H NMR
spektroskopije u vremenskom intervalu od 0 do 72 h jer toliko traje inkubaciono vreme prilikom MTT
metode. Za potrebe ove analize izabran je po jedan predstavnik iz dve grupe kompleksa i to su
kompleksi K2 i K5 koji su rastvoreni u deuterisanom DMSO-u i *H NMR spektri su snimani u

slede¢im vremenskim intervalima: 0 h, 1 h, 24 h, 48 hi 72 h.
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3.2.7. Bioloska ispitivanja u in vitro uslovima

Za potrebe ove doktorske disertacije uradeni su slede¢i bioloski eksperimenti:

1. Odredivanje in vitro citotoksi¢ne aktivnosti novosintetisanin kompleksa pomo¢u MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromida) metode na razli¢itom panelu
humanih tumorskih ¢elijskih linija:

¢ A549 - ¢elije adenokarcinoma pluéa,

% PANC-1 - ¢elije adenokarcinoma pankreasa

% MDA-MB-231 - ¢elije karcinoma dojke

*» MCF-7 - ¢elije karcinoma dojke

¢ LS-174 - ¢elije adenokarcinoma debelog creva

% EA. hy 926 - ¢elije endotela krvnih sudova

+* OVCAR-3 - ¢elije adenokarcinoma jajnika

+* MRC-5 - zdrava ¢elijska linija (poreklom od fetalnih fibroblasta pluca) ;

2. Odredivanje sinergijskog efekta novosintetisanih kompleksa sa verapamil-hloridom - VRP na
PANC-1 ¢elijskoj liniji (¢elije adenokarcinoma pankreasa);

3. Odredivanje uticaja kompleksa- K1 na aktivnost L-BSO na PANC-1 c¢elijskoj liniji (éelije
adenokarcinoma pankreasa);

4. Analiza Celijskog ciklusa na PANC-1 Celijskoj liniji (Celije adenokarcinoma pankreasa)
pomocu protocne citometrije (Flow cytometry);

5. Morfoloska analiza ¢elijske smrti pomocu fluorescentne mikroskopije;

3.2.7.1.  Celijske kulture i reagensi

Celijske linije A549 - Celije adenokarcinoma pluéa, PANC-1 - ¢éelije adenokarcinoma
pankreasa, LS-174 - ¢elije adenokarcinoma debelog creva, EA. hy 926 - ¢elije endotela krvnih sudova
(EA. hy 926 ¢elijska linija je hibridna, nastala je fuzijom humanih endotelnih ¢elija iz vene pupcanika
(HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells) i humane tumorske celijske linije A549
poreklom epitela pluca. Tako da je EA. hy 926 celijska linija kontinuirana a ima karakteristi¢ne
markere endotelnih ¢elija), OVCAR-3 - ¢elije adenokarcinoma jajnika i MRC-5 - zdrava celijska
linija (poreklom od fetalnih fibroblasta pluc¢a) kultivisane su u monosloju pomocu hranljivog
¢elijskog medijuma Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, kupljenog od Sigma Chemicals
Co, USA. S druge strane, ¢elijske linije MDA-MB-231 i MCF-7 - ¢elije karcinoma dojke, kultivisane
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su u monosloju pomocu hranljivog celijskog medijuma Dulbecco's modified Eagle’'s medium
(DMEM), kupljenog od Sigma- Aldrich Co, USA. Hranljivi ¢elijski medijumi su obogacéeni sa 10%
ili 20% fetalnog govedeg seruma (FCS), pH= 7,2 kupljenog od Sigma- Aldrich Co, USA, kao i 2 mM
L-glutaminom i 25 mM 4-(2- hidroksietil) piperazin-1-etansulfonska kiselina (HEPES) i smeSom
Penicilin/Streptomicin kupljenog od Sigma- Aldrich Co, USA finalne koncentracije za penicillin -
100 U/mL i streptomicin - 100 pg/mL. Sve Celijske vrste gajene su u inkubatoru na 37 °C u 5%

atmosferi CO2 i odredene vlaznosti vazduha.

3.2.7.2. MTT metoda

In vitro citotoksi¢nost svih sintetisanih kompleksnih jedinjenja i cisplatine kao referentnog
jedinjenja odredena je pomoéu MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromida,
kupljenog od Sigma- Aldrich Co) metode po ve¢ opisanoj proceduri [110, 111]. Procedura se sastoji
od nekoliko koraka: ¢elije su zasejane na plocici od 96 - bunari¢a (Thermo Scientific Nunc™) i
inkubirane 24 h, nakon toga celije su tretirane rastvorom kompleksnih jedinjenja odredene
koncentracije i inkubirane naredna 72 h. Osnovni rastvor kompleksnog jedinjenja (stok) napravljen
je u DMSO-u koncentracije 10 mM nakon ¢ega je napraviljeno serijsko razblazenje rastvora
odgovarajuc¢im ¢elijskim medijumom pri ¢emu su koncentracije bile 100, 50, 25, 12,5, 6,25 uM, dok
procenat DMSO-a nije prelazio 1% (v/v). Nakon 72 h u svaki bunari¢ je dodano je 20 uL rastvora
MTT (koncentracije 5 mg/mL napravljenog u fosfatnom puferu - PBS, na pH = 7,2). Tako spremljene
plocice inkubirane su 4 h na 37 °C u 5% atmosferi CO2 i odredene vlaznosti vazduha. Zatim su plo¢ice
tretirane sa 100 puLL 10% natrijum dodecil sulfata (SDS). Apsorbance uzoraka snimane su nakon 24 h
na enzimsko vezanom testu imunosorbenta (ELISA) pomoc¢u instrumenta (Thermo Labsystems
Multiskan EX 200-240 V ili MULTISCAN SkyHigh, Thermo Scientific) na talasnoj duzini od 570
nm. ICso vrednosti (uM) dobijene su iz tri nezavisna eksperimenta i predstavljaju koncentraciju

jedinjenja koja uzrokuje 50% inhibicije rasta ¢elija, izracunate iz dijagrama vijabilnosti ¢elije.
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3.2.7.3. Odredivanje efekta kombinovanog dejstva novosintetisanih kompleksa sa
verapamil hidrohloridom - VRP na PANC-1 éelijskoj liniji

Verapamil je poznati blokator kalcijumovog kanala koji dovodi do inhibicije P-glikoproteina
1 omogucava prevazilazenja rezistencije na lekove u ¢eliji tako Sto dovodi do akumulacije leka unutar
¢elije pri cemu ¢elije postaju osetljive na taj lek. P-glikoprotein (Pgp) pripada porodici ATP-zavisnih
proteina plazmine membrane i kada nije blokiran u tumorskim ¢elijama dolazi do njegove preterane
ekspresije $to dovodi da smanjenja citotoksi¢nog efekta leka [112]. Za potrebe ovog eksperimeta
koriS¢en je verapamil hidrohlorid 5-[N-(3,4-dimetoksifeniletil)metilamino]-2-(3,4-dimetoksifenil)-2-
izopropilvaleronitril hidrohlorid (VRP), kupljen od Alkaloid (Skoplje) rastvorenog u sterilnom
rastvoru natrijum-hlorida koncentracije 2,5 mg/mL. Da bi se odredio efekat VRP na P-glikoprotein
svi kompleksi i cisplatina testirani su zajedno sa razli¢itim koncentracijama VRP na PANC-1
¢elijskoj liniji. Izvodenje eksperimenta se zasniva na MTT metodi koja je prethodno opisana [113].
Eksperimentalni deo se sastoji od sledecih koraka: koncentracija Stoka rastvora VRP bila je 1 mM
koji je kasnije razblazen da bi se napravili rastvori koncentracije 30 i 100 pM, nakon toga su PANC-
1 ¢elije tretirane sa odgovaraju¢om koncentracijom VRP i inkubirane 30 min. Po isteku tog vremena
dodani su rastvori kompleksa i cisplatine u koncentracijama od 6,25, 12,5, 25, 50, 100 uM i inkubirani
su naredna 72 h. Kao kontrola sluzile su ¢elije koje su tretirane samo sa VRP. U cilju odredivanja

ICso vrednosti uradena su tri nezavisna eksperimenta.

3.2.7.4.  Odredivanje uticaja L-BSO na aktivnost kompleksa na PANC-1 éelijskoj liniji

Odredivanje aktivnosti L-BSO (L-butionin sulfoksimin) je vazno jer je on inhibitor -
glutamilcistein sintetaze koji utice na smanjenje nivoa glutationa (GSH) u ¢elijama [33]. Kupljen je
od Sigma-Aldrich u obliku praha. Praskasti L-BSO rastvoren je u sterilnom fizioloskom rastvoru
koncentracije 10 mM i profiltriran je kroz sterilizovani filter pora 0,2 um. Ovako pripremljen stok
rastvor je ¢uvan na -20 °C zasti¢en aluminijumskom folijom od svetlosti. Eksperiment je izveden na
PANC-1 ¢elijskoj liniji koriste¢i cisplatinu kao referentno jedinjenje, a kompleks K1 pokazao se kao
pogodan kandidat jer je ispoljio citotoksi¢ni potencijal na ovoj ¢elijskoj liniji. Kao i kod prethodnog
eksperimenta i ovaj je uraden pomo¢u MTT metode, koja je ranije opisana [110]. Uslovi su sledeci:
prvo su PANC-1 ¢elije bile tretirane sa L-BSO koncentracije 100 uM i inkubirane sat vremena, nakon
¢ega su bile tretirane sa kompleksom K1 ili cisplatinom odredenih koncentracija- 6,25, 12,5, 25, 50,
100 uM i ponovo inkubirane 72 h. Kao kontrola koris¢ene su Celije koje su bile tretirane samo sa L-

BSO. U cilju odredivanja ICso vrednosti uradena su najmanje dva nezavisna eksperimenta.
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3.2.7.5.  Analiza éelijskog ciklusa na PANC-1 ¢elijskoj liniji pomo¢u proto¢ne citometrije

