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Ispitivanje antiproliferativnog i in vitro antimetastatskog
potencijala pikolinato  rutenijum(II)-cimenskog kompleksa:
poredenje sa serijom rutenijum(II)-arenskih kompleksa sa sli¢cnom
strukturom

Abstrakt

Cilj ove disertacije bio je ispitivanje potencijala antiproliferativnog i in vitro
antimetastatskog dejstva serije novosintetisanih rutenijum(Il)-arenskih kompleksa. U
pitanju je serija Ru(Il)-arenskih kompleksa slede¢ih strukturnih formula: [(n°-p-
cimen)Ru(L1-3)Cl,], gde je L1-3: 3-acetilpiridin (1), 4-acetilpiridin (2) i 2-amino-5-
hloropiridin  (3), kao i [(n°-p-cimen)Ru(HL4,5)Cl;], gde HL4 i HL5 odovara
izonikotinskoj kiselini (4) i nikotinskoj kiselini (5) i [ (n°-p-cimen)Ru(HL6-9)Cl], gde
HyL6-9 predstavlja 2,3-piridindikarboksilnu kiselinu (6), 2,4-piridindikarboksilnu
kiselinu (7), 2,5-piridindikarboksilnu kiselinu (8) i 2,6- piridindikarboksilnu kiselinu
9), i [(n°-p-cimen)RuC1(L11)], gde je HL11 pikolinska kiselina (11). Kompleks (10) je
polazni kompleks [(n6—p—cymene)gRuClg]g koji je korisCen za sinteze navedenih
kompleksa u reakciji sa odgovaraju¢im ligandima. Antiproliferativna aktivnost Ru(II)-
arenskih kompleksa je ispitana na: sest tumorskih ¢elijskih linija (HeLa, MDA-MB-361,
MDA-MB-453, FemX, B16, LS-174), na dve transformisane endotelijalne linije (EA.hy
926, MS1) i na jednoj normalnoj humanoj liniji (MRC-5). Za dalja ispitivanja poredenja
povezanosti strukture i aktivnosti odabrana su dva kompleksa sa monodentatno vezanim
piridinskim ligandom (1 i 3) i dva kompleksa sa bidentano vezanim piridinskim
ligandom (6 i 7), koji nisu imali znadajnu citotoksi¢nu aktivnost i pikolinato
rutenijum(I)-cimenski kompleks (11), kao kompleks sa znaCajnom aktivnoscu.
Potencijal ispitivanih kompleksa da indukuju promene na nivou Ccelijskog ciklusa
odreden je KkorisCenjem protocnog citometra nakon bojenja tretiranih Celija sa
propidijum-jodidom. Takode, korisCenjem testa za detekciju rane faze apoptoze,
dvokolornim bojenjem celija sa aneksinom i propidijum-jodidom i analize na
proto¢nom citometru ispitan je potencijal kompleksa 11 da indukuje apoptozu.
Distribucija rutenijuma(ll) u proteinskoj i DNK frakciji HeLa celija tretiranih sa

ispitivanim kompleksima utvrdena je koris¢enjem indukovano kuplovane plazme sa



opticko emisionom spektrometrijom (ICP-OES). Kako bismo utvrdili da li ispitivani
kompleksi indukuju odgovor ¢elije zavisan od DNK reparacije kao rezultat interakcija
sa DNK, ispitivali smo mRNK (koriste¢i Kvantitativnu lan¢anu reakciju polimeraze u
realnom vremenu) i proteinski nivo (koriste¢i Western blot) ekspresije ERCC1 i MSH-
2, koji predstavljaju najznacajnije elemente NER i MMR reparacionih sistema celije. S
obzirom da znacajan broj rutenijumskih antikancerskih agenasa, pokazuje pre svega
dobre antimetastatske karakteristike, in vitro antimetastatski potencijal ispitivanih
kompleksa praen je serijom testova kojima je utvrden njihov efekat na adheziju,
migraciju, invazivnost kroz matrigel, angiogenezu, kao i na aktivnost matriksnih
metaloproteinaza (MMP-2 i MMP-9). Efekat kombinovanog tretmana kompleka 11 i
inhibitora PARP-a (3-aminobenzamida), kao i klini¢ki relevantnih antikancerskih
lekova, cisplatine i paklitaksela, ispitan je na HeLa ¢elijama.

Ispitivani kompleksi 1-9 nisu pokazali znacajnu antiproliferativnu aktivnost do
koncentracije od 200 pmol/L. Izuzetak od ove serije je kompleks 11 koji je pokazao
citotoksi¢nu aktivnost na svim ispitivanim ¢elijskim linijama nakon 48 i 72 h tretmana,
sa ICso vrednostima u opsegu 36-250 pmol/L. Analizom akumulacije rutenijuma(ll) u
proteinskoj tj. DNK frakciji tretiranih HeLa celija koris¢enjem ICP-OES, utvrden je
znacajno visi nivo kompleksa 11 u DNK frakciji. Kompleks 11 je, takode, indukovao
promene na nivou celijskog ciklusa HeLa ¢elija i to smanjuju¢i procenat celija u G1
fazi i indukujuéi blagi zastoj u S fazi Celijskog ciklusa, bez apoptotskog efekta nakon 24
h tretmana. Tek nakon 48 h tretmana HeLa celija sa ispitivanim kompleksom 11 i
koris¢enjem testa za detekciju rane faze apoptoze uocen je nesto veli procenat
apoptoti¢nih celija. Kompleks 11 je uticao na nivo ekspresije enzima reparacije DNK,
ERCC1 i MSHZ2, i pokazao pojacanu aktivnost u kombinaciji sa inhibitorom PARP-a.
Bez obzira na potencijal uticaja na rast i prezivljavanje tumorskih celija, odabrani
ispitivani rutenijum(II)-arenski kompleksi su pokazali in vitro antimetastatski potencijal
utiu¢i na adheziju, migraciju, invazivnost tumorskih celija, kao i na angiogenezu in
vitro. Kompleks 11 je dodatno pokazao inhibitorni efekat i na degradaciju vancelijskog
matriksa uti¢uéi na aktivnost matriksnih metaloproteinaza (MMP-2 i MMP-9).
Poredenje strukture i aktivnosti rutenijuma(Il)-arenskih kompleksa ispitivanih u ovom
radu je istaklo krucijalan znacaj strukture i naina vezivanja liganda vezanog za

stabilizovani Ru(ll)-arenski sistem i potencijal i raznovrsnost ovog sistema za dalje



sinteze potencijalnih antikancerskih agenasa sa preferencijalno antimetastatskim

karakteristikama.
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Investigation of antiproliferative and in vitro antimetastatic
potential of picolinate ruthenium(II)-cymene complex:
Comparison to a series of ruthenium(II)-arene complexes
with similar structure

Abstract

The aim of this thesis was to investigate antiproliferative and in vitro antimetastatic
potential of series of newly synthesized ruthenium(II)-arene complexes. It is a series of
Ru(Il)-arene complexes of general formula: [(n6—p—cymene)Ru(Ll—S)Clg], where L1-3
is 3-acetylpyridine (1), 4-acetylpyridine (2) and 2-amino-5-chloropyridine (3),
correspondingly, [(n°-p-cymene)Ru(HL4,5)Cl,], where HL4 i HL5 are respectively
isonicotinic acid (4) and nicotinic acid (5) and [(n6—p—cymene)Ru(HL6—9)C1], where
H2L6-9 represent 2,3-pyridinedicarboxylic acid (6), 2,4-pyridinedicarboxylic acid (7),
2,5-pyridinedicarboxylic acid (8) and 2,6- pyridinedicarboxylic acid (9), and [(n°-p-
cymene)RuCI(L11)], where HLI11 is picolinic acid (11). Complex [(n’-p-
cymene)2RuCl,]; (10) was starting complex used for the synthesis of complexes of this
series with the corresponding ligands. Analysis of cell growth inhibition caused by
Ru(Il)-arene complexes was performed on: six tumor cell lines (HeLa, MDA-MB-361,
MDA-MB-453, FemX, B16, LS-174), on two transformed endothelial lines (EA.hy 926,
MS1) and on one normal human cell line (MRC-5). For further examination of
comparison of structure and activity we used two complexes with monodentate bonded
pyridine ligand (1 an 3) and two with bidentate bonded pyridine ligand (6 and 7), which
didn't have any important cytotoxic activity and picolinate ruthenium(Il)-cymene
complex (11), as complex with important activity. Potential of investigated complexes
to induce cell cycle perturbations was determined after staining of treated cells with
propidium iodide (PI) on flow cytometer. As well as determination of induction of early
apoptotic changes by complex 11, after two colors staining with Annexin V-FITC and
PI and analysis on flow cytometer. Ru(Il) distribution among the DNA and protein
fractions in HeLa cells treated with investigated complexes was determined using
inductive coupled plasma with optical emissione spectrometry (ICP-OES). In this study
we evaluated whether DNA-repair-dependent signaling, as a result of interaction with

DNA, which includes components of NER or MMR is utilized in cell response to



ruthenium (II)-p-cymene complexes, by following expression of ERCC1 (mRNA and
protein level) and MSH2 (protein level) using Quantitative Real-Time PCR (RQ-PCR)
and Western blot. Knowing that great number of ruthenium complexes although devoid
of direct cytotoxicity in vitro, exhibit important antimetastatic characteristics, potential
of our Ru(Il)-p-cymene complexes to modulate several steps of metastatic progression
like adhesion, migration, invasion through matrigel, proteolitic degradation of
extracellular matrix (through influence on matrix metelloroteinase activity) and
formation of new blood vessels has been studied in vitro. We also performed combined
treatment of HeLa cells with complex 11 and PARP inhibitor (3-aminobenzamide) and
complex 11 with clinicaly relevant anticancer agents, cisplatin and paclitaxel.

Investigated complexes 1-9 didn’t show any important cytotoxic activity up to 200
umol/L concentration. Exception was complex 11, which exhibited cytotoxic activity on
all investigated cell lines after both 48 h and 72 h of continual incubation, with ICsg
values falling in the 36-250 pmol/L rang. Analysis of ruthenium(Il) accumulation in
DNA and protein fractions of HeLa cells, using ICP-OES revealed significantly higher
content of complex 11 in DNA fraction in comparison to the other tested compounds. It
also altered cell cycle progression by decreasing the percent of cells in G1 phase and
inducing slight deadlock in S phase without apoptotic effect after 24 h treatment. Only
after 48 h treatment of Hela cells with complex 11 and using test for detection of early
phases of apoptosis, higher percent of cells in apoptosis was detected. Complex 11 also
affected expression of DNA repair enzymes ERCC1 and MSH2, and showed enhanced
activity in combination with PARP inhibitor. Regardless of their effect on tumor cell
growth, Ru(Il) complexes exerted antimetastatic effect on several tumor cell lines in
vitro, achieved mostly by the effect on cell adhesion, migration, invasion and
angiogenesis, while picolinate ruthenium(Il)-cymene additionally exerted inhibitory
effect on extracellular matrix degradation by affecting matrix metalloproteinases
activity (MMP-2 and MMP-9). Comparison of structure and activity of ruthenium(II)-
arene complexes investigated in this work pointed out importance of structure of the
ligand and the way it is bonded to stabilized Ru(ll)-arene system, for the further
synthesis of potential anticancer agents with preferencially antimetastatic

characteristics.
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SKRACENICE

CDDP- cis-diammindihloroplatina(Il) (cisplatina)

DMSO- dimetilsulfoksid

NAMI-A- Imidazolijum trans-[tetrahloro(dimetilsulfoksid) (1H-imidazol)rutenat (III)]
(Novi Anti-tumorski Inhibitor Metastaza-A)

KP1019- Indazolijum trans-[tetrahlorobis (1H-indazol)rutenat (III)]

ROS- reaktivne vrste kiseonika

pta- 1,3,5-triaza-7-fosfatriciklo[3.3.1.1]-dekan (1,3,5-triaza-7-fosfoadamantan)

RAPTA- rutenijum-arenski kompleksi sa pta

RM175- [(bifenil)-rutenijum- (etilendiamin) hloro] heksafluorofosfat

hMSHZ2- humani homolog MutS reparacionog gena E. coli

MMR- (eng. MisMatch Repair complex) kompleks proteina reparacije pogresno
sparenih baza)

HMG- (eng. High-Mobility Group) grupa hromozomalnih proteina

TBP- (eng. transcriptional factor TATA Binding Protein) protein koji se veze za
transkripcioni faktor TATA

NER- (eng. Nucleotide Excision Repair) proteinski sistem reparacije isecanjem
nukleotida

ERCCI1- (eng. Excision Repair Cross-Complementing) protein sistema za reparaciju
XP- eng. Xeroderma pigmentosum

DNK ostecenja isecanjem nukleotida

PARP- (eng. Poly(ADP-ribose) polymerases) Poli(ADP-ribozil) polimeraze

SSB- (eng. Single-Strand DNA Breaks) prekidi na jednom lancu DNK

BER- (eng. Base Excission Repair) multiproteinski kompleks za reparaciju isecanje
baza

NAD+- nikotin amin adenin dinukleotid

ATP- adenozin trifosfat

ADP- adenozin difosfat

3-AB- 3-aminobenzamid

ECM- (eng. Extracellular matrix) Vancelijski matriks

MMP- (eng. Matrix Metalloproteinases) Matriksne metaloproteinaze

TIMP- (eng. Tissue Inhibitor of Metalloproteinases) tkivni inhibitor metaloproteinaza



AMF- autokrini faktori kretanja

VEGEF- (eng. vascular endothelial-derived growth factor) vaskularni endotelijalni faktor
rasta

bFGEF- (eng. basic Fibroblast-like Growth Factor) bazni faktor rasta fibroblasta
EGF- (eng. Epidermal Growth Factor) epidermani faktor rasta

IL-8- interleukin 8

TGF-B- (eng. Transforming Growth Factor B) transformisuci faktor rasta 3
HeLa- ¢elije humanog karcinoma grli¢a materice

FemX- ¢elije humanog melanoma

MDA-MB-361 i MDA-MB-453- ¢elije karcinoma dojke

LS-174- ¢elije kolorektalnog karcinoma

B16- ¢elije misjeg melanoma

EA.hy 926- humane transformisane endotelijalne Celije

MS1- misje transformisane endotelijalne celije

MRC-5- humani fetalni fibroblasti plu¢a

RPMI 1640- (eng. Roswell Park Memorial Institute) hranljivi medijum
DMEM- (eng. Dulbecco’s Modified Eagles Medium) hranljivi medijum
BME- (eng. Basal Medium Eagle) osnovni hranljivi medijum

FCS- (eng. Fetal Calf Serum) fetalni govedi serum

MTT- 3-(4,5-dimetil (tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid)

PI- propidijum jodid

FITC- fluorescein-izotiocijanat

FASC- (eng. Fluorescence Activated Sorting Cells) sortiranje celija zasnovano na
fluorescenciji

ICP-OES- (eng. Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry)
indukovana spregnuta plazma-opticka emisiona spektrometrija

RT-PCR- lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

EDTA- etilendiammintetrasir¢etna kiselina

SRB- sulforodamin B boja

TCA- trihlor siréetna kiselina

SDS-PAGE- natrijum-dodecil-sulfat-poliakrilamidna-gel-elektroforeza

CBB- (eng. Coomassie Brilliant Blue) komazi brilijantno plava boja
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1. UVOD




Otkri¢e antitumorskih karakteristika kompleksa platine, cisplatine (cis-
diammindihloroplatine (I)-CDDP)), pokrenulo je novu oblast istraZivanja zasnovanu na
ispitivanju kompleksa metala kao lekova [1]. Cisplatina i njeni analozi su do danas
ostali medu najefikasnijim hemoterapeutskim agensima u klinickoj upotrebi. U potrazi
za antikancerskim agensima koji sadrze neki drugi metal osim platine, kao
najperspektivniji pojavili su se kompleksi rutenijuma [1]. Kompleksi rutenijuma su
pokazali drugaciji mehanizam antitumorskog dejstva i kliniCke toksi¢nosti od cisplatine.
Ustanovljeno je da kompleksi rutenijuma najverovatnije interaguju sa proteinima
plazme, kolagenom vancelijskog matriksa, aktinima, regulatornim enzimima i DNK, $to
im daje raznovrsnost u mehanizmu dejstva, uklju¢ujuci procese izvan i unutar celije [2].