Proto¢nom citometrijom uradena je analiza ¢elijskog ciklusa koriste¢i bojenje propidijum
jodidom (PI) po objavljenoj proceduri [114]. Celije PANC-1 gajene su u odgovarajuéem hranljivom
medijumu i zasejane u gustini od 2:10° éelija po bunari¢u mikrotitar plo¢e od 6 bunari¢a kupljenoj od
Thermo Scientific Nunc™., Prvi korak podrazumeva dodatak VRP koncentracije 30 uM i inkubaciju
od 30 minuta. Nakon toga ¢elije su tretirane kompleksom K1 ili cisplatinom u opsegu koncentracija
do 100 uM inkubirane su narednih 48 h. Kao kontrola koris¢ene su celije koje su tretitrane samo sa
VRP. Nakon 48 h bunari¢i s ¢elijama su isprani hladnim rastvorom fosfatnog pufera (PBS) i ¢elije su
fiksirane 70% etanolom i ostavljene preko noci. Nakon fiksacije ¢elija, ponovljen je korak ispiranja
sa PBS-om i ¢elije su inkubirane zajedno sa ribonukleazom A (RNaseA, koncentracija: 1 mg/ mL) i
inkubirane 30 min na 37 "C. Pre samog podetka analize ¢elije su obojene sa Pl koncentracije 400
ug/mL. Uzorci su snimljeni pomoc¢u Calibur Becton Dickinson flow cytometer Koristeci
fluorescentno aktivirani celijski sorter (FACS), na talasnoj duzini ekscitacije 488 nm (Argon-ion
laser). Analiza dobijenih podataka vrsena je pomoc¢u racunarskog softvera Cell Quest. Rezultati
predstavljeni pomocu histograma ¢elijskog ciklusa dobijeni su izvodenjem najmanje dva nezavisha

eksperimenta.

3.2.7.6.  Morfoloska analiza ¢elijske smrti pomocu fluorescentne mikroskopije

Celije PANC-1 ¢elijske linije zasadene su u gustini od 110° u 2 mL odgovarajuéeg
medijuma na mikrotitar plo¢ama od 6 bunari¢a kupljenih od Thermo Scientific Nunc™. Nakon
inkubacije od 24 h tretirane su kompleksom K1 ili cisplatinom ogovarajuce koncentracije i inkubirane
su narednih 72 h. Nakon toga ¢elije su obojene etidijum bromidom koncentracije 3 ug/mL i akridinom
oranzom koncentracije 5 ug/mL po ve¢ objavljenoj proceduri [115, 116]. Za snimanje uzoraka
kori$cen je fluorescentni mikroskop - Carl Zeiss (PALM MicroBeam with Axio Observer.Z1 koristeci
AxioCam MRm, (filteriAlexa Fluor 489 | Alexa Fluor 546) koriste¢i Zeiss Fluar 10x/0.50 ili LD
Plan-NeoFluar 20%/0,4 objektiv). Slike su dobijene pomocu digitalnog softvera za obradu slika-

AxioVision Version 4,91; Carl Zeiss Imaging Solutions.

54



4. REZULTATI I DISKUSIJA
4.1. Sinteza kompleksnih jedinjenja K1 - K3

Kompleksna jedinjenja K1 - K3 dobijena reakcijom polaznog [ReOClI3(PPhs).] kompleksa
i odgovarajuéih liganada L1 - L3 refluksovanjem reakcione smese na 78 °C u acetonitrilu tokom 3 h.

Kristali novosintetisanih kompleksa dobijeni su iz mati¢nog rastvora sporim isparavanjem rastvaraca

(shema 1).
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Schema 1. Prikaz sintetickog puta za dobijanje kompleksnih jedinjenja K1 - K3

4.2.  Sinteza kompleksnih jedinjenja K4 - K6

Kompleksna jedinjenja K4 i K6 dobijena su polaze¢i od ReOCl3(PPhz)2] kompleksa i
odgovarajucih liganada L4 i L6 refluksovanjem reakcione smeSe u smesi rastvarata DCM/MeOH

(1:1 V/V) na 35 °C u toku 24 h, dok je kompleks K5 dobijen koris¢enjem polaznog [ReOClI3(PPhs);]
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i liganda L5 refluksovanjem reakcione smese u metanolu na 68 °C u toku od 24 h. Zeljeni proizvodi

u obliku taloga sva tri kompleksa dobijeni su isparavanjem ili cedenjem reakcione smese (shema 2).
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Schema 2. Prikaz sintetickog puta za dobijanje kompleksnih jedinjenja K4 — K6

4.3.  Spektroskopska karakterizacija sintetisanih kompleksa renijuma(V)

Sintetisani kompleksi renijuma(V) analizirani su standardnim spektroskopskim metodama
za odredivanje strukture hemijskih jedinjenja: infracrvenom spektroskopijom, NMR spektroskopijom
I masenom spektrometrijom. Takode sastav kompleksa je potvrden elementalnom analizom. Kristalna

struktura kompleksa K1 - K3 utvrdena je rendgenskom strukturnom analizom.

Napomena: lako su kompleksi K1 i K6 ve¢ opisani u literaturi [104], njihova karakterizacija
je detaljno tumacena u ovoj disertaciji s obzirom na modifikovan postupak sinteze kao i dodatne

spektroskopske tehnike koje su primenjene za njihovu karakterizaciju.

56



4.3.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija kao jedna od metoda karakterizacije strukture jedinjenja sluzi za
detekciju funkcionalnih grupa u molekulu. U koordinacionoj hemiji pomoc¢u IC spektara moze se
utvrditi da li dolazi do koordinacije liganada za metalni jon na osnovu promene poloZaja apsorpcionih
traka funkcionalnih grupa koje ucestvuju u koordinaciji. Za potrebe ove disertacije snimljeni su IC
spektri nekoordinovanih liganada kao i svih novonastalih kompleksnih jedinjenja da bi se na osnovu
poredenja istih moglo do¢i do zakljucka da 1i dolazi do bidentatne koordinacije liganada preko atoma
azota iz piridinskog prstena i atoma kiseonika karboksilne grupe za jon renijuma. Kada se porede
spektri kompleksa i odgovarajuéih liganada primecuje se odsustvo intenzivne, Siroke trake valencione
O-H istezuce vibracije u oblasti od 3453 do 2855 cm™ kod kompleksa K1 - K3. Upravo odsustvo ove
trake ukazuje da atom kiseonika iz karboksilne grupe uéestvuje u koordinaciji za metalni centar. Zbog
prisustva dve karboksilne grupe kod kompleksa K4 i K5 sa dipikolinskim derivatima dolazi do
pomeranja trake slobodne valencione O-H istezuce vibracije ka nizem talasnom broju u odnosu na
nekoordinovane ligande. Kod liganada L3 i L4 ova traka je Siroka i nalazi se u oblasti od 3432,1 do
3102,3 cm™, dok se u kompleksima K4 i K5 uodava vrlo ostra traka na 3056,7 i 3058, 9 cm™ §to je

jos jedna potvrda koordinacije.

Ostre trake srednjeg intenziteta valencionih C-H istezuéih vibracija aromati¢nog prstena kod
svih est kompleksa nalaze se od 3068 do 2862,6 cm™. Jo§ jedna bitna razlika u IC spektrima
kompleksa K1 - K3 u odnosu na ligande L1 - L3 jeste odsustvo apsorpcionih traka u oblasti od 2649
do 2050 cm™ koje su karakteristi¢ne za intramolekulsku vodoni¢nu vezu O-H...N tipa $to znaci da i
atom azota iz priridinskog prstena ucestvuje u koordinaciji. Kada je re¢ o traci valencione C=0
istezucée vibracije karbonilne grupe kod svih sintetisanih kompleksa nema znacajnijih pomeranja u

odnosu na slobodne ligande.

U spektrima kompleksa K4 - K6 sa dipikolinskim kiselinama uocavaju se karakteristi¢ne
oStre asimetri¢ne trake valencionih istezuéih vibracija estara COO™ istezuca asimetri¢na u oblasti od
1706,2 do 1605,6 cm™ kao i simetri¢nih traka valencionih istezu¢ih vibracija COO" istezuca
simetri¢na na talasnim brojevima od 1482,8 do 1435,8 cm™. Karakteristi¢na traka valencione P-C
istezuce vibracije iz trifenilfosfin grupe kod svih $est jedinjenja se nalazi u oblasti od 1098 do 1095
cm™. Usled koordinacije odgovarjuéih liganada za renijuma(V) dolazi do promeranja ka manjim
talasnim brojevima apsorpcione Re=0 trake. Jos jedna potvrda da atom azota iz piridina ima ulogu u

koordinaciji jeste prisustvo Re-N apsorpcione trake u opsegu od 529,3 do 541,7 cm™.
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4.3.2. H NMR spektroskopija

U cilju karakterizacije novosintetisanih kompleksnih jedinjenja renijuma(V) i potvrde
koordinacije N,O - liganada snimljeni su *H NMR spektri liganada i kompleksnih jedinjenja u istom
deuterisanom rastvaracu radi poredenja. Kompleksna jedinjenja mozemo podeliti u dve grupe i to K1
- K3 kompleksi renijuma(V) sa derivatima pikolinske kiseline i kompleksi K4 - K6 sa dipikolinskim
kiselinama radi lakSe analize dobijenih spektara. Najznacajnija promena u odnosu na ligande L1 -L6,
koja se uoc¢ava kod svih kompleksa K1 - K6 je odsustvo signala protona iz karboksilne grupe $to

ukazuje da se koordinacija vrsi upravo preko atoma kiseonika karboksilne grupe.

Takode u spektrima kompleksa uocava se Siroki multiplet koji predstavlja 15 protona
trifenilfosfin grupe u opsegu od 7,30 do 7,64 ppm. Singlet metil gupe kod 3-metilpikolinske kiseline
prisutan je na hemijskom pomeranju 2,76 ppm, dok se pri koordinaciji ovaj signal pomera ka nizem
hemijskom pomeranju od 2,23 ppm u kompleksu K2. Sasvim suprotna situacija uocava se kod 6-
metilpikolinske kiseline gde je signal metil grupe na hemijskom pomeranju od 2,60 ppm, dok se u
kompleksu K3 ovaj singlet nalazi na ve¢em hemijskom pomeranju od 2,93 ppm jer se metil grupa
nalazi odmah do atoma azota piridina koji je koordinovan za metalni centar. Takode potvrda da kod
kompleksa K6 dolazi do formiranja metil estra jeste pisustvo signala metil grupe na hemijskom

pomeranju od 3,39 ppm koje izostaje kod odgovarajuceg liganda.

Da koordinacija ima uticaj na hemijska pomeranja protona iz piridinskog prstena govori i
podatak da se singlet koji odgovara protonu H® nekoordinovane pikolinske kiseline nalazi na 8,78
ppm, dok je u kompleksu K1 ovaj proton uo¢en na hemijskom pomeranju od 12,02 ppm. Protoni H3
i H* kompleksa K1 u obliku multipleta nalaze se u oblasti od 8,39 do 8,49 ppm dok se kod kompleksa
K2 protoni H* i H® nalaze u oblasti od 7,29 do 7,53 ppm. Dubleti uoéeni na 7,55 i 7,62 ppm

odgovaraju protonima H?3 i H> kompleksa K3 odnosno 8,42 ppm protona H® kompleksa K2.

Kod kompleksa sa dipikolinskim kiselinama uoc€ava se razlika u hemijskom pomeranju
protona slobodne karboksilne grupe i ta promena je najvise izrazena kod liganda L4 gde je signal na
hemijskom pomeranju od 13,55 ppm dok se pri koordinaciji u kompleksu K4 ovaj signal nalazi na
nizem hemijskom pomeranju od 12,16 ppm. Multiplet u oblasti od 8,50 do 8,62 ppm odgovara
protonima H* i H® piridinskog prstena kompleksa K4. Dubleti na 7,89 ppm i 7,91 ppm odgovaraju
protonu H* kompleksa K5 i K6, dok se u kompleksu K6 odnosno K5 proton H2 piridinskog prstena
nalazi na hemijskom pomeranju 8,11 ppm odnosno 8,33 ppm. Takode u spektru kompleksa K6 na

8,29 ppm uocava se dublet protona H°, dok se na najvisem hemijskom pomeranju od 8,70 ppm nalazi
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dublet protona H® kompleksa K5. Prikaz najznaéajnijih hemijskih pomeranja u *H NMR spektrima

liganada i odgovarajuc¢ih kompleksa nalazi se u Tabeli 3 u nastavku.

Tabela 3. Prikaz najznadajnijih hemijskih pomeranja u *H NMR spektrima liganada i

odgovarajucih kompleksa

ligand/kompleks (pgm)

L1 8,25 7,97 7,60 8,78 10,73
K1 8,39 8,49 7,66 12,02

L2 7,71 7,47 8,44 2,76

K2 7,29 7,53 8,42 2,23

L3 7,83 7,42 8,02 2,60

K3 7,55 7,48 7,62 2,93

L4 8,24 7,63 8,73 13,55
K4 8,50 7,64 8,62 12,16
L5 8,43 8,15 9,14 13,60
K5 8,33 7,89 8,70

L6 8,15 - 8,24 13,33
K6 8,11 7,91 8,29 3,39

4.3.3. C NMR spektroskopija

Kao jo$ jedna metoda karakterizacije snimljeni su i *C NMR spektri liganada i kompleksnih
jedinjenja u istom deuterisanom rastvaracu radi poredenja. Ono S$to je karakteristicno za svih Sest
kompleksa je da se ne uocava znafajna promena signala u spektrima u odnosu na ligande. Kod
kompleksa K1 - K3 signal ugljenika karbonilne grupe je na pomeranju od 164 ppm. Kod kompleksa
K4 - K6 sa dipikolinskim Kiselinama signal slobodne karbonilne grupe je na hemijskom pomeranju
od 165 ppm, dok je signal karbonilne grupe koja ucestvuje u koordinaciji pomeren ka niZzem
hemijskom pomeranju od 163 ppm. Signali ugljenika piridinskog prstena kao i signali ugljenika
trifenilfosfin grupe kod svih kompleksa nalaze se u oblasti od 123 do 152 ppm. Takode signali
ugljenika metil grupe nalaze se na hemijskom pomeranju od 19, 30 i 53 ppm u kompleksima K2, K3
odnosno KB6.
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4.3.4. Masena spektrometrija

Sva kompleksna jedinjenja okarakterisana su i masenom spektrometrijom koja je snimana
tehnikom elektrosprej jonizacije u pozitivnom modu koristeci acetonitril ili metanol kao rastvarac.
Da bi se utvrdilo da li dobijene m/z vrednosti odgovaraju predlozenim fragmentacionim jonima
uradeno je i teorijsko rac¢unanje m/z vrednosti pomoc¢u Kalkulatora distribucije izotopa (eng. Isotope
Distribution Calculator). Za najaktivniji kompleks sa 2,6-dipikolinskom kiselinom (K6) radi potvrde
Cistoe novosintetisanog jedinjenja snimljen je 1 maseni spektar visoke rezolucije koristeci
elektrosprej tehniku jonizacije u pozitivnom modu, u metanolu. Jedino se kod kompleksa K2 uocava
da su molekulski joni uvecani za jon natrijuma ili kalijuma koji poticu iz izvora uredaja, dok se kod
kompleksa K1 uocava prisustvo dva jona: molekulskog jona i molekulskog jona bez jednog hlorido
liganda. Sto se ti¢e ostalih kompleksa: K3 - K6 potvrdeno je prisustvo molekulskog jona bez jednog

hlorido liganda. Svi podaci vezani za masene spektre predstavljeni su u Tabeli 4 u nastavku teksta.

Tabela 4. Fragmentacioni joni u masenim spektrima kompleksa K1 - K6, pozitivan mod
snimanja

m/z fragmentacionog jona (teorijski
izra¢unat)

I 2 O [0 sajt: Isotope Distribution Calculator

Kompleksna jedinjenja

@), https://www.sisweb.com/mstools/isotope.htm

K1 m/z = 657 [M]* m/z = 657 [M]*

m/z = 622,03 [M-CI]* m/z = 622 [M-CI]*
K2 m/z = 694,20 [M+Na]* m/z = 694 [M+Na]*

m/z = 709,98 [M+K]* m/z = 710 [M+K]*
K3 m/z = 636,05 [M-CI]* m/z = 636 [M-CI]*
K4 m/z = 666 [M-CI]* m/z = 666 [M-CI]*
K5 m/z = 666 [M-CI]* m/z = 666 [M-CI]*
K6 m/z = 680,04 [M-CI]* m/z = 680 [M-CI]*

4.3.5. Detalji racunskih proracuna

Optimizovana struktura kompleksa K6 je u skladu sa kristalnom strukturom preuzetom iz
Kembricke kristalografske baze, opisanoj u literaturi [104]. Ono §to treba istaéi je da su optimizovane
strukture kompleksa K4 i K5 pokazale zna¢ajne razlike u poredenju sa optimizovanom strukturom
kompleksa K6, a glavna razlika je u nekovalentnim interakcijama. Kod sva tri kompleksa dolazi do

interakcije jednog aromatic¢nog prstena trifenilfosfin grupe i piridinskog prstena liganda. Takode,
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analizom optimizovanih geometrija uoceno je da metoksi (-OCHs) grupa ostvaruje drugalije
nekovalentne interakcije u kompleksu K6 u odnosu na komplekse K4 i K5. Atom kiseonika iz -OCHj3
grupe ostvaruje C—H/O interakciju sa atomom vodonika iz trifenilfosfin grupe (duzina interakcije:
2,284 A). Osim toga dolazi do interakcije izmedu vodonika iz -OCHj3 grupe i kiseonika iz Re=0 veze.
Ovo je takode pra¢eno C—H/x interakcijom izmedu vodonika iz -OCHs grupe i aromati¢nog prstena

iz trifenilfosfin grupe (Slika 28).

Slika 28. Optimizovane 3D strukture kompleksa K4 - K6

Analizom dijagrama izracunatih nekovalentnih interakcija - NCI utvrdeno je da postoje n—n
interakcije izmedu aromati¢nih prstenova (zelene povrSine izmedu aromati¢nih prstenova
predstavljaju Van der Valsove interakcije). Takode analiza je pokazala da je -OCHj3 grupa kompleksa
K6 uklju¢ena u -OCHs/n, C-H/O i Re=0O/H interakcije. Ove interakcije mogu imati ulogu u
proucavanju interakcija kompleksnih jedinjenja i DNK molekula jer je poznato da su metalni
kompleksi sa planarno-heterocikli¢cnim ligandima stabilniji i efikasnije se vezuju za DNK

zahvaljuju¢i n— interakcijama i vodoni¢nim vezama (Slika 29).