U ovom radu je ispitana in vitro antitumorska aktivnost novosintetisanih
kompleksa Ru(ll) ¢ija sinteza je nedavno objavljena [3,4]. Rutenijum(II)-arenski
kompleki formule [(n°®-p-cimen)Ru(L1-3)Cl,], gde je L1-3: 3-acetilpiridin (1),
4-acetilpiridin (2) i 2-amino-5-hloropiridin (3), kao i [(n°-p-cimen)Ru(HL4,5)Cl,], gde
HL4 i HL5 odgovara izonikotinskoj kiselini (4) i nikotinskoj kiselini (5) i [(n%p-
cimen)Ru(HL6-9)Cl], gde H,L.6-9 predstavlja 2,3-piridindikarboksilnu kiselinu (6),
2,4-piridindikarboksilnu  kiselinu (7), 2,5-piridindikarboksilnu  kiselinu (8) i
2,6-piridindikarboksilnu kiselinu (9) su dobijeni reakcijom [ (n°®-p-cimen),RuCl,], (10)
sa odgovaraju¢im ligandom. U pitanju je serija rutenijum(ll) kompleksa (1-9) koja
sadrZi p-cimen kao arenski ligand i piridinski derivat koordinovan monodentatno ili
bidentatno za rutenijum, kojima je pridruzen i srodni kompleks koji sadrzi pikolinski
anjon kao ligand [(n®-p-cimen)RuCI(L11)] (11). Svi ovi komplesi imaju , piano-stool”
geometriju (tj. geometriju ,stolice klavira“) gde arenski ligand formira sediste dok
helatni ligandi zajedno sa hlorido ligandima su noge te stolice.

U ovom radu je izufavan uticaj navedenih kompleksa na prezivljavanje
tumorskih Celija u kulturi, njihova interakcija sa unutarcelijskim komponentama, kao i
potencijal da menjaju neke karakteristike neophodne za invazivnost tumorskih celija,

kao Sto su adhezija, migracija, razlaganje vancelijskog matriksa i angiogeneza.




2. TEORIJSKI DEO




2.1. Kompleksi metala kao antikancerski agensi

Koordinaciona hemija nudi brojne moguénosti za razvoj antitumorskih agenasa
koji sadrze metal [5]. Lekovi na bazi platine su u klini¢koj upotrebi u le¢enju karcinoma
vise od 30 godina. Cisplatina i njeni analozi su do danas medu najefikasnijim
hemoterapeutskim agensima u klini¢koj upotrebi [1].

Medutim, klinicka upotreba cisplatine je ogranicena na relativno uzak opseg
tumora, zbog primarne rezistencije na cisplatinu i razvoja sekundarne rezistencije na
inicijalni tretman [6]. Dodatno, cisplatina se primenjuje intravenski zbog ograni¢ene
rastvorljivosti u vodi, a ima i ozbiljna neZeljena delovanja.

Ova ogranienja su pokrenula potragu za efikasnijim i manje toksi¢nim
antitumorskim agensom zasnovanim na metalu. Rezultat je bio sinteza hiljade platinskih
kompleksa i njihova evaluacija kao antitumorskih agenasa. Tek relatino skoro su
naucnici shvatili da kompleksi metala ne moraju da budu visoko citotoksi¢ni da bi imali
znacajne antitumorske karakteristike. Neka od najperspektivnijih istrazivanja su otkri¢a
novijih kompleksa rutenijuma i galijuma, koji uglavnom imaju antimetastatski efekat.
Mada su neki od ovih kompleksa uspe$no zavrsili I i II fazu klinickih ispitivanja,
mehanizam njihovog dejstva je jo$ uvek nepoznat [7].

Bioloske aktivnosti, ukljuuju¢i antikancersku aktivnost, rutenijumskih
kompleksa prvi put su uo¢ene od strane Dwyer-a i saradnika 1950-tih godina [8-10].
Medutim, ovo istrazivanje je zapostavljeno do slu¢ajnog otkric¢a aktivnosti cisplatine od
strane Rosenberga i saradnika 1960-tih godina [11-13], nakon cega se dalji razvoj

rutenijumskih antikancerskih lekova ¢esto ugledao na platinske lekove [2].

2.2. Cisplatina

Citotoksi¢nost cisplatine (la) (Shema 2.1) na ¢elijama tumora je nekoliko puta
veca u poredenju sa citotoksi¢nosc¢u trans-platine (1b), Sto ukazuje na to da izomeri sa
istim donorskim ligandima mogu da imaju veoma razli¢itu biolosku aktivnost [2].

U fizioloskim uslovima, relativno labilni hloridni ligandi (koji se nazivaju
odlaze¢a grupa) se stupnjevito i lako supstituisu u roku od nekoliko sati sa molekulima

vode, Sto dovodi do delimi¢no hidrolizovanih vrsta. Pozitivno naelektrisani kompleks




Pt(Il) je elektrofil, koji ¢e lako reagovati sa svim nukleofilnim grupama u celiji,

uklju¢ujuéi sulfhidrilne grupe proteina i nukleofilne centre nukleinskih kiselina [14].
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Shema 2.1. Prihvacen mehanizam dejstva platinskih antikancerskih lekova [2].

Kako bi postigla svoju citotoksi¢nu aktivnost, smatra se da cisplatina treba da
difunduje neizmenjena u nukleus Celije, gde dolazi do akvatacije i hidrolize, pradene
vezivanjem za DNK. U nekim slucajevima to vezivanje za dve susedne guaninske baze
DNK dovodi do znacajnih oSte¢enja strukture DNK, koju ne uspevaju da poprave
postojeci enzimski sistemi i to dovodi do smrti ¢elije putem apoptoze [12,13]. Prerana
akvatacija i hidroliza u vancelijskom medijumu dovodi do formiranja adukata platine sa
proteinima (primarno albuminom seruma). Smatra se da ovaj nepoZeljan proces
deaktiviSe 98% cisplatine primenjene intravenski, uprkos Ccinjenici da je brzina
akvatacije u krvnoj plazmi niza nego u celijama s obzirom na viSu koncentraciju
hloridnih jona (150 mmol/L van celije vs. 4-20 mmol/L unutar ¢elije) [12,13]. Dalja
deaktivacija cisplatine mozZe se desiti u citoplazmi vezivanjem za intracelijske donore
sumpora, kao $to je glutation (vezivanje Pt(Il) za sumpor je favorizovano s obzirom na

,meku” prirodu i Pti S atoma) [2,12].




Nazalost, kao 3to je veé reCeno, opseg dejstva cisplatine (koja se uglavnom
koristi u le¢enju kancera ovarijuma i testisa) je ograni¢en, mada ima mnogo $iri opseg
dejstva u kombinovanoj terapiji [15]. Kao rezultat sinteze i testiranja hiljada jedinjenja,
samo su jo§ dva kompleksa platine(Il), karboplatina (5a) i oksaliplatina (5b) (Shema
2.1) usle u klini¢ku upotrebu [2,12,13,16].

2.3. Hemija rutenijuma

produZene, i ako je moguce proSirene aktivnosti u odnosu na cisplatinu i platinske
komplekse, dovela je do zainteresovanosti za molekule koji sadrze druge teSke metale
grupa 8, 9, i 10 (prethodno poznati kao grupa VIII) periodnog sistema, koji imaju sli¢ne
karakteristike sa platinom. Teorijske prednosti upotrebe jona drugih prelaznih metala
obuhvataju: a) dostupnost dodatnih koordinacionih mesta u oktaedarskim kompleksima,
b) drugaciji afinitet za ligande i kinetika supstitucije, c) promene u oksidacionim
stanjima, d) fotodinamiCki pristup terapiji [6]. Zbog njihove varijacije u hemijskim
karakteristikama, mehanizam dejstva i spektar aktivnosti ovih jedinjenja drugih
prelaznih metala mozZe se znacajno razlikovati od onog cisplatine.

Do sada, mnogo je novih jedinjenja ovih metala koji su se pokazali aktivni in
vitro prema raznim tipovima tumorskih celijskih linija i mogu se smatrati potencijalno
novim antikancerskim agensima.

Od svih elemenata periodnog sistema, rutenijum ima najsiri opseg oksidacionih
stanja od -2 do +8. Stoga su kompleksi rutenijuma redukciono aktivni i njihova primena
kao redukcionih agenasa u razli¢itim hemijskim reakcijama je od znacaja. Kineticka
stabilnost rutenijuma u nekoliko razli¢itih oksidacionih stanja, ¢esto reverzibilna priroda
njegovih redoks parova, i relativna lakofa sa kojom se mogu dobiti kompleksi

meSovitih liganada, sve ¢ini rutenijum narocito atraktivnom metom za izu€avanje [17].




2.4. Strukture i aktivnosti najznacajnijih rutenijumskih
antikancerskih kompleksa

Ru(IIl) je dominantno oksidaciono stanje za Ru u fizioloskim uslovima dok su
Ru(ll) i Ru(IV) oksidaciona stanja koja se lako postizu u prisustvu bioloskih
reduktanata (askorbat ili glutation) ili oksidacionih agenasa (O ili H,0). Sva ova tri
oksidaciona stanja (Ru(Il), Ru(Ill), i Ru(IV)) grade koordinaciona jedinjenja sa
oktaedarskom geometrijom (uglavnom sa relativno ,mekim“ N i S kao donorskim
ligandima), dok Ru(II) organometalni kompleksi su tetraedarski (, piano-stool”, pseudo-
oktaedarska geometrija), ulju¢ujuéi bar jednu -vezu sa arenskim ligandom [2].

Jedni od prvih tipova antikancerskih rutenijumskih kompleksa, predlozeni od
strane Clarke-a i saradnika 1980-tih, su bili hlorido-ammin Ru(II) i Ru(II) kompleksi
jasno inspirisani cisplatinom, za koje se smatralo da reaguju primarno sa DNK [18].
Medu ostalim rutenijum-aminskim kompleksima testiranim po pitanju njihove
citotoksic¢nosti prema ¢elijama kancera, je bila dobro poznata citoloska boja, rutenijum
crveno, za koju se smatra da inhibira transport Ca(Il) u ¢eliju selektivnim vezivanjem za
Ca(Il) transportujuce proteine [18-20].

Jedan od glavnih problema za biolosku aplikaciju nenaelektrisanih kompleksa,
kao $to su cisplatina i hlorido-ammin-Ru(II) kompleksi je njihova slaba rastvorljivost u
vodi [21]. Stoga je sledeca velika grupa jedinjenja koja je bila izu¢avana (od strane
italijanskih nau¢nika, Alessio i Sava i njihovih saradnika) bila grupa visoko rastvornih u
vodi Ru(II)-hlorido-DMSO kompleksa [22-24]. Otkriveno je da je u ovom slu¢aju trans
kompleks mnogo viSe citotoksi¢an nego njegov cis izomer [22,25]. To je suprotno
aktivnosti Pt(II) kompleksa, to je istaklo verovatnu razliku u mehanizmu dejstva Ru(Il)
i Pt(I) kompleksa. Daljim istrazivanjima je utvrdeno da Ru(Il)-hlorido-DMSO
kompleksi imaju antimetastatsku aktivnost (pogotovo kod nemikrocelularnog
karcinoma pluca), dok su prili¢éno neaktivni prema primarnim tumorima [23,26].

Potraga za bioloski aktivnijim jedinjenjem dovela je do razvoja NAMI-A,
specificno antimetastatskog agensa, koji je trenutno u fazi II klinickih ispitivanja
[21,27,28].

Posto NAMI-A podleze hidrolizi i akvataciji u roku od nekoliko minuta u
vodenom rastvoru na pH 7,4 i 37 *C i prakti¢no je necitotoksi¢an na celije kancera,

jasno je da njegova aktivnost nije primarno vezana za vezivanje za DNK u nukleusu




Celije [24,27]. Interakcije sa aktinima unutar Ccelije

[29,30] ili sa kolagenom

vancelijskog matriksa [6] koji dovode do redukovane mobilnosti invazivnih celija

kancera, predloZene su kao moguéi mehanizam antimetastatskog dejstva NAMI-A.
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Slika 2.2. Hemijske strukture najbitnijih rutenijumskih kompleksa.




2.4.1. NAMI-A

NAMI-A' [33], (Him) [ trans-RuCly(Him) (DMSO)] (im=imidazol,
DMSO=dimetilsulfoksid) je kompleks Ru(Ill) sa dimetilsulfoksidom i imidazolom
koordinovanim za rutenijum(IIl) (Slika 2.2). NAMI-A je prvi rutenijumski kompleks
koji je usao u klini¢ka ispitivanja (1999. godine) kao antikancerski kandidat protiv
raznih metastaziraju¢ih solidnih tumora, ukljucuju¢i kolorektalni, tumor pluca,
melanom, ovarijum i tumor pankreasa [34].

Predlozeni mehanizam dejstva NAMI-A ukljucuje [35] (Slika 2.3):

e interakciju sa regulacijom Celijskog ciklusa koja rezultuje u prolaznoj
akumulaciji ¢elija u Go/M fazi [36,37];

e inhibiciju matriksnih metaloproteinaza [36] i aktivaciju adhezionih molekula,
kao $to su beta-integrini [31];

e povecanje debljine kapsule oko primarnog tumora i vancelijskog matriksa oko
krvnih sudova, ¢ime sprecava tumorske ¢elije da prodiru u okolno tkivo i krvne
sudove [37] i

e vezivanje za nukleinske kiseline, pokazuju¢i direktni efekt na DNK tumorskih

Celija [39].

Pokazalo se da je dejstvo NAMI-A nezavisno od tipa tumora ili klinickog
stadijuma bolesti [40]. NAMI-A je sposoban ne samo da prevenira formiranje metastaza
ve¢ i da inhibira njihov rast kada su ve¢ uspostavljene [28]. Takode, otkriven je Cest
sinergizam NAMI-A u kombinaciji sa cisplatinom i drugim klasi¢nim antikancerskim

lekovima (taksani, antraciklini), u in vitro i in vivo uslovima [41].

' NAMI je akronim za Novi Anti-tumorski Inhibitor Metastaza; -A zna¢i da je prvi u seriji.
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Slika 2.3. Selektivno dejstvo NAMI-A na metastaze tumora. Rezultat je slaba redukcija
primarnog tumora (gde metastaze predstavljaju subpopulaciju) i izrazeno, skoro

potpuno uklanjanje metastaza (gde ¢elije koje metastaziraju predstavljaju skoro 100%

ukupnih ¢elija) [27].
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2.4.2. KP1019

Istovremeno sa razvojem NAMI-A od strane Prof. G. Save i saradnika sa
Univerziteta u Trstu, Prof. B. Keppler i njegovi saradnici sa Univerziteta u Becu su
otkrili Ru(Il)  hlorido-indazol ~ kompleks, KP1019, (InH)[trans-RuCl4(In),],
(in=indazol). KP1019 je stabilan kompleks Ru(IIl) koji sadrzi dva prstena indazola
koordinovana za metalni centar preko atoma azota (Slika 2.2.). KP1019 je rezistentniji
na akvataciju i hidrolizu i ¢elija ga usvaja brze nego NAMI-A. Ovaj kompleks pokazuje
izuzetnu aktivnost prema primarnim cisplatina rezistentnim kolorektalnim tumorima,
medutim ne pokazuje izrazenu antimetastatsku aktivnost [2].