OCH:/=x,C-HO1i
Re=0 / H interakcije

=-m interakcije =-xm interakcije

Slike 29. Prikaz nekovalentnih interakcija kompleksa K4 - K6
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4.3.6. Rendgenska strukturna analiza

Rendgenskom strukturnom analizom potvrdene su strukture kompleksa K1 - dihloro-okso-
trifenilfosfin-N,O-(piridin-2-karboksilato) renijum(V) [ReOCI2(L1)(PPhs)] koja je u skladu sa
podacima iz literature [106], K2 - dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(3-metilpiridin-2-karboksilato)
renijum(V) [ReOCI>(L2)(PPh3)], K3 - dihloro-okso-trifenilfosfin-N,O-(6-metilpiridin-2-
karboksilato) renijum(V) [ReOCl(L3)(PPh3)]. Kristali za analizu dobijeni su sporim isparavanjem
matiCnog rastvora. Za reSavanje strukture sva tri kompleksa koriS¢ena je jednaCina: w =
1/[6*(Fo?)+(aP)*+bP] gde je P = (Fo?+2Fc?)/3. Svi atomi, osim atoma vodonika, su uta¢njeni
anizotropno. Apsolutna konfiguracija kompleksa K1 potvrdena je efektom disperzije merenjima
difrakcije na kristalu. S obzirom na to da se u kompleksu K2 uocava pojava dvojnikovanje (eng.
crystal twinning), Sto podrazumeva da vise kristalnih domena dele parametre kristalne reSetke u
okviru jednog kristala [117], onda se za reSavanje apsolutne konfiguracije mora primeniti matrica (-
100/0-10/00-1), pri cemu je faktor skale bio [0,0165(6)]. Atomi vodonika aromati¢nih prstenova
koji ¢ine C-H vezu nalaze se na rastojanju od 0,95 A, dok je metil grupa predstavljena kao idealni
tetraedar sa uglovima koji omogucéavaju rotaciju oko C-C veze dok se vodonici C-H veze nalaze na
rastojanju od 0,98 A. Sva tri kompleksna jedinjenja kristaliu bez rastvaraéa i imaju oktaedarsku
geometriju (Slika 30).

Slika 30. ORTEP prikaz molekulske strukture kompleksa K1 (koja je u skladu sa
literaturnim podacima [106])
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Kompleks K1 je necentrosimetrican $to znaci da ne poseduje centar inverzije za razliku od
kompleksa K2 i K3 koji su centrosimetri¢ni. Analizom je potvrdeno da su N,O- ligandi bidentatno
koordinovani za metalni centar. Atom kiseonika iz karboksilne grupe koordinovan je za renijum(V)
i duzine veza iznosi: K1: Re1-02 2,043 (6) A; C2-02 1,314 (10) A , K2: Re1-02 2,033 (5) A; C2-
02 1,339 (10) A, K3- Re1-02 2,033 A; C2-02 1,312 (10) A, pri ¢emu se nalazi u trans polozaju u
odnosu na kiseonik iz Re=0 grupe: K1: Re1-01 1,673 (6) A; ugao: O1-Re1-02 158,4 (3) °, K2: Rel-
01 1,669 (5) A; ugao: 01-Re1-02 158,9 (3) °, K3- Re1-01 1,676 (4) A; ugao: O1-Re1-02 161,01
(19) °. Atom azota piridinskog prstena je takode koordinovan za jon metala i duzine veze iznosi: K1:
Rel-N11 2,127 (9) A, K2: Re1-N11 2,127 (7) A, K3- Re1-N11 2,172 (5) A. Atom azota je u trans
poloZaju u odnosu na atom hlora, pri ¢emu je duzine veze i vrednost ugla slede¢a: K1: Rel1-Cl1 2,333
(2) A; ugao: N11-Rel-Cl1 169,9 (3) °, K2: Rel-Cl1 2,327 (2) A; ugao: N11-Rel-CI1 170,5 (2) °,
K3- Rel-Cl1 2,3387 (15) A; ugao: N11-Rel-Cl1 163,46 (14) °. Oktaedarska geoetrija potvrdena je
jod i ¢injenicom da su renijum i fosfor iz trifenilfosfina u trans polozaju: K1: Rel-P1 2,453 (2) A,
K2: Rel-P1 2,460 (2) A, K3- Rel-P1 2,4658 (15) A, pri ¢emu su u trans polozaju u odnosu na hlor
obrazujuéi i odgovarajuéi ugao: K1: Re1-CI2 2,371 (3) A; ugao: CI2-Re1-P1 159,5 (9) °, K2: Rel-
Cl22,371(2) A; ugao: CI2-Rel1-P1 159,5 (6) °, K3- Re1-Cl2 2,3837 (15) A; ugao: CI2-Re1-P1 164,85
(5) °, (Slika 31). Svi podaci o kristalnoj strukturi kompleksa K1 - K3 nalaze se u Tabeli 5, dok su

duzine veza i uglovi predstavljeni u Tabeli 6.

Slika 31. ORTEP prikaz molekulske strukture kompleksa K2 i K3
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Tabela 5. Podaci o kristalnim strukturama kompleksa K1 - K3

Kompleksna jedinjenja

Empirijska formula
Molekulska masa
Opis kristala
Veli¢ina kristala (mm)
Kristalni sistem, prostorna
grupa
Dimenzije jedini¢ne éelije (A): a
b
c

p
Zapremina
Z (broj stehimetrijskih jedinica)

Izracunata gustina
F(000)

Linearni koeficijent apsorpcije p
Transmisioni maksimum i
minimum
Odredena jedini¢na celija
Koriscena refleksija

Temperatura

Opseg O za prikupljanje
podataka

Refleksija
prikupljena/jedinstvena

Znacajne jedinstvene refleksije
R(int), R(o)
Procenat do ® max

Podaci/parametri/ogranicenja
Faktor slaganja od F?

Konaéni R faktor [I > 2¢6(I)]

R faktor

Parametri tetinske Seme, aib
Najveli A/ ¢ poslednjeg ciklusa
Najvedi diferencioni pik i
Supljina
CCDC identifikacioni broj *

K1 K2
Kristalografski podaci
C24H19CIo:NOsPRe C25H2:CI,NOsPRe
657,47 671,50
blok, ljubicast blok, ljubicast
0,17 x 0,10 x 0,07 0,15x0,13x 0,10

monoklini¢ni, C ¢

7,5444(6) A
39,252(3) A
7,8754(6) A
96,220(5)°
2318,5(3) A3

4

1,884 mg/m?®
1272
5,568 mm*

0,74510,493

2,77° < ® <27,66°
4963 na 100 K

monoklini¢ni, P 24/c

7,5811(6) A
39,165(4) A
7,8657(7) A
96,531(5)°
2320,3(4) A3

4

1,922 mg/m?®
1304
5,566 mm™

0,7451 0,352

2,66° <O < 25,92°
9217 na 100 K

Prikupljanje podataka

100 K
2,77 do 28,0°

12911 /4531

4180 sa | > 2o(I)
0,0512, 0,0707
99,9%

Utaénjavanje
4531/293/2
1,022
R1=0,0337,
wR2=0,0621
R1=0,0378,
wR2=0,0632
0,0063, 0,0000
0,001

1,851 i -1,654e/A3
2126604

100 K
1,56 do 27,90°

35679 /5542

4525 sa 1> 20(1)
0,0998, 0,1089
99,9%

5542/305/0
1,102

R1=0,0580,
wR2=0,1218

R1=0,0734,
wR2=0,1283

0,0194, 3,6002
0,003

1,548 i -1,560e/A3
2126605

K3

CxsH,1CI:NOsPRe
671,50
blok, ljubicast
0,17 x 0,11 x 0,03

monoklini¢ni, P 2;/c

7,8790(3) A
37,8688(16) A
7,8750(4) A
95,958(2)°
2336,96(18) A3
4

1,909 mg/m?®
1304
5,526 mm*

0,7451 0,263

2,60° <0 <29,19°
9900 na 100 K

100 K
2,15 do 29,0°

33733 /6205

5077 sa 1> 26(])
0,0965, 0,0945
100,0%

6205 /304 /0
1,154
R1=0,0482,
wWR2=0,1071

R1=0,0605,
wR2=0,1111

0,0000, 2,3928
0,002

1,701 i -1,342¢/A3
2126606

*CCDC indentifikacioni broj oznacava broj pod kojim je kristalna struktura kompleksnog jedinjenja sacuvana u
Kembrickoj kristalografskoj bazi podataka (Cambridge Structural Database)
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Tabela 6. Podaci o duZini veza i uglovima za komplekse K1 - K3

DuZine veza (A) K1 K2 K3
Rel-O1 1,673(6) 1,669(5) 1,676(4)
Rel-02 2,043(6) 2,033(5) 2,034(4)
Rel-N11 2,127(9) 2,127(7) 2,172(5)
Rel-Cl1 2,333(2) 2,327(2) 2,3387(15)
Rel1-CI2 2,371(3) 2,371(2) 2,3837(15)
Rel-P1 2,453(2) 2,460(2) 2,4658(15)
C2-03 1,217(10) 1,205(9) 1,209(7)
C2-02 1,314(10) 1,339(10) 1,312(7)

Uglovi (°) K1 K2 K3
01-Rel-02 158,4(3) 158,9(3) 161,01(19)
N11-Rel-Cl1 169,9(3) 170,5(2) 163,46(14)
Cl2-Rel-P1 159,5(9) 159,5(6) 164,85(5)
C12-N11-C16 117,0(9) 118,3(8) 117,7(5)
C12-N11-Rel 116,1(7) 117,9(6) 114,6(4)
C16-N11-Rel 123,6(7) 123,7(6) 127,7(4)
02-C2-03 124,9(8) 122,4(8) 124,0(6)
02-C2-C12 112,7(7) 112,4(7) 112,2(5)
03-C2-C12 122,4(8) 125,2(8) 123,8(5)
C2-02-Rel 122,3(5) 122,6(5) 123,4(4)

4.3.7. Stabilnost novosintetisanih kompleksnih jedinjenja u dimetil sulfoksidu (DMSQO)

Najcesc¢i rastvara€ koji se koristi u bioloskim testovima je DMSO. U dosadaSnjim
istrazivanjima u literaturi je opisano kako DMSO moze uticati na biolosku aktivnost kompleksa
Ru(ll)-arenskih kompleksa sa N ili O donorskim ligandima, jer moze do¢i do zamene liganda ili
arenskog dela kompleksa sa DMSO [118]. S toga je vrlo vazno ispitati stabilnost sintetisanih
kompleksnih jedinjenja u tom rastvaracu u vremenskom intervalu od 72 h koliko traje inkubacija
kompleksa sa ¢elijama pri MTT metodi. Stabilnost kompleksa rastvorenih u deuterisanom DMSO-u
se prati *H NMR spektroskopijom u razli¢itim vremenskim intervalima 0 h, 1 h, 24 h, 48 h'i 72 h.
Kao predstavnici dve grupe kompleksnih jedinjenja izabrani su kompleks K2 i K5. Kod kompleksnog
jedinjenja K2 nije uocena ni jedna promena u toku 72 h, dok se kod kompleksa K5 nakon 48 h uoc¢ava
pojava dodatnih pikova na hemijskom pomeranju 8,15 i 8,45 ppm, koji najverovatnije poti¢u od
liganda. Napomene radi pri bioloSkim testovima svi rastvori kompleksa pravljeni su neposredno pred
izvodenje date analize i koncentracija DMSO-a nije bila veca od 1% u totalnoj zapremini §to znaci

da je svih Sest kompleksa stabilno i pogodno za rad sa ¢elijama.
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4.4. Bioloska ispitivanja u in vitro uslovima
44.1. MTT metoda

Citotoksi¢ni potencijal novosintetisanih renijum(V) kompleksa u poredenju sa cisplatinom
kao referentnim jedinjenjem odreden je kolorimetrijskom MTT metodom inhibicije rasta na panelu
humanih tumorskih ¢elijskih linija, i zdravoj netumorskoj ¢elijskoj liniji MRC-5. Serija kompleksa
K1 - K3 ispitana je na ¢elijskim linijjama A549, PANC-1, LS-174, EAhy.926, MDA-MB-231 i MCF-
7. Celije su tretirane ispitivanim jedinjenjima 72 h nakon &ega je konstruisan dijagram pezivljavanja
¢elija (%) u zavisnosti od koncentracije agensa. Sa navedenog dijagrama dobijen je podatak o
koncentraciji agensa koji izaziva smanjenje preZivljavanja ¢elija za 50%., odnosno 1Cso vrednost u
uM opsegu. Najaktivniji je bio kompleks K1 koji je ispoljio aktivnost u rangu od 68,90 do 96,07 uM
pri ¢emu je najaktivniji bio na ¢elijskim linijama PANC-1 (ICs0 = 69,84 *+ 2,3 uM) i MDA-MB-231
(ICs50=68,90 £ 1,73 uM ), (Tabela 7 i Slika 32).

PANC-1
" — Kl
I - K2
- = L'n!

== cizplatina

celijskavijabilnost (%)

> " L v 100 1.4

koncentracija (ph)

Slika 32. Dijagram ¢éelijske vijabilnosti kompleksa K1 - K3 i cisplatine na PANC-1 ¢elijskoj
liniji
Obe celijske linije se karakteriSu kao visoko invanzivne i rezistentne na mnoge lekove.
Vredna pomena je ¢injenica da je kompleks K1 ispoljio manji citotoksi¢ni potencijal prema zdravoj
MRC-5 ¢elijskoj liniji, u odnosu na tumorske ¢celijske linije. Treba istaci da kompleks K1 ipak nije

aktivniji od cisplatine sto se vidi i po vrednosti indeksa selektivnosti (SI) (Tabela 8). Takode,

analizom dobijenih 1Cso vrednosti za sva tri kompleksa namece se zakljucak da se kod kompleksa K2
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i K3 uvodenjem elektron-privlaéne metil grupe na razli¢itim poloZzajima aromati¢nog prstena

liganada ne postize veca citotoksi¢na aktivnost ispitivanih jedinjenja.

Kompleksna jedinjenja K4 - K6 sa dipikolinskim derivatima bila su testirana na isti na¢in
MTT metodom. U ovom eksperimentu koriSéene su slede¢e humane tumorske ¢elijske linije: A549,
MDA-MB-231, PANC-41 i OVCAR-3. Sva tri jedinjenja ispoljila su aktivnost na PANC-1 i MDA-
MB-231 ¢elijskim linijama sa ICso vrednostima u rangu od 48,73 do 97,42 uM (Tabela 7.). Kompleks
K6 izdvojio se kao najaktivnije jedinjenje prema PANC-1 ¢elijskoj liniji ¢ija je 1Cso = 48,73 £ 0,31
predstavljena na dijagramu vijabilnosti ¢elija (Slika 33).

PANC-1

& K4
K&
—e— K6

—ip . Clzplatina

celijskavijabilnost (%)

koncentracija (pid)

MDA-MB-231

—a— K4
--a-- K&
—s— K6

—a— cizplatina

celijska vijabilnost (%)

koncentracija (phi)

Slika 33. Dijagram ¢éelijske vijabilnosti kompleksa K4 - K6 i cisplatine na PANC-1 i MDA-
MB-231 ¢elijskim linijama
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Sva tri kompleksa nisu ispoljila aktivnost ni pri maksimalnoj koncentraciji od 100 uM prema
tumorskim A549 i OVCAR-3 ¢elijskim linijama, kao ni na zdravoj MRC-5 ¢elijskoj liniji. Da dodatna
elektron-akceptorska karboksilna grupa i njen polozaj na aromati¢nom prstenu liganada nemaju
preveliki uticaj vidi se kada se uporede 1Cso vrednosti kompleksa K4 i K5. S druge strane elektron-
privla¢ni metil-estar koji je prisutan kod kompleksa K6 uti¢e na poboljsanje citotoksi¢nog efekta na
PANC-1 ¢elijskoj liniji.

Tabela 7. In vitro citotoksi¢nost kompleksa renijuma(V) odredena MTT metodom

ﬁzg}ﬁﬁﬁgo A549 MDA-MB-231 MCF-7 LS-174 PANC-1 Eahy.926 OVCAR-3 MRC-5
K1 96,07+157 = 6890+173  8643+072 @ 9336+373 = 60,84%23  92,68+394 nd. 80,22+ 1,80
K2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 nd. >100
K3 >100 >100 >100 >100 nd. >100 n.d. >100
K4 >100 78,74+ 0,29 n.d.xe n.d. 92,70 + 6,01 n.d. >100 >100
K5 >100 97,42+ 1,15 n.d. n.d. 87,41+375 n.d. >100 >100
K6 >100 >100 nd. n.d. 48734031 n.d. >100 >100

cisplatina* | 197104 | 7,80%114 5774055 @ 2222+165 17,38£342  1213%376 n.d. 10,03+0,27

cisplatina**  1,97+104  16,05+0,12 nd. n.d. 14,70+ 1,06 n.d. 988059 | 10,48+0,16

* vrednost dobijena u studiji kada su analizirani kompleksi K1 - K3
** yrednost dobijena u studiji kada su analizirani kompleksi K4 - K6

**% nije uradena analiza za datu ¢elijsku liniju

Tabela 8. Vrednosti Sl - indeksa selektivnosti za kompleks K1 i cisplatinu

Kompleksno jedinjenje A549 MDA-MB-231 MCF-7 LS-174 PANC-1 Eahy.926
K1 0,84 116 0,93 0,86 1,15 0,87
cisplatina 0,84 1,37 1,74 0,45 0,58 0,83

a- indeks selektivnosti (SI) za kompleks K1 i cisplatinu na tumorskim ¢elijskim linijama uporeden sa zdravom ¢elijskom linijom (npr.
SI PANC-1 = ICs0 MRC-5/ ICs0 PANC-1)
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4.4.2. Odredivanje efekta kombinovanog dejstva novosintetisanih kompleksa sa
verapamil hidrohloridom - VRP na PANC-1 éelijskoj liniji

Celije PANC-1 éelijske linije predstavljaju dobar model za in vitro bioloska ispitivanja novih
lekova jer ispoljavaju rezistenciju na veéinu klinicki kori$¢enih lekova, pa je testiranje novih
supstanci na njima veoma korisno, jer se na taj nafin moze ispitati mehanizam delovanja
potencijalnog leka. Do rezistencije dolazi izmedu ostalog zbog delovanja ATP - zavisnih pumpi,
transmembranskih kanala za translokaciju supstrata, koja transportuje odredeni lek van ¢elije pri
Cemu se koncentracija leka u celijama smanjuje. Familiji ATP-zavisnih pumpi pripada i
transmembranski P-glikoprotein (Pgp) koji ima afinitet vezivanja za hidrofobne, pozitivno
naelektrisane molekule [119, 120]. Verapamil je specifi¢ni inhibitor P-glikoproteina. Verapamil
dovodi do blokiranja transmembranskih kanala za transport kalcijuma i kalijuma i ostvaruje
interakcije sa adrenergi¢kim receptorima [121, 122]. Verapamil pripada prvoj generaciji inhibitora
koji moze doprineti u prevazilazenju rezistencije, a koji dovode do povecanja akumulacije
antitumorskog agensa u cCelijama [123, 124]. Stoga ispitan je efekat VRP na novosintetisanim
kompleksima renijuma(V) koji poseduju hidrofobnu trifenilfosfin grupu u sklopu svog ligandnog
sistema. Citotoksi¢an potencijal svih $est kompleksa razli¢itih koncentracija (25, 50, 100 uM), ispitan
je na ¢elijama PANC-1 ¢elijske linije u prisustvu i odsustvu VRP razli¢itih koncentracija (30 ili 100
uM). Analizom rezultata pokazano je da dodatak VRP koncentracije 100 uM uzrokuje poboljsanje
citotoksi¢nog ekekta svih ispitivanih kompleksa, a naroc¢ito kompleksa K1, ¢ija ICso vrednost iznosi
51,38 £ 2,8 uM i K8, ¢ija ICso vrednost iznosi 10,20 + 0,79 uM (Tabela 9, Slike 34, 35, 36,).
Tabela 9. 1Cso vrednosti na PANC-1 ¢elijskoj liniji u prisustvu ili odsustvu VRP ili L-BSO
nakon inkubacije od 72 h

PANC-1 ICso (uM) |

Jedinjenje Kompleks +VRP 30 pM)  + VRP (100 pM) * Li?\/lo) e
K1 69,84 +2,3 65,15 + 0,68 51,38+2,8
K4 92,70 £ 6,01 87,17 £ 3,15 97,86 + 2,31 n.d.***
K5 87,41+ 3,75 93,74 + 0,26 >100 n.d.
K6 48,73 + 0,31 28,69 + 0,11 10,20 £ 0,79 n.d.
cisplatina* 17,38+ 3,4 28,38+ 2,8 n.d. 13,38 + 4,72
cisplatina** 14,70 + 1,06 28,89+ 1,01 n.d. n.d.