KP1019 je uSao u prvu fazu klini¢kih ispitivanja 2003. godine kao aktivan protiv
cisplatina-rezistentnih tumora. S obzirom da oba kompleksa i NAMI-A i KP1019
reaguju sa bioloskim reduktantima (askorbat ili glutation) u model sistemima bez
proteina [42-44], pretpostavljeno je da je redukcija Ru(Il) u Ru(Il) neophodna za
biolosku aktivnost [2].

Za razliku od NAMI-A, KP1019 se smatra da poseduje direktnu citotoksi¢nost
indukuju¢i apoptozu kod velikog broja tumorskih celijskih linija, kao i kod brojnih
tumorskih modela (naro¢ito kolorektalnog kancera), ukljucujué¢i primarne eksplante
tumora [35].

KP1019 indukuje apoptozu kod celija kolorektalnog kancera interferirajuc¢i sa
elektronskim transportnim lancem, depolarizuju¢i mitohondrijalnu membranu i
aktivirajuci kaspazu-3, kao i snizavajuci nivo antiapoptotskog faktora bcl-2 [35].

Uoceno je da je celijska smrt indukovana sa KP1019 nezavisna od p53 statusa
tumorskih celija, ukazujué¢i na to da prekidi na DNK nisu dominantni u mehanizmu
dejstva ovog agensa [35].

KP1019 interaguje sa DNK sli¢no cisplatini ali u manjem intenzitetu. Isto tako,
konformacione promene indukovane na sekundarnoj strukturi DNK su slabije nego one
izazvane cisplatnom [41]. Takode je uogena pojava reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)
kod tumorskih ¢elijskih linija $to moze da doprinese oste¢enju DNK [35].

KP1019 nema uticaja na metastatsko ponasanje celija, limitiraju¢i svoje dejstvo

na citotoksi¢nu redukciju tumorske mase [41].
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2.4.3. Ru(Il)-arenski kompleksi

Najbrojnija grupa citotoksi¢nih rutenijumskih kompleksa je grupa Ru(Il)-
arenskih kompleksa, koju su razvili Dyson i saradnici [2,45-47] i Sadler i saradnici [48-
50], mada nijedno od ovih jedinjenja nije uSlo u klinicka ispitivanja. Jedna od
motivacija za razvoj ovih stabilnih Ru(Il) kompleksa je bila hipoteza o aktivaciji
redukcijom.

Kompleksi Sadler-a i Dyson-a su relativno strukturno sli¢ni, posedujuci
tzv.“piano-stool” geometriju, gde veza metal-ugljenik predstavlja ,piano seat, a noge
stolice predstavljaju hlorido joni i slabo odlazeée grupe dietilamino (RM-kompleks) ili
fosfoadamantan (RAPTA-kompleksi). Ova jedinjenja bi trebalo da imaju bioloSku
aktivnost jer im hloridna odlazeca grupa daje potencijal za reaktivnost ka bioloskim
targetima, oni ipak imaju razlic¢it bioloski efekat. RM-kompleksi poseduju dobru
citotoksi¢nost in vitro [51], a RAPTA kompleksi su skoro potpuno bez direktnog
citotoksi¢nog potencijala [52-54].

Na primeru ovih jedinjenja vidimo da varijacije u tri glavne gradivne
komponente (monodentatni ligand, bidentatni ligand i aren) omogucavaju fine promene
u farmakoloskim karakteristikama. Helatni ligand moZze da odredi stabilnost i kinetiku
supstitucije liganada u kompleksu; priroda arena moZe da potpomogne usvajanje
kompleksa i interakcije sa potencijalnim targetima, i odlazeca grupa, koja je obi¢no
hlorid i oslobada mesto na metalu za vezivanje biomolekula, moze biti od vaznosti za

kontrolu kinetike aktivacije kompleksa [55].
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2.4.3.1. RM175

Kompleksi kao 3to je RMI175 [(nG—bifenil)Ru(en)Cl] [PFs] (en=etan-1,2-
diammin) (Slika 2.2.), sintetisani od strane saradnika Prof. P. J. Sadler-a (Edinburg),
krse pravilo ,mehanizma aktivacije redukcijom®, posto su oni zasnovani na rutenijumu
u +2 oksidacionom stanju i nemaju potrebu za redukcijom radi aktivacije. RM1735 je
organometalni kompleks rutenijuma, koji sadrzi direktnu metal-ugljenik vezu, koja
ispunjava generalna pravila koja se ocekuju od lekova zasnovanih na metalima
dizajniranim za DNK kao target sa glavnim ciljem prevazilazenja rezistencije kod
kancerskih celija rezistentnih na cisplatinu. Od ovih kompleksa se ocekivalo da
prevazidu rezistenciju na osnovu toga $to pored konvencionalnog vezivanja za DNK
preko guanina ukljucuju interkalaciju arenskog liganda. Pri ¢emu jedinjenjima sa
bicikli¢nim arenima dovode do vecih oste¢enja DNK od onih sa monocikli¢nim arenom
[6,41,56,57].

Rezultati vezivanja za DNK se uklapaju sa ICsy vrednostima dobijenim u radu sa
Celijskim kulturama [41,51]. RM175 se vezuje za DNK i dovodi do ¢elijske smrti zbog
izmene pd3-pZ2l-bax puta nakon kratkog izlaganja kolorektalnih kancerskih celija
(HCT116) [41,58]. Ostalo je da se ispita da li ¢e utvrdene determinante odgovora celije

biti reflektovane na antitumorsku in vivo aktivnost RM175.
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2.4.3.2. Rutenijum-aren pta (RAPTA) kompleksi

Rutenijum-arenski kompleksi formule [(n°-aren)RuCly(pta)] (pta=1,3,5-triaza-7-
fosfatriciklo[3.3.1.1]-dekan), nazvani RAPTA kompleksi sintetisani su od strane Prof.
P. J. Dyson-a (Lozana) [59]. Ove komplekse karakterise prisustvo pta liganda na mestu
etilendiammin liganda liganda u kompleksima Prof. Sadler-a. To su takode
organometalni kompleks , piano stool” geometrije [41,52,59].

RAPTA kompleksi nakon hidrolize brzo reaguju sa DNK i proteinima. In vitro
ispitivanja citotoksi¢nosti ovih kompleksa su pokazala da su mnogo manje citotoksi¢ni
u odnosu na platinske lekove. Mnogi ¢ak ne mogu biti klasifikovani kao citotoksi¢ni.
Vecina ih pokazuje ogranicenu citotoksi¢nost prema tumorskim celijama, dok su prema
normalnim zdravim delijama netoksi¢ni. Ovi kompleksi su pokazali znacajnu
sposobnost da utiCu na ponaSanje tumorskih celija u pogledu invazivnosti i
metastaziranja [60]. Na seriji tumorskih ¢elija dojke je izvedeno nekoliko eksperimenata
kako bi se razjasnio mehanizam kojima RAPTA-T (Slika 2.2) selektivno redukuje broj i
tezinu metastaziraju¢ih tumora. Utvrdeno je da RAPTA-T inhibira neke od faza
metastatskog procesa, kao $to su odvajanje Celija od primarnog tumora, migracija i
adhezija na novom mestu [60]. UoCen je izrazeniji efekt kada su koriS¢ene Celije
kancera sa ve¢im invazivnim potencijalom, nego kada su kori$¢ene manje invazivne
celije.

RAPTA-T je pokazao i izvesnu aktivnost in vivo na modelu solidnih
metstazirajuéih tumora [41,60]. Ovo je prvi dokaz za jo$ jedan rutenijumski kompleks

da pokazuje selektivnost ka metastazama, posle NAMI-A.

U prethodnom delu je prikazana raznovrsnost jedinjenja sa antikancerskim
karakteristikama, koja sadrze rutenijum kao metalni centar. Jo§ uvek nije moguce
odabrati koje jedinjenje od gore navedenih i nabrojanih je dobro referentno jedinjenje za
dalji razvoj lekova na bazi rutenijuma. Jedinjenja navedena ovde predstavljaju veoma
razliCite pristupe i ne mogu se grupisati samo na osnovu toga Sto sadrZe isti metal, ali je
od izuzetne vaznosti poznavanje dosadasnjeg znanja o mehanizmu njihovog dejstva

kako bi se isti u sklopu buducih istrazivanja Sto ta¢nije utvrdio. Povecano interesovanje
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za rutenijum dovelo je mnoge eksperte do isticanja hipoteze o prednostima koje pruza
hemija rutenijuma u le¢enju raka [41].

Medutim, bez obzira na mnoge razlike koje dele komplekse rutenijuma KP1019,
RAPTA i NAMI-A, postoje neki uobicajeni aspekti koji su im zajednicki. Ova
jedinjenja poti¢u od, kako se to naziva, ,sinteze vodene sa ICso“, procedure koja
favorizuje potragu za lekom koji moze da ubije Celije pri koncentraciji niZoj od one
potrebne referentnom jedinjenju (obi¢no je to cisplatina). Glavni princip ove procedure
je da se izmeni molekul, tj. da mu se promene supstituenti kako bi mu se podesila
,2ukupna reaktivnost” ka vecoj moguc¢nosti interakcija sa DNK, molekulom koji se
smatra odgovornim za antitumorsku aktivnost cisplatine. Nazalost, za rutenijumske
komplekse ne postoje jasni podaci o mehanizmu dejstva, i glavnoj meti u Celiji
odgovornoj za antitumorsku aktivnost. Nedostatak takvih podataka je ozbiljno
ogranicenje za razvoj ovih novih lekova. Aktivnost ovih jedinjenja, uocena in vitroi in
vivo, ukazuje na moguc¢nost da oni interaguju sa viSe ciljnih mesta i da je ukupna
aktivnost rezultat integracije ovih brojnih aktivnosti. Postoje oCekivanja da ¢e ¢elija kod
koje je napadnuto viSe targeta simultano biti osetljivija na lek i nece biti u moguénosti
da u velikoj meri razvije mutacije i izgubi senzitivnost na lek tokom administracije

hemoterapije, $to favorizuje ispitivanje takvih jedinjenja [41].
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2.5. Reparacija DNK adukata

Rezistencija tumorskih celija na lekove je glavna prepreka za uspeSnu
hemoterapiju kancera. Rezistencija moze biti postignuta smanjenom akumulacijom leka,
unutarcelijskom detoksifikacijom leka, povec¢anom reparacijom DNK/tolerancijom i
neuspesnim uvodenjem Celija u apoptozu [61].

DNK je primarna meta vecine citotoksi¢nih agenasa koji se koriste u terapiji
tumora. Visok nivo oSte¢enja DNK dovodi do zastoja u ¢éelijskom ciklusu i smrti Celije.
Odgovor C¢elije na oste¢enje DNK zavisi od prirode lezija. Aktivira se kompleksan
sistem proteina koji u¢estvuju u prepoznavanju ostecenja na DNK i njenoj reparaciji.

Identifikovano je preko 20 razli¢itih proteina koji prepoznaju oSte¢enja na DNK
indukovanih cisplatinom i vezu se za fizi¢ke distorzije na DNK [61]. Ovi proteini koji
prepoznaju osteenja su hMSH2 ili hMutS komponente MMR kompleksa (eng.
MisMatch Repair complex, tj. kompleksa reparacije pogresno sparenih baza),
nehistonska HMG1 i HMG2 grupa proteina (eng. High-Mobility Group, tj. grupa lako
pokretljivih proteina), humana RNK-polimeraza I, TBP (eng. Transcriptional factor
TATA Binding Protein, tj. transkripcioni faktor TATA vezujuéi protein) [61]. Da li je
jedan protein ili kombinacija uklju¢ena u detekciju oStec¢enja nije jasno.

[ako je glavna uloga ovih proteina koji prepoznaju oste¢enja DNK da prenose
signal o oStec¢enju dalje do efektora, njihov bioloSki znacaj nije limitiran samo na ovu
funkciju. Na primer, HMG1 protein interaguje sa DNK aduktima i zaklanja (3titi) je od
reparacije [61]. TBP su ukljuceni u inicijaciju transkripcije RNK polimerazom I, ali
adukti cisplatine okupljaju ove faktore na oSte¢enim mestima na DNK i sprecavaju
njihovo ucesc¢e u transkripciji. Stoga se smatra da svaki od proteina koji prepoznaju
oSte¢enja moze da inicira jedan ili viSe specifi¢nih dogadaja tako da rezultat DNK
oStecenja bude nekoliko naizgled nepovezanih bioloskih efekata. Ovo je u skladu sa
shvatanjem da adukti narus$avaju replikaciju i transkripciju ali ne koreliraju direktno sa
smrti ¢elije. U sustini, pro-apoptotski i signal za preZivljavanje su aktivirani simultano
usled izloZenosti cisplatini i relativni intenzitet i trajanje svakog su integrisani dalje,
kako bi se odredila kona¢na sudbina Celije.

Glavni mehanizmi ukljuceni u reparaciju lezija koje indukuje cisplatina su
reparacija isecanjem nukleotida (eng. Nucleotide Excision Repair-NER) i reparacija

pogresno sparenih baza (MMR), stoga su se ova dva mehanizma pokazala kriti¢na za
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nivo rezistencije [61]. Za nas je bilo interesantno da ispitamo da li ova dva mehanizma,
taénije dva proteina, moglo bi se re¢i glavni predstavnici ovih sistema (ERCCI i
MSH?), ulestvuju i u Celijskom odgovoru na tretman sa ispitivanim kompleksima

rutenijuma.

2.5.1. Reparacija oste¢enja DNK isecanjem nukleotida (NER)

Prvi korak NER podrazumeva prepoznavanje osteéenja na DNK od strane dva
proteina XPC (eng. Xeroderma pigmentosum group C) i HR23B. Ovaj proteinski
kompleks dovodi transkripcioni faktor TFIIH na ovo mesto. On sadrzi dve helikaze
XPD i XPB koje otvaraju DNK oko lezije i potvrduju oste¢enje. Zatim XPG i ERCC1
(eng. Excision Repair Cross-Complementing 1)/XPF kompleksi endonukleaza prave 3” i
5" prekide. Regioni sa oSteCenjem DNK indukovanim cisplatinom bivaju iseCeni i
reparacioni proces se zavrsava uz u¢es¢e DNK polimeraza, PCNA (eng. Proliferating
Cell Nuclear Antigen) i DNK ligaze [61-63]. Kolektivno ovi biohemijski dogadaji
vracaju osteCenu DNK u nativnu konformaciju. Defekti u NER sistemu rezultuju u
hipersenzitivnosti na cisplatinu [62]. Nedavno se pokazalo da je NER kuplovan sa
transkripcijom viSe vezan za rezistenciju na cisplatinu nego globalni genomski NER
[64]. Pokazalo se da ERCCI i fizi¢ki interaguje sa MMR proteinom MSH2, i time ovi

proteini mogu kooperativno da uestvuju u rezistenciji na cisplatinu (Slika 2.4) [65].
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Slika 2.4. Prikaz NER puta kod eukariota, koji vodi od prepoznavanja ostecenja do

potvrdivanja ostecenja i uklanjanja i resinteze [63].