* vrednost dobijena u studiji kada su analizirani kompleksi K1 - K3
** vrednost dobijena u studiji kada su analizirani kompleksi K4 - K6

**% nije uradena analiza za datu ¢elijsku liniju
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Slika 34. Dijagrami ¢elijske vijabilnosti kompleksa K1 - K3 i CDDP razli¢itih koncentracija (25, 50, 100 pM) u
prisustvu ili odsustvu VRP (30 ili 100 pM) na PANC-1 ¢elijskoj liniji nakon 72 h (Rezultati prikazani zajedno sa
standardnom devijacijom dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta)
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Slika 35. Dijagrami ¢elijske vijabilnosti kompleksa K4 - K6 i CDDP razli¢itih koncentracija (25, 50, 100 pM) u
prisustvu ili odsustvu VRP (30 ili 100 pM) na PANC-1 ¢éelijskoj liniji nakon 72 h (Rezultati prikazani zajedno sa
standardnom devijacijom dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta)
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Slika 36. Dijagrami ¢elijske vijabilnosti kompleksa K4 - K6 i CDDP na PANC-1 ¢éelijskoj liniji dobijeni MTT
metodom nakon 72 h: A) kompleksi K4 - K6 i CDDP sa VRP koncentracije 30 pM; B) kompleksi K4 - K6 sa
VRP koncentracije 100 pM; C) kompleks K6, CDDP i kombinacija kompleksa K6 sa VRP koncentracije 30 pM
kao i kombinacija CDDP sa VRP razli¢itih koncentracija (30 pM, 100 pM) (Rezultati prikazani zajedno sa
standardnom devijacijom dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta)

Kod kompleksa K2 - K5 primeceno je da VRP ne dovodi do znacajne promene citotoksi¢nog
potencijala, $to je u skladu sa pretpostavkama da je transportnim proteinima olakSan transport leka
van Celija, ako se u sklopu kompleksnog jedinjenja nalazi voluminozni organski molekul kakav je
trifenilfosfin, dok je kod cisplatine potpuno drugacija situacija, jer dolazi do zna¢ajnog poboljsanja
citotoksi¢nog efekta, koje je od ranije poznato i opisano u literaturi [125, 126]. Stoga je kao standard
u ovom eksperimentu kori§¢ena kombinacija VRP razlicitih koncentracija sa cisplatinom pri ¢emu
dolazi do znacajnog poboljsanja 1Cso vrednosti CDDP. Svi rezultati su u skladu sa postoje¢im
naucnim studijama u kojima je istrazena osetljivost tumorskih ¢elija na lekove na bazi platine pri

¢emu se moze zakljuciti da je mehanizam delovanja takvih lekova drugaciji 1 da transporteri poput P-

glikoproteina ne u¢estvuju u njihovom transportu [127, 128, 129].
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4.4.3. Odredivanje uticaja L-BSO na aktivnost kompleksa na PANC-1 éelijskoj liniji

U ranijim nau¢nim studijama je pokazano da do deaktivacije cisplatine i drugih
kompleksa prelaznih metala dolazi zbog njihove interakcije sa molekulima koje sadrze tiolske grupe
kao $to je glutation (GSH). Ovakava pojava se uo¢ava i u tumorskim ¢elijama pri ¢emu dolazi do
rezistencije ¢elija na odgovarajuéi antitumorski agens [130, 131, 132]. Isikava u svojoj studiji govori
da dolazi do interakcije GSH sa cisplatinom nakon ¢ega se takav adukt transportuje van ¢elija pri
¢emu se nivo cisplatine u ¢elijama smanjuje ¢ime dolazi do rezistencije éelije na cisplatinu. Sa druge
strane Kol i saradnici u svojoj studiji ukazuju na vaznost VRP koji moze pomo¢i u prevazilazenju
rezistencije jer utie na transportni protenin MRP-1 Koji transportuje organske molekule poput GSH
van celije [133, 134].

Krenuvsi od pretpostavke da ¢e se kompleks K1 ponasati kao i kompleksi prelaznih metala
opisanih u ranijim studijama, ispitano je da li ¢e do¢i do inhibicije GSH u ¢elijama PANC-1 ¢elijske
linije uz pomo¢ L-BSO, inhibitora y-glutamilcistein sintetaze koji dovodi do usporavanja sinteze GSH
u Celijama [132]. Rezultati ove analize ukazuju da se kombinacijom kompleksa K1 ili CDDP sa L-

BSO povecava osetljivost ¢elija na dati lek (Slika 37).
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Slika 37. Dijagrami Celijske vijabilnosti kompleksa K1 i CDDP razli¢itih koncentracija (25, 50, 100 pM) u
prisustvu ili odsustvu L-BSO (100 pM) na PANC-1 ¢elijskoj liniji nakon 72 h (Rezultati prikazani zajedno sa

standardnom devijacijom dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta)
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Ovakvi rezultati neiznenaduju uzimajuci u obzir naucne studije u kojima je ve¢ opisano da
L-BSO u kombinaciji sa CDDP dovodi do poboljsanja citotoksi¢nog potencijala cisplatine na datoj
¢elijskoj liniji [113, 131]. Najbolji efekat uocen je pri kombinaciji L-BSO i kompleksa K1
koncentracije 100 puM, pri ¢emu dolazi do snizavanja ICso vrednosti datog kompleksa na PANC-1
¢elijskoj liniji €ija vrednost iznosi ICso = 57,67 + 6,51 uM, medutim procenat zivih ¢elija u ovakvim

uslovima bio je veoma nizak i iznosio je 4,28% (Tabela 9).

4.4.4. Analiza Celijskog ciklusa na PANC-1 ¢elijskoj liniji pomoc¢u protocne citometrije

Uticaj kompleksa K1 i cisplatine (CDDP) na ¢elijski ciklus na PANC-1 ¢elijama u
kombinovanom dejstvu sa verapamil hidrohloridom — VRP pracen je primenom proto¢ne citometrije
(Flow cytometry) PANC-1 ¢elije inkubirane 48 h i to u kombinacijama prikazanim na dijagramu: kao
kontrole koriS¢ene su netretirane ¢elije, kao 1 ¢elije koje su tretirane samo sa VRP koncentracije 30
uM, éelije tretirane kompleksom K1 (100 pM) kao i ¢éelije tretirane kombinacijom K1 (100 uM) +
VRP (30 uM), odnosno ¢elije tretirane sa CDDP (10 uM), kao i ¢elije tretirane kombinacijom CDDP
(10 uM) + VRP (30 uM) obojene pomocu propidijum jodida (PI), (Slike 38 i 39).

WS5ug-Gl mMGL WS mG2

any i |

kontrola  VRP (30 uM) K1 (100pM) K1 +VRP CDDP (10 pM) CDDP + VRP

% celija

Slika 38. Efekat kompleksa K1 (100 pM) i CDDP (10 pM) na raspodelu faza éelijskog ciklusa na PANC-1
¢elijskoj liniji nakon 48 h upotrebljenih pojedinac¢no ili u kombinaciji sa VRP (30 pM). (Rezultati prikazani
zajedno sa standardnom devijacijom dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta)
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Rezultati ukazuju da samo CDDP dovodi do nagomilavanja ¢elija i zaustavljanja ¢elijskog
ciklusa u S fazi (29, 96% u odnosu na kontrolu 11, 41%), kao i G2 faze (41, - 46% u odnosu na
kontrolu 27,94%). Upotrebljen samostalno kompleks K1 ne dovodi do promena ¢elijskog ciklusa dok
je u kombinaciji sa VRP izazvao zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u S fazi. Sub-G1 faza, za koju je
karakteristi¢na fragmentacija jedra, bila je na istom procentu kao i kod ¢elija koje su tretirane samo
sa VRP. Ono §to se moze zakljuciti analizom rezultata dobijenih proto¢nom citometrijom je da

kombinacija kompleksa K1 sa VRP ima suprotan efekat na ¢elijski ciklus u odnosnu na CDDP.
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Slika 39. Efekat kompleksa K1 (100 pM) i CDDP (10 pM) na progresiju Celijskog ciklusa na PANC-1 ¢elijskoj
liniji nakon 48 h upotrebljenih pojedina¢no ili u kombinaciji sa VRP (30 pM). (Histogrami ¢elijskog ciklusa
dobijeni su pomo¢u fluorescentnog aktiviranog sortera ¢elija - FACS analizom protoka i predstavljaju rezultat

dva nezavisna eksperimenta)
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4.45. Morfoloska analiza Celijske smrti pomocu fluorescentne mikroskopije