2.5.2. Reparacija DNK uklanjanjem pogresno sparenih baza (MMR)

MMR je post-replikaciona reparacija koja ispravlja nesparene ili pogresno
sparene nukleotide. Kod bakterija proces reparacije DNK postizu MutS, MutL i MutH
proteini. MMR sistem sisara obuhvata bar pet proteina (MLH1-MutL homolog; MSH2-
MutS homolog, MSH3, MSH6 i PMS1-homolog MutL takode) i funkcioniSe kao
reparacioni mehanizam koji zahteva ATP [64]. Znacaj uloge koju ima sistem reparacije
DNK istice njegova visoka konzervativnost od bakterija do kvasaca i sisara. Odnos

izmedu prepoznavanja oSte¢enja DNK od strane MMR proteina i citotoksi¢nosti jo$
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uvek je nerazjasnjen. MSH2 je ukljucen u inicijalno prepoznavanje pogresno sparenih
nukleotida, nakon $to se on veze za “mismatched” dupleks DNK, pridruzuju mu se
heterodimer koji se sastoji od MLH1 i PMS1, egzonukleaza i PCNA koji potpomazu
dalje faze MMR [65] ( Slika 2.5).
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Slika 2.5. Shematski prikaz reparacije DNK MMR-om kod eukariota (65).

Vecina puteva reparacije DNK posreduje u rezistenciji na oste¢enja DNK, a za
MMR se pokazalo da je u stvari neophodna i za toksi¢nost nekih antikancerskih
agenasa. Ovo se objasnjava “uzaludnim reparacionim ciklusom” modelom u kome
MMR uklanja novo-ubacene netaknute baze umesto oStecenih baza, inicirajuci time jo$
jedan ciklus “uzaludne” reparacije koji moze biti Stetan za Celiju [66]. Moguce je i da
MMR ima vaznu ulogu u pokretanju proveravanja (eng. checkpoint signalling) i
apoptoze, koji mogu da posreduju u povecanoj citotoksi¢nosti [67]. Ustanovljeno je da
defekti u MMR su povezani sa rezistencijom na neke DNK-oste¢ujuce antikancerske
agense, kao Sto su monofunkcionalni alkiliraju¢i agensi i cisplatina, kao i antimetabolit
6-thioguanine [66]. Kod tumora ovarijuma i kolona, MMR veoma malo doprinosi
rezistenciji na cisplatinu u poredenju sa NER. U stvari, kod ova dva tipa tumora intaktni
MMR sistem je esencijalan za povezivanje ostecenja na DNK/reparacije sa inicijacijom

apoptoze [68].
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2.5.3. Inhibitori reparacije DNK u kombinovanoj terapiji

Dobro poznavanje reparacije DNK, od principa nastajanja oste¢enja na DNK do
popravke istih, omogucilo je racionalno kombinovanje citotoksi¢nih agenasa i inhibitora
reparacije DNK kako bi se povecala toksi¢nost na tumorske Celije. Izvestan broj
inhibitora reparacije DNK su razvijeni i predmet su klini¢kih ispitivanja [69].

Strategije koriS¢enja inhibitora reparacije DNK u terapiji kancera:

¢ Inhibitori reparacije DNK mogu biti koris¢eni u kombinaciji sa antikancerskim
agensima koji oStecuju DNK. Ovo bi povecalo efikasnost tretmana inhibirajuci
uklanjanje toksi¢nih lezija na DNK.

e Inhibitori reparacije DNK mogu biti koriS¢eni u monoterapiji kako bi selektivno
ubijali ¢elije kancera sa defektima u odgovoru na ostecenje ili reparaciju DNK.

e U budu¢nosti, inhibitori reparacije DNK mogu biti koris¢eni za amplifikaciju

tumor specifi¢nih replikacionih lezija kako bi selektivno ubijali Celije kancera.

Poli(ADP-ribozil)polimeraze ~(PARP enzimi) (eng. Poly(ADP-ribose)
polymerases) ili poli(ADP-ribozil)sintetaze i poli(ADP-ribozil)transferaze predstavljaju
familiju jedarnih enzima koji katalizuju poli(ADP-ribozilaciju) DNK vezujuéih proteina
[70-72]. Ovi enzimi predstavljaju kljuénu komponentu trenutnog ¢elijskog odgovora na
ostecenje DNK, stoga bi se inhibicijom PARP-a mogla povecati hemosenzitivnost na
brojne agense koji oste¢uju DNK, ukljucujuéi zraCenje, alkilirajuce agense i inhibitore
topoizomeraze I [69)].

Nakon sto detektuje prekide na jednom lancu DNK (eng. Single-Strand DNA
Breaks-SSB), PARP-1 formira zajedno sa DNK ligazom III, XRCC proteinom i DNK
polimerazom [ reparacioni multiproteinski kompleks za isecanje baza (eng. Base
Excission Repair-BER) [73-75]. Kao odgovor na oste¢enje DNK indukovano
jonizujué¢im zracenjem, oksidativnim stresom i DNK vezujué¢im antikancerskim
agensima, PARP enzim dodaje ADP-riboznu jedinicu na karboksilatnu grupu
asparaginske i glutaminske kiseline ciljnih proteina [71,72]. Ova poli(ADP-
ribozilaciona) aktivnost PARP-a je post-translaciona modifikacija koja dovodi do
inaktivacije akceptorskog proteina preko kacenja kompleksnog razgranatog polimera

ADP-riboznih jedinica [76].
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PARP-1 je prvi okarakterisan i najbolje poznat ¢lan PARP familije. PARP je
visoko zastupljen i o¢uvan enzim vezan za hromatin koji se veze za prekide na DNK
kao homodimer (MW=2x113 kDa) i posreduje u zastiti od ostecenja DNK.

Poli(ADP-ribozil) polimeraza interaguje sa raznim proteinima u jedru koji su,
inace, ukljuceni u kontrolu metabolizma DNK i konformacije. Ciljni proteini PARP-a
su: histoni, topoizomeraze I i II, DNK i RNK polimeraze, DNK ligaze, p53, Ca2+/Mg2+
zavisne endonukleaze [77]. Poli(ADP-ribozilacija) svih ovih supstrata modulira njihovu
aktivnost uti¢uci na replikaciju DNK [78], transkripciju [79] i reparaciju [75,80-84].

Kada je oste¢enje DNK blago, aktivira se PARP-1 i indukuje reparaciju i
prezivljavanje Ccelije. Medutim, u sluc¢aju obimnog oStecenja DNK, PARP-1 je
prekomerno aktiviran i indukuje troSenje Celijskog NAD+ i ATP nivoa dovodeci do
poremecdaja u funkcionisanju ¢elije ili ¢ak do nekroze [85] ( Slika 2.6). S obzirom na
dvostruku prirodu odgovora PARP-1 na oStecenje DNK i njegovo ucesce u celijskoj
smrti, farmakoloska modulacija aktivnosti PARP-a moZze da predstavlja korisno orude

za povecanje aktivnosti antikancerskih agenasa koji se vezuju za DNK.
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Slika 2.6. Farmakoloska inhibicija aktivnosti PARP-1 u hemoterapiji kancera. Niska ili
umerena doza leka koji se vezuje za DNK mozZe da indukuje blago ostecenje DNK i
aktivaciju PARP-1. U ovom slucaju, koris¢enje inhibitora PARP-a u kombinaciji sa
antitumorskim agensom koji se veze za DNK moze da rezultuje u efikasnoj blokadi
reparacije DNK i potom apoptozi. Visoka doza leka moZe da indukuje velika oste¢enja
DNK i preteranu aktivaciju PARP-1 tako da se trosi NAD+ i ATP do nivoa koji
indukuje umiranje ¢elije putem nekroze. U ovom slucaju, koris¢enje inhibitora PARP-1
u kombinaciji sa DNK vezujué¢im agensom moZe da blokira povec¢anu aktivaciju PARP-

1 i time se smrt ¢elije prevodi iz nekroze u apoptozu [85].

Inhibitori PARP-a, prvobitno razvijeni od strane Prof. Thomas-a Helleday-a, su
grupa farmakolo$kih inhibitora PARP enzima, koji su razvijeni za razli¢ite indikacije, a
najbitnija je tretman kancera [85].

Kao 3to je prikazano na Slici 2.6 inhibicija PARP-a u delijama izlozenim

lekovima koji oSte¢uju DNK ¢e smanjiti reparaciju DNK i indukovati apoptozu i
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smanjiti nekrozu. Moguce je da inhibitori PARP-a budu efikasniji protiv tumorskih
¢elija, nego protiv normalnih Celija. Npr. kod celija niskog stepena malignog ne-
Hockinovog limfoma i hepatocelularnog carcinoma, poveéana aktivnost PARP-1 je
uocena u odnosu na zdrave limfocite ili hepatocite [86]. Tako, inhibicija PARP-1 moze
da poveca senzitivnost tumorskih Celija na lekove koji ostecuju DNK. Uoceno je da 3-
aminobenzamid povecava apoptozu i redukuje nekrozu indukovanu agensom koji se
veze za manji zljeb DNK MeOSO,(CH,),-leksitropsin (Me-Lex) [87]. Ipak, veéina
studija je fokusirana na sinergizam inhibitora PARP-1 u kombinaciji sa zra¢enjem ili
lekovima koji se vezuju za DNK i inhibitorima topoizomeraza [85].

Inhibitori PARP-a se mogu grupisati u sledece hemijske klase: Nikotinamid i 3-
aminobenzamid (3-AB); Dihidroizohinolini i izohinolini; Bezimidazoli i indazoli,
[zoindolinoni; Ftalazinoni i kinazolinoni; Henantridinoni; “Zink-Fingers” PARP

inhibitori.

O~__NH,

NH,

Slika 2.7. 3-aminobenzamid (3-AB)

Analiza mehanizma dejstva 3-AB-a (Slika 2.7) je pokazala da je za njegovu
inhibitornu aktivnost kriticna karboksamidna grupa. Takode, postoje podaci da
benzamidi mogu da se vezu za prekide na DNK, onemogucavaju¢i da PARP-1 prepozna
prekide na DNK i time spre¢avaju aktivaciju enzima [88]. PARP-1 inhibitori sami po
sebi nisu citotoksicni pri koncentracijama koje postizu PARP-1 inhibiciju. Medutim, pri
viSim koncentracijama 3-AB pokazuje inhibiciju “de novo” sinteze purina i
zaustavljanje deobe celija u kulturi [89,90]. Vec¢ina inhibitora je uglavnom dizajnirana

tako da imitira interakcija supstrat-enzim, izmedu NAD+ i PARP-1 [85].
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Takode, postoji hipoteza po kojoj je PARP farmakoloska meta lekova na bazi
metala [91], s obzirom da struktura PARP-a sadrzi ZF motiv (eng. “Zink-Finger”-

cinkov prst) koji moze biti izmenjen pod uticajem kompleksa metala.
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2.6. Molekulski aspekti invazivnosti i metastaziranja tumorskih éelija

Vise od 90 % smrti uzrokovane kancerom su posledica metastatskog Sirenja
tumora [92]. Metastatsko Sirenje je poslednja klinicka faza progresije tumora. Koraci u
toku primarne progresije tumora su danas veoma dobro shvaceni i na celijskom i na
molekulskom nivou. Medutim, mehanizam metastatskog procesa jo$ uvek nije dovoljno
rasvetljen.

1mg mase primarnog tumora oslobada oko 4x10° ¢elija dnevno u krvotok i limfu
[93]. Vecina ovih Celija nestaje putem apoptoze ili pod pritiskom imunskog sistema.
Medutim, neke od ovih ¢elija prezivljavaju. Samo mali procenat (0,04 %) ovih Celija u
cirkulaciji ¢e stvoriti klaster ¢elija, omogucavajuci proces metastaziranja.

Nemoguénost da se utvrdi tacna lokacija metastaza, kao i njihova heterogenost
po pitanju Celija koje ih Cine, onemogucavaju operativno uklanjanje i ogranic¢avaju
odgovor na sistemske antikancerske agense. Glavni problem u otkrivanju racionalnih,
antimetastatskih terapeutskih strategija je nedostatak razumevanja c¢itavog procesa
(Slika 2.8). Medutim, upravo je ta kompleksnost procesa metastaziranja primorala
istrazivaCe da se usredsrede na jedan po jedan proces kako bi se redukovao broj

promenljivih do razumnog nivoa [94].
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Slika 2.8. Metastatska c¢elija prvo ulazi u vancelijski matriks primarne strome tumora
koriste¢i proteaze (prvenstveno matriks metaloproteinaze), zatim prolazi kroz

endotelijum krvnog suda i ulazi u krv i/ili limfu.
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Metastazirajuc¢e tumorske celije najpre moraju da interaguju sa vancelijskim
matriksom (Slika 2.9). Vanéelijski matriks (eng. Extracellular matrix-ECM) je
gusta mreza kolagena i elastina ugradena u viskoznu osnovu koju ¢ine proteoglikani i
glikoproteini. To je potporna osnova koja izoluje kompartmente tkiva i uti¢e na njihovu
arhitekturu [94-98]. Matriks se ponasa kao selektivan makromolekulski filter i igra
ulogu u mitozi i diferencijaciji. Interakcije izmedu normalnih ¢elija i matriksa mogu biti
izmenjene kod neoplazija, i ovo moze da omogucava proliferaciju tumora i invazivnost
[99]. Vandelijski matriks se sastoji od intersticijalnog matriksa (koji ispunjava prostor
izmedu celija) i bazalne membrane. Bazalna membrana je tanak sloj vlakana koji
podupire epitelijum, koji oivicava Supljine i povrSine organa ukljuCujué¢i kozu ili
endotelijum, koji oiviava unutra$nju stranu krvnih sudova. Bazalna membrana se
sastoji iz dve lamine, bazalne lamine i retikularne lamine. Ona je mreza koja se sastoji
od kolagena tipa IV, specifi¢nih glikoproteina, kao $to su laminin i entaktin i heparan-
sulfat proteoglikana [100-106]. Smatra se da ima klju¢nu ulogu tokom progresije

invazivnih tumora i njihove diseminacije.

Fibroblast
Endothelium

EMMPRIN

Cytokines
VEGF, PDGF Tumour cell
Cytokines

Proliferation

Angiogenesis Metalloproteinases
\ Serine Proteases
TIMP's ]
PAI's '

Metalloproteinases
Serine Proteases

> | Matrix Degradation

Slika 2.9. Interakcije izmedu tumorske Celije i okolnog vezivnog tkiva.
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2.6.1. Trostepena teorija invazivnosti

Intersticijalna stroma vecine tkiva normalno ne sadrzi kanale za prolaz celija.

Bazalna membrana je nerastvorna, kontinualna ali ujedno i fleksibilna struktura koja je

nepropusna za velike proteine [100]. Ovaj tip vancelijskog matriksa postaje permeabilan

za prolazak Celija samo tokom zarastanja tkiva i remodelovanja, inflamacije i

neoplazija. Prolazak C(celije kroz matriks zavisi od brojnih faktora ukljucujuci

karakteristike i Celije koja prolazi kao i lokalnih Celija, kao i karakteristika samog

matriksa. Liotta je predlozio trostepenu hipotezu invazivnosti (Slika 2.10) [107]

opisuju¢i redosled biohemijskih dogadaja tokom invazivnosti tumorske celije kroz

vancelijski matriks.

B. ATTACHMENT

Type IV collagen Fibronectin receptor Laminin
Laminin receptor

C. DEGRADATION Type IV Plasminogen activator
. _ collagenase —

Type IV collagen cleavage

Prvi korak podrazumeva
kacenje tumorske celije
preko  receptora na
povrsini celije koji se
specificno  vezuju za
komponente  matriksa
kao $to je laminin (za
bazalnu membranu) i

fibronektin (za stromu)
[108,109].

Tako usidrene tumorske
Celije sekretuju
hidrolitiCke enzime (ili
podsti¢u lokalne Celije
da sekretuju enzime)
koji poseduju potencijal

lokalnog razlaganja
matriksa  (ukljuéujuéi
degradaciju

komponenata za
kacenje). Liziranje
matriksa se verovatno
deSava u visoko

lokalizovanom regionu
blizu povrSine tumorske
Celije.
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D. MIGRATION

e Tre¢i korak je kretanje
Celije u region matriksa
modifikovan
proteolizom.

\ ./ Autocrine motility
o D tactor

) ) | 2
Fibronectin eee—

Slika 2.10. Prikaz trostepene teorije invazivnosti.

Invazivnost kroz matriks se pretpostavlja da se obavlja ciklicnim ponavljanjem

ova tri koraka.

2.6.2. Uloga matriksnih metaloproteinaza u metastaziranju

Matriksne metaloproteinaze (eng. Matrix Metalloproteinases-MMP) su
familija enzima koja ima centralnu ulogu u prometu (eng. turnover) i remodelovanju
vancelijskog matriksa zasnovanom na njihovoj sposobnosti da hidrolizuju proteinske
komponente ECM-a. One su sposobne i da reguliSu brojne funkcije Celije ukljucujuci
rast Celije, angiogenezu, apoptozu, invazivnost, metastaziranje i imuni odgovor
seCenjem prekursora faktora rasta, adhezionih molekula i drugih bioaktivnih proteina.

Trenutno postoji vise od 20 matriksnih metaloproteinaza, koje se razlikuju u
supstratnoj specifi¢nosti, ali dele brojne strukturne i funkcionalne sli¢nosti.

Kako bi se izbeglo nezeljeno ostecenje tkiva potrebna je odgovarajuca kontrola
aktivnosti proteaza. Iz tog razloga aktivnost proteaza je regulisana na viSe nivoa
ukljuCujuci transkripciju, sekreciju, aktivaciju i dejstvo inhibitora proteaza.

Specifi¢na grupa matriksnih metaloproteinaza, zelatinaze: MMP-2 i MMP-9 su
intenzivno proucavane kod kancera i drugih bolesti. MMP-2 su eksprimirane u velikoj
meri kod normalnih fibroblasta, endotelijalnih i epitelijalnih Celija kao i kod mnogih
transformisanih celija. MMP-9 su eksprimirane kod normalnih leukocita kao i kod

transformisanih Celija.
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MMP-2 i MMP-9 su veoma sli¢ni enzimi, ali postoji znacajna razlika u
regulaciji ekspresije, glikozilacije, aktivaciji proenzima i supstratnoj specifi¢nosti. Npr.
pro-MMP-2 je neglikozilovan protein molekulske mase 72 kDa, dok je pro-MMP-9
protein molekulske mase 92 kDa i sadrzi dva N-glikozilovana mesta u prodomenu i
katalitickom domenu i brojne O-vezane glikane. MMP-9 postoji u plazmi kao monomer
ili kao dimer, dok je MMP-2 striktno monomer ( Tabela 2.1.).

Tabela 2.1. Karakteristike zelatinaza [110].

Uobicajena imena Zelatinaza A Zelatinaza B
72 kDa 92 kDa
Nomenklatura MMP-2 MMP-9
Supstratna specifi¢nost Zelatin, tip LIV,V kolagen, | Zelatin, tip LIV,V kolagen,
elastin elastin
Molekulska masa 72 kDa 92 kDa
Molekulska masa aktivne | 64 kDa 82 kDa
vrste
Fizioloski aktivatori MTI1-MMP, tip I kolagen, | Serin proteaze
lipopolisaharid, faktor rasta
hepatocita,
Latentna forma se veze za | TIMP-2 TIMP-1
TIMP
Sinteza endotelijalnih ¢elija | konstitutivna inducibilna

MMP se sekretuju kao neaktivni proenzimi koji zahtevaju potpunu aktivaciju za
kataliticku aktivnost. MMP mogu biti aktivirane proteinazama ili in vitro hemijskim
agensima. Aktivacija zelatinaza i drugih rastvornih MMP se deSava na povrsini Celije ili
u vancelijskoj sredini. MMP postaju kataliticki aktivne seCenjem propeptida ili
naruSavanjem njegove konformacije, Sto oslobada Zn-vezujuée aktivno mesto. Ovaj
proces aktivacije je zasnovan na principu ,cisteinskog okidaca“. Tacnije, cisteinski
ostatak je u kontaktu sa katalitickim cinkom i blokira ulazak molekula vode do aktivnog
mesta. Ulazak molekula vode u kataliticko mesto rezultuje u formiranju aktivnog
katalitickog mesta. MMP su aktivne na neutralnom pH i zahtevaju Ca®* jone za potpunu

aktivnost [110, 111].
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Povecana ekspresija MMP-2 i MMP-9 je primecena kod kancera dojke, kolona,
plu¢a, koze, ovarijuma i prostate, izmedu ostalih. Poveéana ekspresija Zelatinaza kod
ovih kancera je Cesto pradena sa povecanom invazivnoS¢u i metastaziranjem kao i
smanjenim prezivljavanjem. Ekspresija matriksnih metaloproteinaza moze zavisiti od
stadijuma kancera. Smatra se da su Zelatinaze i druge MMP neophodne za mnoge faze u
progresiji tumora i razli¢iti tumori koriste razli¢ite MMP. Koraci u kojima su uklju¢ene
MMP ukljucuju rast primarnog tumora, angiogenezu, migraciju i invaziju metastatskih
Celija u sekundarne organe, kao i inicijaciju i pospeSivanje rasta tumora na
metastatskom mestu. MMP mogu da aktiviraju ili suprimiraju progresiju tumora
se¢enjem razli¢itih bioaktivnih supstrata. Stoga konacni efekat Zelatinaza na progresiju

tumora znacajno zavisi od konteksta [111].

2.6.3. Uloga kretanja tumorskih ¢elija u procesu metastaziranja

Aktivno kretanje tumorskih celija, povezano sa proteolizom, je neophodno za
prolazak kroz bazalnu membranu i intersticijalnu stromu pri prelasku iz in situ u
invazivni karcinom. Tumorske celije takode pokazuju usmereno kretanje tokom ulaska
u krvni sud i izlaska iz istog [112].

Tumorske celijske linije, poznate kao linije sa ve¢im potencijalom invazivnosti i
metastaziranja, pokazuju veéi nivo mobilnosti od tumorskih Celijskih linija sa nizim
potencijalom metastaziranja. Veliki broj agenasa stimuliSe kretanje tumorskih ¢elija in
vitro, ukljuCujuéi faktore koje proizvode Celije domacina, faktore rasta [113],
komponente vancelijskog matriksa [114], hijaluronan [115] i faktore koje sekretuju
tumori [116]. Kretanje stimulisano bilo kojim od ovih faktora moze biti nasumi¢no
(hemokineza) ili usmereno (hemotaksija). Hemotaksija se definise kao usmereno
kretanje celija kao odgovor na koncentracioni gradijent faktora u rastvoru. Tumorske
¢elije migriraju usmereno ka nerastvornim proteinima ECM-a u odsustvu rastvorenih
atraktanata (haptotaksija) [113]. Ova raznovrsnost stimulusa omogucava tumorskoj
¢eliji da prolazi kroz razne sredine tokom procesa metastaziranja.

Otkrivena je grupa citokina koja utiCe na kretanje a koje proizvode same
tumorske Celije i nazvani su autokrini faktori kretanja (eng. Autocrine Motility Factor-

AMF). Predlozena je i AMF hipoteza: Celije primarnog tumora uglavnom proizvode
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AMF sve dok koncentracija ne dostigne nivo da stimulise kretanje preko receptora celija
koje reaguju [112]. Enzimi koji razlazu matriks bivaju oslobodeni i aktivirani kako bi
omogucili ¢elijama koje se krecu da razloze meducelijske veze i druge bioloSke barijere.

Celije kancera se Sire iz primarnog tumora ili kao pojedina¢ne éelije, koristeci
ameboidno ili mezenhimalno kretanje, ili kao listovi Celija, niti i klasteri koriste¢i
kolektivni tip migracije [117].

Proucavanja morfoloskih promena su pokazala da tumorska celija, kao i
leukocit, pokazuje kao jedan vid kretanja, ameboidno kretanja, koje karakteriSu
pseudopodije. Ovaj nacin kretanja zahteva uskladenost viSe koraka, ukljucujuci
napredovanje Celije na vode¢em kraju, formiranje novih adhezija, oslobadanje “starih”
veza, rezultujuéi u asimetri¢noj morfologiji Celije koja se krece [112]. Prvo ¢elija koja
se kreCe postane polarizovana i izduzena. Stvaraju se pseudopodije izduzivanjem
vodeceg kraja celije koji se veze za ECM kao supstrat. Zatim, se celo telo celije
kontrahuje, time formiraju¢i vuc¢nu silu koja dovodi do postepenog klizenja tela celije

[117].

2.6.4. Uloga angiogeneze u procesu metastaziranja

Angiogeneza, formiranje novih krvnih sudova od endotelijuma postojecih
krvnih sudova, je neophodna za rast tumora, progresiju i metastaziranje [118].
Kompleksna mreza krvnih sudova tumoru garantuje adekvatno snabdevanje sa
nutrientima i kiseonikom i obezbeduje adekvatnu drenazu metabolita. Uz neophodnost
rasta primarnog tumora, rast metastaza zavisi od neovaskularizacije bar u dva koraka:
prvo, maligne Celije moraju da napuste primarni tumor i udu u cirkulaciju; drugo, nakon
pristizanja u udaljene organe, metastaticne Celije moraju da indukuju angiogenezu da bi
tumor narastao. 1970. godine hirurg Juda Folkman [119] je prvi postavio hipotezu da
uticuci na snabdevanje hranom, inhibiraju¢i formiranje krvnih sudova, moze da dovede
do zastoja rasta tumora ili ¢ak skupljanja tumora. Fiziolo$ka osnova ove hipoteze je da
tumori ne mogu da predu veli¢inu od 1-2 mm”® u avaskularnom stanju. Stoga se pocelo
sa intenzivnim izucavanjem procesa angiogeneze. U poslednjih 30 godina brojni pro- i
antiangiogenetski molekuli, njihovi ligandi, i unutarCelijski signalni putevi su

identifikovani. Uprkos brojnim obecavaju¢im rezulatatima u predklinickim modelima,
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nekoliko inicijalnih klini¢kih studija nisu dali ubedljive rezultate za efikasnu terapiju
tumora klasi¢énim antiangiogenetskim agensima kao monoterapija. Ovo je dovelo da
razvoja novih antiangiogenetskih jedinjenja i uspeSne kombinacije inhibitora
angiogeneze sa klasi¢nim citotoksi¢nim agensima i radioterapijom. 2004. godine prvi
antiangiogenetski agens bevacizumab (Avastin) je odobren od strane Food and Drug
Administration (FDA) kao prva linija terapije u kombinaciji sa 5-fluorouracilom kod

pacijenata sa uznapredovalim kolorektalnim karcinomom.

2.6.4.1. Mehanizam angiogeneze kod kancera

Kada je neoplasticna mutacija nastala, sledi avaskularna faza rasta tumora.
Tumorske celije se snabdevaju difuzijom i rast tumora se zaustavlja na veli¢ini od 1-2
mm®. Sledeéi stadijum dormantnosti tumora moze da traje godinama [120]. Danas je
prihvacena teorija angiogenetskog okidaca, koja podrazumeva da je pocetak
angiogeneze kontrolisan ravnotezom izmedu pro- i antiangiogenih molekula u
mikrosredinih solidnog tumora [121] (Slika 2.11). Okida¢ ukljucuje ¢itavu mrezu

pozitivnih i negativnih regulatora [121].

Proangiogenic Antiangiogenic
VEGF TSP-1
bFGF Angiostatin
TGF-a, p Endostatin
EGF Vasostatin
TNF-a Interferon-a
Angiogenin Prolactin TGF-a, B
Interieukin-8 Tumstatin
Angiopoietin-1,2 Interleukin-12

Slika 2.11. Primeri pro- i antiangiogenih molekula koji balansiraju “angiogeni
okidac”.

Celije kancera su sposobne da stimuliSu angiogenezu proizvodeci neke od
angiogenih faktora, koji ukljuuju vaskularni endotelijani faktor rasta (eng. Vascular
Endothelial-derived Growth Factor - VEGF), angiopoetin, bazni factor rasta fibroblasta
(eng. basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), epidermani faktor rasta (eng. Epidermal
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Growth Factor-EGF), interleukin 8 (IL-8), i transformiSuéi factor rasta-B (eng.
transforming growth factor-p, TGF-) pored brojnih drugih molekula (Slika 2.11.).

Pored tumorskih ¢elija, tumorske endotelijalne, stromalne celije i cirkuliSuce
¢elije domacina su u stanju da sintetiSu modulatore angiogeneze [118].

Nekoliko sekvencijalnih koraka se isti¢e tokom angiogeneze tumora. Kod zrelih,
nerastucih kapilara, zid krvnih sudova se sastoji od linije endotelijalnih Celija, bazalne
membrane i sloja pericita. Angiogeni faktori koje proizvode tumorske celije vezuju se
za receptore endotelijalnih ¢elija i iniciraju angiogenezu. Angiogeneza je rezultat ¢itave
serije molekularnih i celijskih dogadaja, koji dovode do migracije, proliferacije i
diferencijacije endotelijalnih celija u novoformirane kapilare koji potom mogu da se
razviju u jo$ zrelije krvne sudove. Kada su endotelijalne celije stimulisane da rastu, one
sekretuju protease, heparanaze i druge digestivne enzime Kkoji razlazu bazalnu
membranu koja okruzuje krvne sudove. Razlaganje vancelijskog matriksa omoguc¢ava
oslobadanje proangiogenih faktora iz matriksa. Veze izmedu endotelijalnih celija
postaju propustljiva, i novoformirani sudovi rastu ka izvoru stimulusa. Na kraju dolazi
do maturacije i stabilizacije novoformirane mikrovaskulature snabdevaju¢i sudove sa
pericitima, rekonstitucijom bazalne membrane i formiranjem veza. U tumorskom tkivu
ovaj korak je nepotpun i rezultuje u sudovima koji su nepravilni, sa fragmentisanom

bazalnom membranom i sa pove¢anom propustljivoscu.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Hemijske strukture ispitivanih kompleksa

U ovom radu je ispitivana in vitro antitumorska aktivnost kompleksa strukturne
formule [(nG—p—cimen) Ru(L1-3)Cly], gde je L1-3: 3-acetilpiridin (1), 4-acetilpiridin (2) i
2-amino-5-hloropiridin  (3), kao i [(n°-p-cimen)Ru(HL4,5)Cly), gde HL4 i HL5
odgovara izonikotinskoj kiselini (4) i nikotinskoj kiselini (5) i [ (n°-p-cimen)Ru(HL6-
9)Cl], gde HL6-9 predstavlja 2,3-piridindikarboksilnu kiselinu (6), 2,4-
piridindikarboksilnu  kiselinu (7), 2,5-piridindikarboksilnu kiselinu (8) i 2,6-
piridindikarboksilnu kiselinu (9), koji su dobijeni u reakciji polaznog kompleksa [(n°-p-
cimen),;RuCl,], (10) (Slika 3.1) i odgovarajuceg liganda [3,4]. Kao i srodnog kompleksa
koji sadrzi pikolinski anjon kao ligand [(n®-p-cimen)RuCl(L11)] (11) (Slika 3.2).
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_Ru R Ru
| o I \ S N A\
=
N Cl _0
R, R, O
L!-H,L° 1-5 6-9

L' 1: R, Ry Rs, Rg=H;R;=COCH;
L% 2: Ry, Ry R, Re=H;R,=COCH;
L3,3: R,=NH,;R;, Ry, R¢=H;Rs=Cl
HL* 4: R,, Ry, Rs, Rg=H; R, = COOH
HL’ 5: Ry, Ry, Rs, Rg=H; Ry = COOH
H,L®, 6: Ry, Ry = COOH; R, Rs, R, =H
H,L’, 7; Ry, Ry=COOH; R5, Rs, Rg=H
H,L8, 8: Ry, Rs = COOH; Ry, Ry, Rg =H
H,L’ 9: Ry, Rs= COOH; Ry, Ry, Rs=H

Slika 3.1. Strukturne formule (a) liganada; (b) kompleksa sa monodentatno vezanim
ligandom 1-5; (c) kompleksa sa bidentatno vezanim ligandom 6-9 [3].

a4
o

Slika 3.2. Strukturna formula kompleksa 11 [4].