Morfoloska analiza ¢elijske smrti pracena je pomocu fluorescentne mikroskopije na PANC-
1 ¢elijam koje su bile tretirane kompleksom K1 i cisplatinom (CDDP). Reagensi kori$éeni za dualno
bojenje i pra¢enje promena morfologije ¢elija su akridin oranz i etidijum bromid [33,36 113, 116].
Celije su tretirane kompleksom K1, koncentracije 100 pM u trajanju od 72 h, pri ¢emu je uo&eno da
je vecina celija ostala prilepljena za podlogu kao i da je vecina ¢elija i dalje u kontaktu jedna sa
drugom pri ¢emu im je morfologija izgledala isto kao i u netretiranoj, kontrolnoj grupi. Na slikama
dobijenim pomocu fluorescentne mikroskopije zelena fluorescencija, koja nastaje usled intracelijski
usvojenog akridin oranza zbog ocuvane plazmina membrane, primecena je samo u sredini ¢elije, dok
fragmentacija hromatina i jedra kod mrtvih Celija ukazuje da je mehanizam ¢elijske smrti apoptoza.
Medutim, kada su celije tretirane veCom koncentracijom kompleksa K1 od 150 uM dolazi do
znacajnog odvajanja ¢elija od podloge pri ¢emu celije pocinju da se smanjuju i poprimaju zaobljeni
oblik. Takode, hromatin postaje narandzasto ka crveno obojen §to ukazuje da se mehanizam ¢elijske
smrti menja ka sekundarnoj apoptozi, dok takode poprima karakteristike nekroze. S druge strane kod
CDDP primeceno je prisustvo i zelene i crvene fluorescencije koje poticu od akridin oranza, odnosno
etidijum bromida. Nakon inkubacije ¢elija 72h sa CDDP koncentracije 10 uM, vecina celija se
odlepila od podloge i doslo je do redukcije meducelijskih kontakata. S morfoloske strane gledano sva
jedra ¢elija su obojena, dok se primec¢uju i uvecane intercelijskih komponenti $to znaci da dolazi do
promena na ¢elijskoj membrani i pokrecu se nekroza i apoptoza kao oblici ¢elijske smrti. Razlike
koje su uocene u morfologiji Celija tretiranih kompleksom K1i ¢elija tretiranih sa CDDP kao i
kinetika ¢elijske smrti ukazuju da je mehanizam delovanja ova dva jedinjenja potpuno razlicit (Slika
40).
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PANC-1 cells
Contrel, 72 h

Slika 40. Fotografije sa mikroskopa predstavljaju PANC-1 éelije nakon tretmana kompleksom K1 (100 i 150
pM) ili sa CDDP (10 uM). Slike su dobijene fluorescentnim mikroskopom Axio Observer Z1, koristeci
AxioVision softver za obradu slika (Carl Zeiss Microlmaging GmbH). Akridin oranz (zelena fluorescencija) je
boja koja obeleZava i Zive i mrtve ¢elije. Etidijum bromid (crvena fluorescencija) ulazi samo u éelije sa

oStecenom celijskom membranom. Netretirane PANC-1 ¢elije su koris¢ene kao kontrola.
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5. ZAKLJUCCI

U ovoj doktorskoj disertaciji opisana je sinteza Sest novih kompleksnih jedinjenja (K1 - K6)
renijuma(V) sa deirvatima pikolinske kiseline (L1 - L6). Svi kompleksi su okarakterisani standardnim
spektroskopskim metodama: infracrvenom spektroskopijom - IC, NMR spektroskopijom (*H NMR,
13C NMR), masenom spektrometrijom kao i elementalnom analizom. Racinskim DFT proradunima
pretpostavljena je najstabilnija moguéa geometrija kompleksa renijuma(V). Takode za komplekse K1
- K3 struktura je potvrdena rendgenskom strukturnom analizom jer su dati kompleksi bili izolovani
u formi kristala. Svi kompleksi su ispitani MTT metodom u cilju ispitivanja citotoksi¢nog potencijala
u invitro uslovima, nakon ¢ega su najaktivnija jedinjenja bila podvrgnuta daljim bioloskim testovima.
Nakon obrade svih dobijenih rezultata zakljucci su sledeci:

Infracrvenom spektroskopijom potvrdena je bidentatna N,O koordinacija za metalni jon kod
svih Sest kompleksa. Najvec¢u promenu predstavlja odsustvo O-H isteZu¢e vibracione trake Sto je
direktan dokaz da kiseonik iz karboksilne grupe liganda ucestvuje u koordinaciji za metalni centar.
Takode, da azot iz piridinskog dela liganda ucestvuje u koordinaciji uocava se prisustvom Re-N
apsorpcione trake u spektrima svih kompleksa. Cistoéa datih jedinjenja potvrdena je elementalnom
analizom pri ¢emu sastav novosintetisanih jedinjenja odgovara pretpostavljenim molekulskim
formulama, dok je masenom spektrometrijom potvrdeno prisustvo oc¢ekivanih fragmentacionih jona
sintetisanih jedinjenja renijuma(V).

U NMR spektrima uocene su promene u vrednostima hemijskog pomeranja kako vodonika
tako 1 ugljenika u odnosu na slobodne ligande ¢ime je potvrdena struktura kompleksa renijuma(V) sa
derivatima pikolinske kiseline. U protonskim spektrima se uocava odsustvo protona iz karboksilne
grupe liganda §to predstavlja potvrdu koordinacije atoma kiseonika za renijum(V). Takode svi protoni
iz piridinskog dela u spektrima kompleksa pomereni su ka ve¢im hemijskim pomeranjima u odnosu
na slobodne ligande §to predstavlja jo§ jednu potvrdu hemijske strukture novosintetisanih kompleksa.
U 3C NMR spektrima najveéa promena uoéena je kod ugljenika iz karboksilne grupe liganda i to
narocCito kod kompleksa sa dipikolinskim kiselinama K4 - K6 c¢iji se signal ugljenika slobodne
karboksilne grupe nalazi na visem hemijskom pomeranju u odnosu na signal ugljenika karboksilne
grupe koja ucestvuje u koordinaciji.

Takode, rendgenskom strukturnom analizom kompleksa K1 - K3 utvrdena je njihova
struktura, duzina veza i uglovi veze. 1z ORTEP prikaza molekulske strukture uo¢ava se da su hlorido
ligandi u trans polozaju u odnosu na metalni centar, sto nije sluc¢aj kod komleksa K4 - K6. Kod ovih

komleksa DFT prora¢unima uradena je optimizacija geometrije i potvrdeno je da se hlorido ligandi
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nalaze u cis polozaju u odnosu na metalni centar. Da se pomenuti kompleksi mogu ispitivati kao
potencijalni bioloski agensi govori i Cinjenica da rezultati dijagrama izraunatih nekovalentnih
interakcija potvrduju prisustvo m—m interakcija izmedu aromati¢nih prstenova, Sto omogucava
povezivanje novosintetisanih renijum(V) kompleksa sa njihovom biolo§kom aktivno$c¢u.

Da bi se utvrdilo da li su novosintetisana jedinjenja stabilna i da li se mogu koristiti za
bioloske eksperimente u in vitro uslovima pracena je stabilnost kompleksnih jedinjenja u DMSO-u u
toku 72 h pomoc¢u *H NMR spektroskopije. S obzirom da u ovom vremenskom periodu nije doglo do
promena u strukturi kompleksnih jedinjenja zakljuceno da su jedinjenja stabilna i pogodna za dalja
bioloska ispitivanja.

Svih Sest kompleksa je testirano MTT metodom u in vitro uslovima i potvrdeno je da svi
kompleksi ispoljavaju umereni citotoksi¢ni potencijal prema humanim tumorskim ¢elijskim linijama
PANC-1 (¢elije adenokarcinoma pankreasa), i MDA-MB-231 (¢elije adenokarcinoma dojke), pri
¢emu se su se kao najbolji kandidati izdvojili kompleks renijuma(V) sa pikolinskom kiselinom (K1)
i kompleks renijuma(V) sa 2,6-dipikolinskom kiselinom (K6).

Stoga da bi se poboljSao citotoksi¢ni potencijal datih jedinjenja ispitan je efekat
kombinovanog delovanja kompleksnih jedinjenja i verapamil hidrohlorida. Analizom rezultata
zakljueno je sledece: u kombinaciji kompleksnih jedinjenja renijuma(V) sa verapamil
hidrohloridom - VRP na PANC-1 ¢elijskoj liniji uocava se efekat kombinovanog dejstva pri ¢emu
dolazi do poboljsanja citotoksi¢nog potencijala datih kompleksa narocito kombinacije kompleksa K6
+ VRP ¢ija je ICso vrednost uporediva sa kombinacijom cisplatine + VRP.

Da bi se proucio mehanizam delovanja kompleksa u ¢elijama u in vitro uslovima kao
pogodan kandidat izabran je kompleks K1 i uradeno je nekoliko bioloskih analiza iz kojih proizilaze
slede¢i zakljucci: primeceno je da kombinacija L-BSO + K1 utice na snizenje ICso vrednosti datog
kompleksa na PANC-1 c¢elijskoj liniji; analizom rezultata celijskog ciklusa zakljuceno je da
kombinacija K1 + VRP na PANC-1 ¢elijskoj liniji dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa u S fazi;
morfoloSka analiza ¢elijske smrti pomocu fluorescentne mikroskopije pokazala je da je mehanizam

delovanja kompleksa K1 potpuno drugaciji od cisplatine.
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Rezultati proistekli iz ove doktorske disertacije doprinose razvitku polja koordinacione
hemije s obzirom na to da je sintetisano Sest novih potpuno okarakterisanih kompleksa renijuma(V)
sa derivatima pikolinske kiseline koji do sada nisu opisani u hemijskoj literaturi. Analizom
citotoksi¢nog potencijala kompleksa renijuma(V) u in vitro uslovima dva kandidata su se izdvojila
kao potencijalni citotoksi¢ni agensi na PANC-1 ¢elijama i1 to su: kompleks renijuma(V) sa
pikolinskom kiselinom (K1) i kompleks renijuma(V) sa 2,6-dipikolinskom kiselinom (K6). Da se
njihov citotoksicni potencijal moze pospesiti uocava se pri efektu kombinovanog delovanja sa
verapamil hidrohloridom $§to moze posluziti za dalja bioloSka ispitivanja u in vivo uslovima, radi §to
boljeg razumevanja mehanizma delovanja datih kompleksa, a sve s ciljem postizanja veée aktivnosti

I bolje selektivnosti prema humanim tumorskim ¢elijama.
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Slika P19. *H NMR spektar uporedni prikaz liganda L6 (plava boja) i
kompleksa K6 (crvena boja), sniman u DMSO
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Slika P20. *C NMR spektar kompleksa K1, sniman u CDCl3
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Slika P21. *C NMR spektar kompleksa K2, sniman u CDCl3

—147.07
14071

30.84

WWMMMW

T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40

1 (ppm)