O?_‘T::s_()
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3.2. Kulture ¢elija

Kulture ¢elija upotrebljene u ovom radu su: tumorske celije epitela poreklom iz
humanog karcinoma grli¢a materice (HeLa), ¢elije humanog melanoma (FemX), dva
tipa Celija karcinoma dojke (MDA-MB-361 i MDA-MB-453), ¢elije kolorektalnog
karcinoma (LS-174), Celije miSijeg melanoma (B16), dve transformisane endotelijalne
linije humanog (EA.hy 926) i misijeg (MS1) porekla; i jedna normalna zdrava celijska
linija fetalnih humanih fibroblasta pluéa (MRC-5). Navedene kulture delija su iz
kolekcije Celijskih linija Instituta za Onkologiju i Radiologiju Srbije, Odeljenje za
eksperimentalnu onkologiju. EA.hy 926 i MS1 C¢elije su poklon Instituta za medicinska
istrazivanja, Beograd, Srbija. Neke karakteristike ovih celijskih linija prikazane su u
Tabeli 3.2.1.

Hela, B16, FemX, MDA-MB-361, MDA-MB-453, LS-174 ¢elije se odrzavaju
kao monosloj u hranljivoj podlozi RPMI 1640 pH 7,2 koja sadrzi 10 % fetalnog
govedeg seruma (eng. Fetal Calf Serum-FCS), termi¢ki inaktivisanog na 56 °C, 30 min.
RPMI 1640 je opskrbljena penicilinom 192 IU/mL i streptomicinom 200 pg/mL, L-
glutationom (3 mmol/L), HEPES-om (25 mmol/L).

EA.hy 926 i MS1 celije se odrzavaju kao monosloj u hranljivoj podlozi DMEM,
pH 6,9 koja sadrzi 10 % fetalnog govedeg seruma, termicki inaktivisanog. DMEM
podloga je takode opskrbljena penicilinom 192 IU/mL i streptomicinom 200 pg/mL, L-
glutationom (3 mmol/L).

Podloge su ¢uvane u frizideru, a pre upotrebe tj. rada sa ¢elijama su zagrejane do

temperature 37 °C, u vodenom kupatilu.
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Tabela 3.1. Karakteristike ¢elijskih linija kori$¢enih u ovom radu

Celijska morfologija vrsta tkivo/organ tumor
linija
tumorske linije
HelLa epitelijalna humane cerviks adenokarcinom
MDA-MB-361 epitelijalna humane dojka adenokarcinom
metastatski

MDA-MB-453 epitelijalna humane dojka karcinom
FemX epitelijalna humane koza melanom
B16 vretenasta miSje koza melanom
LS-174 epitelijalna humane kolon adenokarcinom
endotelijalne imortalizovane

hibrid
EA.hy 926 endotelijalna humane somatskih celija /
MS1 endotelijalna misje hibrid /
normalna linija
MRC-5 vretenasta humane pluca /
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3.2.1. Sastav hranljive podloge RPMI 1640

RPMI 1640 podloga je proizvod istrazivata Moore i saradnika sa instituta
"Roswell Park memorial Institute”, po ¢emu joj je i dat naziv RPML Podlogu ¢ini
fosfatni pufer u koji se dodaju amino kiseline i vitamini. Hemijski sastav RPMI 1640

podloge je slededi (g/L) [122]:

L-Glutamin 0,3
Glicin 0,01
L-Histidin 0,015
Hidroksi-L-prolin 0,02
L-izoleucin 0,05
L-Leucin 0,05
L-Lizin-hidrohlorid 0,04
L-Metionin 0,015
L-Prolin 0,02
L-Fenilalanin 0,015
L-Serin 0,03
L-Treonin 0,02
L-Triptofan 0,005
L-Dinatrijum-tirozinat-dihidrat 0,029
L-Valin 0,02
D-Biotin 0,0002
Holin-hlorid 0,003
Folna kiselina 0,001
Mioinozitol 0,035
Niacinamid 0,001
p-Aminobenzoeva kiselina 0,001
D-Pantotenska kiselina 0,00025
Piridoksin-hidrohlorid 0,001
Riboflavin 0,002
Tiamin-hidrohlorid 0,001
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Vitamin B12 0,000005

D-glukoza 2
Glutation 0,001
HEPES 5,958
Fenol crveno (Na-so) 0,0053

3.2.2. Priprema RPMI 1640 hranljive podloge

Praskasta RPMI 1640 podloga se rastvara u sterilnoj destilovanoj vodi, uz
meSanje na temperaturi 15 — 20 °C. U rastvor je dodato 2g NaHCO3. Tokom pripreme
podloge pH vrednost podloge je podeSavana na 0,1 - 0,2 jedinica ispod Zeljene pH
vrednosti, koja iznosi 6,7 - 7,0. Podesavanje pH je vrSeno rastvorima 1 mol/L HCl i 1
mol/L NaOH. Podloga je sterilisana takozvanom hladnom "sterilizacijom", koris¢enjem
membranskog filtra poroznosti 0,22 mikrona. U podlogu je dodato 10 % fetalnog
govedeg seruma termicCki inaktivisanog tokom 30 minuta na 56 °C. Podloga je
opskrbljena i penicilinom 192 IU/mL i streptomicinom 200 pg/mL, L-glutationom (3
mmol/L), HEPES-om (25 mmol/L) [122].

3.2.3. Sastav hranljive podloge DMEM

DMEM (eng. Dulbecco’s Modified Eagles Medium) je modifikacija BME (eng.
Basal Medium Eagle). Originalna formula je sadrzala 1 g/L. glukoze i koris¢ena je za

kulture misjih embrionalnih ¢elija. Od tada je modifikovana na vise nacina da bi bila

.....

transformisane Celije.

Hemijski sastav DMEM podloge je sledeci (g/L) (123):

Kalcijum-hlorid, anhidrovani 0,20000
Holin-hlorid 0.00400
D-Kalcijum-pantotenat 0.00400
D-Glukoza, anhidrovana 4.50000
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Gvozde(III)-nitratnonahidrat
Folna kiselina

Glicin

HEPES

L-Arginin
L-Cistin-dihidrohlorid
L-Glutamin
L-Histidin-hidrohloridmonohidrat
L-Izoleucin

L-Leucin

L-Lizin-hidrohlorid
L-Metionin

L-Fenilalanin

L-Serin

L-Treonin

L-Triptofan
L-Dinatrijum-tirozindihidrat
L-Valin

Magnezijum-sulfat, anhidrovan
Mio-Inozitol

Niacinamid

Fenol crveno, natrijumova so
Kalijum-hlorid
Piridoksinhidrohlorid
Riboflavin
Natrijum-bikarbonat
Natrijum-hlorid
Dinatrijumhidrogen-fosfatmonohidrat

Tiamin-hidrohlorid

0.00010
0.00400
0.03000
5.95800
0.08400
0.06300
0.58400
0.04200
0.10500
0.10500
0.14600
0.03000
0.06600
0.04200
0.09500
0.01600
0.10400
0.09400
0.09767
0.00720
0.00400
0.01500
0.40000
0.00400
0.00040
3.70000
4.75000
0.12500
0.00400
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3.2.4. Priprema DMEM hranljive podloge

Praskasta DMEM podloga se rastvara u sterilnoj destilovanoj vodi uz meSanje
na temperaturi 15 - 20 °C. Tokom pripreme podloge pH vrednost podloge je
podeSavana na 0,1 - 0,3 jedinice ispod Zeljene pH vrednosti koja iznosi 6,9. PodeSavanje
se obavlja rastvorima 1 mol/L HC1 i 1 mol/L. NaOH. U podlogu je dodato 10 % fetalnog
govedeg seruma termicCki inaktivisanog tokom 30 minuta na 56 °C. Podloga je
sterilisana takozvanom "hladnom sterilizacijom", koris¢enjem membranskog filtra
poroznosti 0,22 mikrona. Podloga je opskrbljena penicilinom 192 IU/mL,
streptomicinom 200 pg/mL, L-glutationom (3 mmol/L) i HEPES-om (25 mmol/L)
[123].

3.2.5. Postupak odrZavanja kulture éelija

Kultura ¢elija se odrzava kao monosloj u za nju odgovarajucoj hranljivoj
podlozi. Kultura ¢elija se gaji u inkubatoru na temperaturi 37 °C u atmosferi vazduha sa
5 % COp,, zasi¢enog vodenom parom. Za gajenje Celija koriS¢eni su polietilenski sudovi,
zapremine od 50 - 450 mL, odnosno povriine dna 25 - 225 cm®. Odrzavanje Celija u
monosloju postignuto je presejavanjem celija u svezu podlogu tj. "pasaziranjem", svakih
4-5 dana.

Pasaziranje Ccelija je obavljano u sterilnoj komori, uz kori$¢enje sterilnih
laboratorijskih sudova i noSenje zastitne laboratorijske opreme. Pasaziranje se vrsi kada
¢elije potpuno prekriju dno suda, ili kada se istroSe nutrijenti podloge, na Sta ukazuje

indikator promene pH podloge [124].

3.2.6. Postupak pasaziranja kultura éelija

Kada je dno suda potpuno prekriveno monoslojem c¢elija, ili kada su nutritivne
materije iz podloge potpuno potroSene, na Sta moZe da nam ukaze boja podloge,
podloga se odlije iz falkona. Dno falkona na kome su zalepljene ¢elije (V=50 mL) je

isprano sa 3 mL 0,25 % rastvora tripsina zagrejanog do 37 °C u vodenom kupatilu.
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Zatim se nalije 5 mL 0,25 % rastvora tripsina i inkubira na 37 °C, 1 - 5 min. Promena
morfologije ¢elija je pracena pod svetlosnim mikroskopom, na uveli¢anju 20/0.40. Kada
su Celije poCele da se zaokrugljuju, sadrzaj iz bocice je Spricem prenesen u epruvetu u
kojoj se ve¢ nalazi 2 mL hranljive podloge. Antitripsin prisutan u podlozi neutralise
dalje dejstvo tripsina na prenete celije. Celije stoje jo§ 3-5 min u termostatu na 37 °C
dok se sve ne zaokrugle, nakon ¢ega se odlepe sa dna suda mlazom podloge zagrejane
na 37 °C i resuspenduju se u toj podlozi pomocu Sprica. Jedna zapremina suspenzije
Celija je vracena u sud za gajenje Celija, dopunjena sveZom podlogom do zapremine
V=15 ml i sud je vracen u inkubator na 37 °C. Preostala suspenzija Celija je koriS¢ena za

eksperimente in vitro [124].
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3.3. POSTUPAK ISPITIVANJA ANTIPROLIFERATIVNOG
POTENCIJALA KOMPLEKSA RUTENIJUMA(II) MTT TESTOM

Antiproliferativni potencijal ispitivanih kompleksa rutenijuma(ll) utvrden je
kolorimetrijski MTT testom na HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453, FemX, B16,
LS-174, EA.hy 926 i MS1 ¢elijama, kao i MRC-5 ¢elijama [126].

Tabela 3.3.1 Ispitivani kompleksi

1 [(n°-p-cimen)Ru(L1)Cl,]
2 [(n°-p-cimen)Ru(L2) Cl,]
3 [(n°-p-cimen)Ru(L3) Cl;]
4 [(n°-p-cimen)Ru(HL4)Cl,]
5 [(n°-p-cimen)Ru(HL5)Cl,]
6 [(n°-p-cimen) Ru(HL6)Cl]
7 [(n°-p-cimen)Ru(HL7)Cl]
8 [(n°-p-cimen)Ru(HL8)Cl]
9 [ (n°-p-cimen)Ru(HL9) Cl]
10* [(n°-p-cimen)RuCly],
11 [(n°-p-cimen)RuCl1(L11)]

* polazni kompleks kori$éen za sinteze ostalih kompleksa

** Ll= 3-acetilpiridin, L2= 4-acetilpiridin, L3= 2-amino-5-hloropiridin, HL4=
izonikotinska kiselina, HL5= nikotinska kiselina, H;L.6= 2,3-piridindikarboksilna
kiselina, H,L7= 2,4-piridindikarboksilna kiselina, H;L8= 2,5-piridindikarboksilna
kiselina, H,L.9= 2,6- piridindikarboksilna kiselina, HL11= pikolinska kiselina
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3.3.1.Postupak odredivanja viabilnosti ¢elija

Viabilnost se definiSe kao broj zivih celija u ukupno 100 izabranih celija.
Viabilnost ¢elija u ovom radu je odredena metodom bojenja sa tripan-plavim (eng.
tripan blue) i zasniva se na osobini zZivih ¢elija da izbacuju boju tripan-plavo i ostaju

bezbojne, dok mrtve celije akumuliraju boju i postaju plavo obojene [126].

Rastvori:
1. Rastvor 1: 0,2 % rastvor boje tripan-plavo u destilovanoj vodi
2. Rastvor 2: rastvor 1 razblazen 5x u 4,5 % rastvoru NaCl (0,04 % rastvor boje

tripan plavo)

U 50 uL suspenzije ¢elija u hranljivoj podlozi, dodato je 450 uL rastvora boje
tripan-plavo (Rastvor 2), tako da je finalna koncentracija boje 0,004 %. Obojena
suspenzija Celija je dobro promesana na vorteksu i 50 uL. ove suspenzije je preneseno
automatskom pipetom na komoru za bojenje (Neubauer).

Prose¢an broj zivih ¢elija po polju komore, odreden je brojanjem celija pod
mikroskopom na uveli¢anju 20/0,4. Svako polje na komori za brojanje zauzima
zapreminu od 10 mL Broj ¢elija podetne suspenzije ¢elija u hranljivoj podlozi je
dobijen po formuli:

N=NsxRx10*
Ns=prosecan broj ¢elija po polju komore

R=faktor razblaZenja ¢elija u rastvoru za bojenje (u ovom slu¢aju iznosi 10).
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3.3.2. Postupak odredivanja prezivljavanja ¢elija MTT testom

MTT test je kolorimetrijski test kojim se odreduje sposobnost zivih Celija da
konvertuju tetrazolijum so (3-(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid
(MTT), zute boje, u formazanski precipitat, tamno crvene boje [125]. MTT u celiji
zapravo preuzima ulogu koenzima, tj. elektron akceptora u oksidoredukcionim
reakcijama koje katalizuje enzim (na putu razgradnje glukoze) ciklusa glikolize
sukcinat-dehidrogenaza. Tako se reakcija redukcije MTT-a odvija samo u metabolicki
aktivnim celijama. Nastali formazan apsorbuje u vidljivom delu spektra sa

maksimumom apsorpcije oko 570 nm.

3.3.2.1. Konstrukcija kalibracione krive za MTT

Polazeé¢i od suspenzije Celija (za svaku ispitivanu ¢elijsku liniju) u hranljivoj
podlozi (10%/mL), formirana je serija razblazenja ove suspenzije, tako da broj ¢elija/ml
bude redom:12500, 25000, 50000, 100000, 200000, 400000. U sredi$nje bunarcice
plasti¢ne ploce (cell culture plate, NUNC) sa 96 bunar¢i¢a sa ravnim dnom, zasejano je
100 pL pripremljenog razblazenja. U preostale bunarcice ploce sipana je samo hranljiva
podloga po 100 uL, kao slepa proba.

Na ovaj nacin zasejane su dve ploce i ostavljene u inkubatoru na 37 °C, u
atmosferi vazduha zasi¢enog parom, sa 5 % CO;. U jednu plocu je nakon 4 h sipano u
svaki bunar¢i¢ po 20 uL. MTT rastvora (5 mg MTT/mL u fizioloskom rastvoru). Nakon
4 h inkubacije dodato je 100 uL rastvora (10 % SDS). Nakon 24 h izmerena je
apsorbanca na 570 nm na ELISA ¢itacu. Na drugu ploc¢u je nakon 20 h inkubacije
sipano u svaki bunar¢i¢ po 20 uL MTT rastvora (5 mg MTT/mL u fizioloskom
rastvoru). Nakon 4 h inkubacije dodato je 100 uL rastvora 10 % SDS-a. Nakon 24 h
izmerena je apsorbanca na 570 nm na ELISA ¢ita¢u. Na osnovu dobijenih apsorbanci

formiran je grafik zavisnosti apsorpcije MTT reagensa u funkciji broja ¢elija, za vreme

inkubacije ¢elija t= 0 h (Tp) i t= 20 h (T).
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3.3.2.2. Postupak odredivanja prezivljavanja ¢elija MTT testom

U sredisnje bunar¢ice plasti¢ne plocée (cell culture plate, NUNC) sa 96 bunar¢ica
sa ravnim dnom, zasejano je HeLa (2000c/w), B16 (2000c/w), FemX (2000c/w), LS-
174(7000c/w), MDA-MB-361(7000c/w), MDA-MB-453 (1500c/w), EA.hy 926
(4000c/w) and MS1 (7000c/w) u 100 pL hranljive podloge. Sve je radeno u triplikatu,
tj. na tri sudica celija ostavljena su tri sudi¢a u koje je sipana samo hranljiva podloga
(slepa proba). Celije su gajene 24 h u inkubatoru na 37 °C, u atmosferi vazduha
zasi¢enog parom, sa 5 % COa.

Neposredno pre dodatka pojedina¢nog kompleksa za svaki ispitivani kompleks
napravljeni su 30 mmol/Lstokovi u DMSO-u. Merenja su vrSena na analitickoj vagi sa
tacno$¢u merenja na 4 decimale. Za svaki kompleks je polazeé¢i od Stoka ispitivanog
kompleksa, formirana serija razblaZzenja u odgovarajucoj hranljivoj podlozi. 24 h nakon
zasejavanja Celija u bunarcice, poSto su se celija zalepile za dno suda, u bunarcice sa
¢elijama, kao i u bunar¢i¢e samo sa podlogom (slepa proba), sipano je u triplikatu 50 pL
svakog razblaZenja ispitivanog kompleksa. Razblazenja kompleksa u odgovarajucoj
podlozi su formirana tako da finalne koncentracije komplesa u bunarc¢i¢u plo¢e budu
redom: 18.75; 37.5; 75; 150; 300 pmol/L.

Celije se zatim inkubiraju sa ispitivanim agensima u inkubatoru sa 5% CO, na
37 °C, tokom 48 h. Nakon inkubacije 20 puL MTT rastvora (5 mg MTT/mL u
fizioloskom rastvoru) je dodato u svaki bunar¢i¢. Nakon 4 h dodato je 100 UL rastvora
10 % SDS-a.

Nakon 24 h o¢itana je apsorbanca na 570 nm.
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3.3.2.3. Obrada podataka

Izra¢unavanja parametara koji karakteriSu intenzitet citotoksi¢nog, odnosno
citostati¢kog dejstva ispitivanog agensa uradena su prema A. Monks et al. [127].

Sa kalibracione krive za MTT je odredeno u kom opsegu broja ¢elija postoji
linearna zavisnost apsorbance na 570 nm od broja zasejanih ¢elija po bunar¢i¢u. Kasniji
eksperimenti su radeni u tom opsegu broja ¢elija.

Nakon inkubacije i gajenja Celija sa razli¢itim koncentracijama ispitivanog
agensa i nakon tretmana bojom MTT i rastvaranjem formazana, odredena je
apsorbancija uzoraka. Ako je Ak srednja vrednost apsorbancija uzoraka celija gajenih u
hranljivoj podlozi, A srednja vrednost apsorbancija uzoraka ¢elija gajenih u prisustvu
razli¢itih koncentracija ispitivanog agensa i ako se kao probe koriste absorbance
hranljivog medijuma bez ¢elija, sa odgovaraju¢im koncentracijama ispitivanog agensa,
tada je:

Prezivljavanje ¢elija(%)= A/Ak x100

Konstruisan je dijagram prezivljavanja celija (%)= f (koncentracija agensa) i iz

navedene krive dobijen je podatak o koncentraciji agensa koji izaziva smanjenje

prezivljavanja ¢elija za 50 %, ICs.
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3.4. Analiza promena distribucije ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa
pod dejstvom ispitivanih kompleksa metodom na proto¢nom citometru

Analiza celijskog ciklusa Hela celija nakon inkubacije ¢elija sa ispitivanim
kompleksima, vrsena je na proto¢nom citometru (Becton Dickinson, CA, SAD) nakon
bojenja tretiranih celija sa propidijum-jodidom [128,129]. Metoda se zasniva na
odredivanju sadrzaja DNK po ¢eliji, a koji je u funkciji faze celijskog ciklusa u kome se

¢elija nalazi.
Rastvori:

1. Rastvor RNaze A (1 mg/mL)
2. Rastvor propidijum-jodida (400 pg/mL)

HelLa i EAhy 926 éelije u eksponencijalnoj fazi rasta, u gustini od 2x10°
Celija/Petri 3olji (dimenzija 60x15 mm, NUNC) izlozene su dejstvu ispitivanih
kompleksa rastvorenih u odgovaraju¢oj podlozi, u koncentraciji 300 pmol/L (1, 3, 6, 7),
82 pmol/L tj. ICso (11). Celije su inkubirane sa ispitivanim kompleksima 24 h.

Nakon inkubacije sa ispitivanim kompleksima celije su isprane u fosfatnom
puferu, pH 7,2 (PBS), dva puta nakon ¢ega su resuspendovane u 200 ul PBS-a. U
suspenziju je dodato 2 mL ledenog 70 % etanola, uz blago vorteksiranje. Celije su
inkubirane u etanolu na ledu, minimalno 30 min. Nakon fiksacije u etanolu, celije su
talozene centrifugiranjem na 2000 rpm/10 min. Supernatant je odliven a talog
resuspendovan u 800 pL PBS-a. Suspenzija je inkubirana sa 100 uL rastvora RNazeA
koncentracije 1 mg/mL, na 37 °C, 30 min.

Nakon tretmana RNa-zom, uzorcima je dodato 100 pL rastvora PI (400 pug/mL)
i celije su odmah analizirane na proto¢nom citometru. Analiza sadrzaja DNK i
Celijskog ciklusa je vrsena na FASC (eng. Fluorescence Activated Sorting Cells)
Calibur Becton Dickinson proto¢nom citometru, koris¢enjem lasera argona sa A
ekscitacije na 488 nm. DNK histogram je analiziran koris¢enjem kompjuterskog

softvera Cell Quest Pro.
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3.5. Analiza apoptoze bojenjem sa aneksin V-FITC-om i propidijum
jodidom na proto¢nom citometru

Apoptoza je forma programirane Celijske smrti koju karakteriSu razne
morfoloske promene, uklju¢uju¢i promene u celijskoj membrani kao Sto je gubitak
asimetrije membrane, skupljanje Celije, kondenzacija hromatina i internukleozomalno
seCenje DNK. Promene na plazma membrani su jedne od ranih promena na celijama
koje podlezu apoptozi. Jedna od prvih karakteristika je translokacija membranskog
fosfolipida fosfatidil-serina (eng. Phosphatidyl Serine-PS), sa unutra$nje strane
membrane na spoljasnju. Aneksin-V je 35-36 kDa Ca’*-zavisan fosfolipid-vezujuéi
protein koji ima visoki afinitet za PS. Aneksin-V moze biti vezan za fluorohrome kao
$to je fluorescein-izotiocijanat (eng. Fluorescein Isothiocyanate-FITC). U toj formi
aneksin V-FITC moze posluziti za analizu apoptoze na proto¢nom citometru.

Aneksin V-FITC se koristi u testu u kombinaciji sa propidijum-jodidom (PI) koji
boji samo nezive Celije. S obzirom na to da se tokom ovog eseja ispituju celije koje nisu
prethodno fiksirane, PI ¢e obeleziti samo one kojima je oSteCena membrana, a to su
¢elije u ranoj nekrozi i kasnim fazama apoptoze.

Ovakvo dvokolorno bojenje omogucava razlikovanje :
zivih Celija (ne vezuju ni aneksin V-FITC ni PI)
¢elija u ranoj fazi apoptoze (boje se aneksin V-FITC-om ali ne i PI)

¢elije u kasnim fazama apoptoze i u nekrozi (boje se i aneksin V-FITC-om i PI)

- W o=

mrtve éelije (boje se samo PI)

Ovaj test ne razlikuje Celije koje su podlegle apoptozi od ¢elija koje su ve¢ umrle

putem nekroze jer ¢e se oba tipa Celija bojiti sa obe boje.

Apoptoza Hela celija tretiranih sa ispitivanim kompleksima i cisplatinom kao
referentnim jedinjenjem odredena je koris¢enjem aneksin V-FITC apoptotskog kita (BD
Biosciences Cat. No. 65874x, Pharmingen San Diego, CA, USA).

Celije tretirane sa ispitivanim kompleksom 11 u tri koncentracije i cisplatinom u
dve koncentracije i nakon inkubacije od 48 h su fiksirane, obojene aneksin V-FITC-om i

Pl i analizirane na proto¢nom citometru.
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Reagensi:

1. Aneksin V-FITC ( puferisan u 50 mmol/L Tris-u pH 8,0 sa 80 mmol/L NaCl, 0,2
% BSA, 1 mmol/L EDTA i 0,09 % NaNjs)
2. Rastvor propidijum-jodida (rastvor propidijum-jodida za bojenje u PBS-u pH

7,4)

3. Pufer za vezivanje aneksina, (10 mmol/L Hepes/NaOH (pH 7,4), 140 mmol/L
NaCl, 2,5 mmol/L CaCl,)
4. Fosfatni pufer (PBS), pH 7,2 (Torlak, Beograd)

1x10° HeLa Celija/mL je tretirano sa 0,5xICsp, I1Cs50 i 1,5%ICs0 koncentracijama

kompleksa 11 i 0,5xICs i ICs9 koncentracijama cisplatine ( videti Tabelu 4.1) 48 h.

Nakon isteka vremena inkubacije celije se pripremaju za analizu na proto¢nom

citometru:

. Celije se isperu dva puta sa hladnim PBS-om

. Isprane celije se resuspenduju u puferu za vezivanje aneksina tako da

koncentracija éelija bude 1x10° éelija/mL.

. Prebaci se 100 pL rastvora (koji sadrzi oko 1x10° ¢elija) u epruvetu za

proto¢ni citometar (zapremine 5 mL)

. Zatim se doda 2,5 pL aneksin V-FITC-ai 2,5 pL PL

. Celije se blago vorteksiraju i inkubiraju 15 min na sobnoj temperaturi

(25 °C) u mraku.

. Nakon inkubacije u svaku epruvetu se dodaje 400 pL pufera za vezivanje

aneksina nakon blagog vorteksiranja pripremljeni rastvor se analizira
koris¢enjem FASC Calibur Becton Dickinson proto¢nog citometra i Cell

Quest Pro kompjuterskog softvera u toku narednog sata.
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3.6. Analiza unutarcelijske distribucije Ru(II) (u proteinskoj vs DNK
frakciji) metodom ICP-OES

Nivo rutenijuma(Il) u proteinskoj tj. DNK frakciji HeLa celija nakon tretmana sa
ispitivanim kompleksima je odreden koriste¢i ICP-OES (eng. Inductively Coupled
Plasma-Optical Emission Spectrometry). DNK i proteini su izolovani koriste¢i TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich Co.) prema proceduri proizvodaca i koncentracije su
odredene spektrofotometrijski merenjem apsorbance na 260 i 280 nm respektivno
(eppendorf BioPhotometer 6131). Nivo rutenijuma je odreden u izolovanim DNK i
proteinskim frakcijama, nakon Sto su uzorci pripremljeni za ICP-OES prema
standardnoj proceduri, koriste¢i Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher
Scientific, Cambridge, UK).

3.6.1. Priprema uzorka

6x10° ¢elija/75 cm® posude za gajenje ¢elija (NUNC) su tretirane sa ispitivanim
kompleksima (100 pmol/L koncentracije) 24 h. Nakon tretmana Celije su isprane sa
ledeno hladnim PBS-om i sakupljene guljenjem. Nakon centrifugiranja na 2000 rpm, 10

minuta na 4 °C talog ¢elija je zamrznut na -70 °C.

3.6.2. Razdvajanje faza

DNK i proteini su izolovani koriste¢i TRI Reagent® (Sigma-Aldrich Co.) prema
proceduri proizvodata. Na 5-10x10° ¢elija dodali smo 1mL Tri reagenta i lizirali ih
mehanicki pipetiranjem. Uzorke smo ostavili 5 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim
smo dodali po 0.2 mL hloroforma na 1 mL pocetnog reagenta. Ependorfica se zatvori i
izmi¢ka nekoliko puta. Nakon stajanja 7 minuta na sobnoj temperaturi uzorci su
centrifugirani 15 minuta na 11000 rpm na 4 °C. Centrifugiranjem se dobijaju tri faze:
donja- organska u kojoj se nalaze proteini, interfaza- u kojoj je DNK i gornja-vodena

faza u kojoj je RNK.
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3.6.3. Izolovanje RNK

Prebacili smo vodenu fazu u novu ependorficu i dodali 0.5 ml izopropanola (na
1 mL pocetnog TRI reagenta) i izmuckali. Ostavili smo uzorke 5-10 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon centrifugiranja 10 minuta na 11000 rpm osusili smo talog RNK na
vazduhu. Nakon susenja od 30 minuta talog je rastvoren u 50 pL ampulirane vode i
¢uvan u zamrzivacu na -80 °C. Talog RNK je sa¢uvan za RT-PCR analizu mRNK nivoa

ERCCI1.

3.6.4. Izolovanje DNK

Na interfazu u kojoj je DNK dodali smo 0.3 mL 100 % etanola, promuckali i
ostavili 2 - 3 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su centrifugirani na 4500 rpm 5
minuta na 2 - 8 “C. Supernatant sa¢uvan za izolovanje proteina na 2 - 8 “C u frizideru.
DNK pelet resuspendovan u 75 % etanolu i ostavljen da stoji 20 - 30 minuta na sobnoj

temperaturi.

3.6.5. Izolovanje proteina

Proteine su precipitirani iz fenol-etanolnog supernatanta (izolovanje DNK) sa
1,5 mL izopropanola. Uzorci su stajali 10 minuta na sobnoj temperaturi. Centrifugirani
suna 11000 rpm 10 minuta na 2 - 8 “C. Talog proteina smo rastvorili u 1 % SDS-u.