Slika P22. *C NMR spektar kompleksa K3, sniman u CDCl3
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Slika P25. *C NMR spektar kompleksa K6, sniman u DMSO

Zoomed spectra

OB7008 #1-22 RT: 0.01-0.50 AV: 22 NL: 2.58E5
T: FTMS + p ESI Full ms [500.00-700.00]
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Slika P26. Maseni spektar kompleksa K1 sniman u CHzCN
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Slika P27. Maseni spektar kompleksa K1 dobijen predikcijom pomocu Isotope Distribution
Calculator

Zoomed spectra
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Slika P28. Maseni spektar kompleksa K2 sniman u CHzOH
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Slika P29. Maseni spektar kompleksa K2 dobijen predikcijom pomocu Isotope Distribution
Calculator

Zoomed spectra

OB7080 #10 RT:0.23 AV: 1 NL: 4.45E5
T: FTMS + p ESI Fullms [600.00-700.00]
636.05286

=1
100- 5

g 634.05170
z=1

3 637.05566

403 =

2 638.05182
z=1

20 635.05475

3 z=1 639.05353

103 628.10376 63109149 633.09198 == 641.01392 644.09924
z=? zd =1 A z=? z=?
0 T T T T T T T T T T I Radn T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
628 630 632 634 636 638 640 642 644
miz

Exact mass Observed mass Observed ion type Error (ppm)
636.05051 636.05286 [C2sH21RePO;CINT * 3.69

Slika P30. Maseni spektar kompleksa K3 sniman u CHzOH
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Slika P31. Maseni spektar kompleksa K3 dobijen predikcijom pomocu Isotope Distribution

Calculator

Zoomed spectra
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Slika P32. Maseni spektar kompleksa K4 sniman u CH3OH
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Slika P33. Maseni spektar kompleksa K4 dobijen predikcijom pomocu Isotope Distribution

Calculator

Zoomed spectra
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Slika P34. Maseni spektar kompleksa K5 sniman u CH3OH
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Slika P35. Maseni spektar kompleksa K5 dobijen predikcijom pomocu Isotope Distribution
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Slika P36. Maseni spektar kompleksa K6 sniman u CH3OH
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Slika P37. Maseni spektar kompleksa K6 dobijen predikcijom pomocu Isotope Distribution

Calculator

109




D:\TAMARA 525\...6\TP26 data.txt Injection 1 Function 1 MS + spectrum 0.00
14000

680.041
63.04%
13000

680.039
58.55% | 680.044
12000+ 57.10%

11000+

680.036 680.047
48.27% 48.09%
10000+

9000+

680.049
8000 36.90%
680.033

33.98%
7000

680.052

28.96%
6000

50004 680.031
21.86%
680.055
4000- 19.20%
680.028
15.80% 680.057

14.70%
3000+

680.060
2000 680,025 5 oo

7.79% 680.062
680.023 599%

1000+ 4.02% 680.068

680.017 680.073
2.67% ! 680.078
680.007  680.012 1.87% ‘ 1.66% 680.086

0.59% 0.74% | 1.29%

o oY | T e

-1000-]

T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T
679.995 680.000 680.005 680.010 680.015 680.020 680.025 680.030 680.035 680.040 680.045 680.050 680.055 680.060 680.065 680.070 680.075 680.080 680.085 680.09
m/z (Da)

Slika P38. Maseni spektar visoke rezolucije kompleksa K6 sniman u CH3OH
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Slika P39. 'H NMR spektar stabilnosti kompleksa K2 u DMSO u toku 72 h
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Slika P40. 'H NMR spektar stabilnosti kompleksa K5 u DMSO u toku 72 h
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HN3jaBbyjem

J1a je JTOKTOPCKa JrucepTalyja moa HacaI0BOM

CHHTe3a, KAPAKTEePHU3alMja U HMTOTOKCMYHA AKTHUBHOCT KOoMILIekca peHujyma(V) ca N, O-

JUTIaHAUMA
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® J1a Cy pC3YyJITaTu KOPECKTHO HABCACHHU U

® J1a HUCaM Kpmno/na AyTOpPCKa IpaBa U KOPUCTUO UHTCIICKTYAJIHY CBOjHHy APYyTrux Jinaa.
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H3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npesume ayropa Tamapa A. IlerpoBuh
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Crynujcku nporpam Xemuja

Hacnos pana CuHTe3a, KapaKTepu3anMja ¥ IMTOTOKCHYHA AKTMBHOCT KOMILIEKCA

penujyma(V) ca N,O-iuranagnma

MenTop mp Jenena IlospapeBuh

ITormucana Tamapa A. IlerpoBuh

W3jaBspyjemM /a je mrammana Bep3uja MOT TOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjY
caM mpepana 3a oOjaBJjbMBamke Ha MOPTAaTy JMIMTAJHOr Pemo3HTOPHjyMa YHHUBepP3UTETAa Yy
beorpany.

Jlo3BosbaBaM /1a ce oOjaBe MOjU JIMUHU IOJAllM BEe3aHH 3a 0OWjame akaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME | MPe3uMe, TOJAMHA U MECTO pol)era U 1aTym oadpaHe paja.

OBU NUYHM TOJAIlM MOTY ce OOjaBUTH HAa MPEXKHUM CTpaHHIlIaMa JUTHTaTHE OubImoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJiory U y nmybnukanujama YHuBep3utera y beorpany.

VY beorpany, IMoTnuce 1okTOpaHaa
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Osnamthyjem YHUBep3uTeTCKy OMOIMOTEKY ,,CBeT03ap MapkoBuh® na y JIurutaaHu peno3uTopujym
VYuuBepsutera y beorpany yHece M0jy JOKTOPCKY TUCEpPTAIH]y IO HACTIOBOM:

CuHTe32, KapaKTepu3aluuja ¥ HMTOTOKCHYHA AKTUBHOCT KoMIiekca peaujyma(V) ca N,O-

JUIaHAuMa

KOja je MOje ayTOPCKO JeJo.

Jucepranujy ca CBUM MpHIIO3UMa Mpeaao/sia caM y eJIeKTPOHCKOM (hopMaTy MOroJHOM 3a TPajHO
apXUBUPABE.
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1. AyropctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIU]jaTHO
@AyTopCTBo — HEKOMepLrjaIHo — 6e3 mpepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPILIM]AJIHO — AEIUTH O] UCTUM YCIOBUMA
5. AytopcTBO — 0e€3 mpepaje

6. AyTOpCcTBO — JAENIUTHU MOJ UCTUM yCIOBUMA

(Monumo 51a 3a0Kpy>KHMTE cCaMmo jeIHy O/ IIEeCT MOHYh)eHUX JMIIEHIH, KpaTaK ONKC JIMLEHIH JaT je
Ha nojiehuHu JrcTa).
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. AytopcTBo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABahE, JUCTPUOYIN]Y 1 JaBHO CAOTIIIITABALE JIeia, U IIpepajie, ako
ce HaBeJe MME ayTopa Ha Ha4yWH onpeheH ox cTpaHe ayTropa WM JaBaolla JHIICHIE, YaK U Yy

koMmepuujaHe cBpxe. OBO je HajcI000IHH]ja O CBUX JIUIICHIIH.

. AyTOpPCTBO — HeKOMepPLHUjaIHO. J[03BOJbaBATE YMHOXKABAE, TUCTPUOYIIH]Y U JABHO CAOIIITABAE
Jiena, U mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oApeheH of CTpaHe ayTopa WIM J1aBaolla

nunenne. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIHMjalHy yrnoTpely aena.

. AyTOpCcTBO — HeKOMepIHjaJHo — 0e3 npepajaa. J[03BosbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
caomiuTaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKOBamba WK YIIoTpede Jena y CBOM /Iy, aKO Ce HaBee
uMe ayTopa Ha HauyMH oJjpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WiH 1aBaolia Junenie. OBa JIUIeHIa He J03B0JbaBa
KOMepLHjaliHy yrnoTpely aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJle JIMIEHIE, OBOM JIMIIEHI[OM CE€ OrpaHHYaBa

HajBehn oOuM npaBa kopumhema fena.

. AYyTOpPCTBO — HEKOMEePUHjaJIHO — JAeJUTH MOJ MCTUM ycjJoBuUMA. J[03BOJbaBaTE YMHOXKABamE,
TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIIITaBamkE JIeTia, U Ipepajie, ako ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauMH ojipeheH
O]l CTpaHe ayTopa WU JaBaolla JMIEHIIC U aKo ce Tpepaja AUCTPUOYyUpa 1Mo UCTOM WM CIMIHOM

muneHnoM. OBa JIMIeHIa He T03BOJbaBa KOMEpIUjaIHy yIoTpedy Jea u mpepaja.

. AyTopcTBo — 0e3 mpepana. /[03BospaBaTe yMHOXKaBamhe, AUCTPUOYITN]Y U JABHO CAOTIIIITABAE JIeTIa,
0e3 mpoMeHa, peoOIMKOBamka I YIIOTpeOe /1e71a y CBOM JIelly, aKO C€ HaBeJle UMe ayTopa Ha HAYuH
onpehen ox crtpaHe ayropa wid jAaBaona nuneHne. OBa JUIEHIA 103BOJbaBa KOMEPIIHjaIHY

ynotpely nena.

. AyTOpPCTBO — 1eJIUTH NOJ MCTHM yca0BHMA. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBamwbe, AUCTPUOYLIN]Y U JaBHO
caolITaBamke JeNIa, U Ipepajie, ako ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha HauuH oJpelheH o1 cTpaHe ayTopa Uiu
JlaBaolia JUIEHIIE U aKo ce Npepaja JUCTpUOyrpa ol UCTOM WIIM CIIMYHOM JiueHI[oM. OBa JInleHIa
7103BOJbaBa KOMEpIIMjalHy ynoTpeOy fena u npepajaa. CianyHa je coh TBEpCKUM JIMIEHIIaMa, OJJHOCHO

JIMOCHIIaMa OTBOPCHOT KOAa.