Koncentracije DNK i proteina su odredene spektrofotometrijski merenjem
apsorbance na 260 i 280 nm, respektivno (Eppendorf BioPhotometer 6131).

Nivo rutenijuma je odreden u izolovanim DNK i proteinskim frakcijama, nakon
Sto su uzorci pripremljeni za ICP-OES prema standardnoj proceduri, koriste¢i Thermo

Scientific iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, UK).
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3.7. Analiza uticaja ispitivanih kompleksa na invazivni i metastatski
potencijal tumorskih ¢elija in vitro

3.7.1. Zelatinska zimografija

Zelatinska zimografija je jednostavna i visoko osetljiva metoda, koja omogucava
relativno  specificnu  detekciju  matriksnih  metaloproteinaza, tacnije jedne
grupe-zelatinaza (MMP-9 i MMP-2), i njihov status aktivnosti u bioloskim uzorcima.

Metoda se zasniva na sposobnosti ovih enzima da razlazu zelatin. Uzorci koji
sadrze MMP su podvrgnuti razdvajanju proteina  natrijum-dodecil-sulfat-
poliakrilamidnom-gel-elektroforezom (SDS-PAGE, eng. Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) u gelu koji sadrzi ko-polimerizovan supstrat za
proteaze kao $to je zelatin (0,1 %). Nakon razdvajanja u gelu proteaze se renaturisu i
hidrolizuju supstrat u gelu. Prisustvo i relativna aktivhost MMP u uzorku se tako
odreduje usled smanjenja bojenja sa komazi plavim (eng. Coomassie Brilliant Blue-

CBB) razloZenog zZelatina na mestima aktivnosti MMP [130,131].

Rastvori:
1. Zelatin (1 mg/mL)
2. Akrilamid/bisakrilamid (30 %T/2,67 %C)
3. Akrilamidni gel za razdvajanje (10 %)

Akrilamid/bisakrilamid ............ccccoverieiiieieieieneeenens 3,3 mL
1,875 mol/L Tris-HCI (pH 8,8)....ccovvveiieiieiiiieiinen 2 mL
10 90 SDS...ooeiieeeeeeeeee s 0,1 mL
Zelatin (1 M@/ML).......co.coovereeeeeeeeeeeeeee e, 1 mL
TEMED (N,N,N,N-tetrametil-etilendiamin).................... 50 uL

Dopuniti do 10 mL destilovanom vodom i dodati 200 uL. 10 % APS-a
(amonijum- persulfata)

4. Akrilamid gel za koncentrovanje (4 %)
Akrilamid/bisakrilamid............cccceoerinneeiinnneieen 1,5 mL
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1,25 mol/L Tris-HCL, pH 6,8......ccoeviiiiiiieieee
1O 90 SDS...ceeeeeeeeeeee e

Dopuniti do 10 mL sa destilovanom vodom i dodati 200 uL. 10 % APS-a

(amonijum-persulfata)

. Pufer za uzorak (PUZ)

0.125 mol/L Tris-HCI1, pH 6,8
20 % glicerol
2 % SDS

1 % Brom-fenol plavo

. Renaturisu¢i pufer

25 % Triton X-100

. Pufer za razvijanje:

50 mmol/L Tris-baza
50 mmol/L Tris-HCl
0,2 mol/L NaCl

5 mmol/L CaCl,
0,05 % NaN3

. Pufer za bojenje:

Coomassie Brilliant Blue G-250
Metanol
Siréetna kiselina

Destilovana voda

Odnos Metanol:Siréetna kiselina: destilovana voda= 2,5:1:6,5

. Obezbojivac:
e 4 9% Metanol
e 8% Siréetna kiselina
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Kolagenoliti¢ka aktivnost netretiranih i tretiranih HeL.a, EA.hy926 i FemX ¢elija
je analizirana i identifikovana Zelatin zimografijom na 10 % natrijum-dodecil-sulfat-
poliakrilamidnom gelu sa 0,1 % Zelatina.

2x10° Celija/uzorku su tretirane sa $tok rastvorom 1, 3, 6, 7, 11 i CDDP (u
slu¢aju HeLa i EA.hy 926 ¢elija; jedino u slicaju FemX ¢elija samo sa kompleksom 11
u vise koncentracija) da bi se postigla finalna koncentracija od 100 pmol/L. Celije su
tretirane sa ispitivanim kompleksima 24 h u medijumu bez FCS-a, kontrola su bile
netretirane Celije. Uzorci supernatanta (medijuma u koji su ¢elije ispustile matriksne
metaloproteinaze) su pomeSani sa Puferom za nalivanje (za uzorak) i podvrgnuti
elekrtoforezi (20 pL po bunar¢i¢u). Posle elektroforeze na 125 V gelovi su isprani 3x20
min. u renaturiSu¢em puferu, a zatim inkubirani 48 h na 37 °C u pufer za razvijanje
(pufer za razvijanje traka enzimske aktivnosti). Nakon inkubacije gelovi su bojeni sa
0,05 % Coomassie Brilliant Blue G-250 bojom u smesi metanola:siréetne kiseline:vode
(2,5:1:6,5) i obezbojeni u 4 % metanolu sa 8 % siréetne kiseline. Za bolju senzitivnost
gelovi su dalje obezbojeni u rastvoru 1 % Triton X-100 (1 -2 h). Sposobnost matriksnih
metaloproteinaza da razloZe Zelatin je vizualizovana kao svetle trake nasuprot tamne

pozadine gela obojenog sa bojom.
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3.7.2. Uticaj ispitivanih kompleksa na invazivnost tumorskih ¢elija analizom u
invazivnim komorama presvuc¢enim matrigelom

Invazivnost tumorskih ¢elija je znacajan rani korak u procesu metastaziranja
tumora. Ovaj proces podrazumeva seriju dogadaja. Tumorska ¢elija mora da se oslobodi
adherencije za primarnu tumorsku masu, da razloZi barijere vancelijskog matriksa
(ECM), lizira proteine matriksa i migrira. In vitro prou¢avanje invazivnosti, kao $to je
skrining anti-metastatskih lekova, postignuto je koriS¢enjem raznih formi testa u
modifikovanim Bojdenovim komorama [132]. Potencijal ispitivanih rutenijum(Il)-p-
cimenskih kompleksa (1, 3, 6, 7, 11) da inhibiraju invazivnost HeLa ¢elija ispitivan je
testom u invazivnoj komori koja se sastoji od ploce sa 24 bunarci¢a za celijske kulture,
sa 12 inserata (BD BioCoat Matrigel™ Invasion Chambers, BD Biosciences) prema
proceduri proizvodaa. Dno inserta predstavlja PET membrana (polietilen terftalat
membrana) sa 8-um veli¢éinom pora. Membrana je sa unutra3nje strane inserta
presvucena sa tankim slojem Matrigela. Matrigel je smesa proteina bazalne membrane
vancelijskog matriksa, primarno lamina i kolagena IV dobijena iz Englebreth-Holm-
Swarm misijeg tumora (EHS). Invazivne Celije su sposobne da razloze ECM i migriraju
na donju stranu membrane gde ostaju zakacene. Celije se zatim otkade sa membrane i
fluorescentno obelezavaju sa Kalcein-AM (Sigma) i kvantifikuju fluorimetrijski.
Kalcein-AM je acetometoksi derivat kalceina, fluorescentne boje, koji se koristi u
biologiji za testiranje prezivljavanja celija. Kalcein-AM je forma boje koja ne
fluorescira ali nakon transporta kroz ¢elijsku membranu u Zivim ¢elijama unutarcelijske

esteraze uklanjaju acetometoksi grupu i molekul fluorescira zeleno.

Rastvori:

Rastvor za odlepljivanje i bojenje ¢elija:
e (.05 % Tripsin
e 0.02% EDTA
e 5 pumol/L Kalcein-AM

HeLa éelije (2x10° éelija/bunargi¢u) su zasadene u plasti¢noj plogi sa Sest bunarcica

(6-well plate, NUNC) u medijumu. Nakon 24 h {elije su tretirane sa ispitivanim
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kompleksima rutenijuma 1, 3, 6, 7 (100 pmol/L) i 11 (0.5xICsp) 24 h. Kontrola su bile
Celije samo u medijumu. Nakon tretmana celije su ostavljene 4 h u medijumu bez
seruma RPMI 1640 sa 0.2 % BSA. Nakon gladovanja Cdelije su pokupljene
tripsinizacijom i resuspendovane u medijumu bez seruma sa 0.2 % BSA. U inserte
prekrivene  matrigelom (sa 8 pm  veli¢inom  pora) zasadeno je
4x10"¢elija/0.5mL/bunar¢iéu. RPMI 1640 medijum sa 10 % FCS smo dodali u donji
deo u plo¢i kao hemoatraktant. Nakon inkubacije, na 37 °C, u atmosferi 5 % CO; 48 h,
éelije koje nisu prosle kroz matrigel i membranu uklonjene su guljenjem. Celije koje su
prosle i ostale zakaCene sa donje strane membrane su skinute i obojene sa puferom za
odlepljivanje éelija Tripsin/EDTA (0.05%/0.02%) u PBS-u sa 5 pmol/L. Kalcein-AM.
200 pL Tripsin/EDTA rastvora koji sadrzi odlepljene celije je prebageno iz svakog
bunar&iéa u plo¢u sa 96 bunaré¢i¢a u duplikatu. Celije su kvantifikovane sa fluorimetrom
(Fluoroskan Ascent FL, Thermo Electron Corporation) pri ¢emu je talasna duzina

ekscitacije bila 485 nm i emisije 520 nm. Eksperiment je ponovljen dva puta.
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3.7.3. Analiza uticaja ispitivanih kompleksa na migraciju tumorskih ¢elija in vitro
(“Scratch assay”)

Aktivno kretanje tumorskih ¢elija, u kombinaciji sa proteolizom, je nophodno za
prolazak kroz bazalnu membranu i intestinalnu stromu tokom invazivnosti karcinoma.
Tumorske Celije takode pokazuju usmereno kretanje tokom ulaska u i izlaska iz krvnog
suda.

In vitro “scratch” test je jednostavan, ekonomican, dobro razvijen metod za
merenje migracije Celija [133]. Test podrazumeva stvaranje “scratch” (ogrebotine ili
proreza) u monosloju ¢elija, zatim fotografisanje na pocetku i u regularim intervalima
tokom migracije Celija do zatvaranja proreza i na kraju poredenje fotografija. Jedna od
glavnih prednosti ovog jednostavnog metoda je da imitira do izvesnog nivoa migraciju
¢elija in vivo.

In vitro “scratch” esej nam je posluzio za ispitivanje potencijala rutenijumskih

kompleksa da inhibiraju migraciju HeLa ¢elija.

4x10° HeLa ¢elija je zasadeno po bunarci¢u u plasti¢noj ploci za Celijske kulture
sa 6 bunarcica i gajeno u RPMI 1640 medijumu sa 10 % FCS-a u inkubatoru za Celijske
kulture u atmosferi sa 5 % CO,. U centru monosloja ¢elija napravljen je prorez sa
sterilnim nastavkom za pipete (p200) kako bismo dobili jaz konstantne irine. Celije
koje su se odlepile guljenjem su blago isprane sa PBS-om. Pocetne slike proreza su
napravljene sa Olimpus digitalnim fotoaparatom povezanim sa invertnim mikroskopom
(Carl Zeiss, Jena, Germany, objective 6.3/0.20) i ¢elije su dalje inkubirane 24 hi 48 hu
svezem medijumu za kontrolu tj. sa ispitivanim kompleksima u Zeljeni koncentracijama
1, 3,6, 7 (100 pmol/L) i 11 (0,5xICsp). Napravljene su fotografije nakon 24 i 48 sati
kako bi kvalitativno odredili uticaj ispitivanih kompleksa na migraciju HelLa celija.
Fotografije inicijalnog proreza na monosloju ¢elija su uporedene sa odgovaraju¢im

fotografijama tretiranih celija.
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3.7.4. Analiza uticaja ispitivanih kompleksa na adheziju tumorskih éelija

Migracija Celija zavisi od delikatne ravnoteze izmedu adhezije ¢elija i njihove
sposobnosti otkacinjanja. Poznato je da tumorska ¢elija tokom metastaziranja prvo mora
da se otkaci od primarnog tumora, zatim da se zakaci za bazalnu membranu, da je
razlozi, prode i opet se zakaci na neko novo mesto.

Postoje podaci koji ukazuju da tumorske celije koje imaju vecu sposobnost
adhezije za substrat ili druge celije su manje pokretne i sa manjim potencijalom
stvaranja novih tumora [112].

Uticaj ispitivanih rutenijumskih kompleksa na adheziju HeLa ¢elija za plastiku
kao substrat (neprekrivena povrSina plejta) je utvrden kao rezistencija na tretman

tripsinom, koja je dobra mera ja¢ine adhezije [134].

HeLa ¢elije su zasadene u gustini od 3x10* ¢elija/mL, u 0.2 mL/bunar&icu u
plo¢i sa 96 bunar¢ica (NUNC) i inkubirane na 37 °C. Celije su nakon 48 h tretirane sa
ispitivanim kompleksima pri koncentraciji od 100 pmol/L, 90 minuta. Ukratko, 30 pL
(0.05 %, w/v) rastvora tripsina po bunar¢i¢u je koris¢eno za odlepljivanje Celija na 37
°C 30 minuta. Celije koje su ostale zalepljene su fiksirane sa 200 pL 10 % (w/v) ledene
trihlor sir¢etne kiseline (TCA) na 4 °C 1 h. Broj adherentnih ¢elija je odreden bojenjem
sa sulforodaminom B (SRB; Sigma) [135], i absorbanca je ¢itana na ELISA ¢itacu
(ThermoLabsystems Multiskan EX 200-240V) na 570 nm. Svaki eksperiment je

izveden u triplikatu.
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3.7.5. Uticaj ispitivanih kompleksa Ru(II) na angiogenezu in vitro (“Tube
formation assay”)

Angiogeneza ukljucuje proliferaciju endotelijalnih ¢elija, migraciju i formiranje
novih krvnih sudova. Uticaj ispitivanih kompleksa na angiogenezu in vitro je analiziran

MSI ¢elije kada se zasade na gel koji sadrzi proteine bazalne membrane, pocinju
da se reorganizuju, izduZuju se stvarajuci produZetke kojima formiraju kontakte Celija-
Celija i strukture nalik poligonu (nalik tubulama, krvnim sudovima) [136]. U
navedenom eksperimentu MS1 endotelijalne celije su tretirane sa sub-toksi¢nom
koncentracijom ispitivanih kompleksa kako bi odredili njihov potencijal da smanjuju

sposobnost ovih Celija da se izduZuju i diferenciraju u strukture nalik tubulama.

Reagensi:
Rastvor za 5 mL gela: 1 mL DMEM bez NaHCOj3
0.5 mL FCS
0.5 mL NaHCOj3 (0.26 mol/L)
0.02 mL NaOH (1 mol/L)
0.1 mL H,0O
Kolagen (3.5 mg/mL) (Kolagen izolovan iz miSijeg repa je poklon Instituta za

Medicinska Istrazivanja u Beogradu)

Plejt za Ccelijske kulture sa 24 bunarci¢a je presvucen sa gelom. Gel je
napravljenim na sledeci na¢in: rastvoru koji sadrzi 1 mL DMEM bez NaHCOs3, 0.5 mL
FCS, 0.5 mL NaHCO3(0.26 mol/L), 0.02 mL NaOH (1 mol/L) i 0.1 mL H,0 dodali smo
2 mL kolagena (3.5 mg/mL) neZzno promesali, dodali jos 0.88 mL DMEM dobro
promesali i nalili po 0.5 mL po bunarci¢u. Gel je ostavljen 30 minuta u inkubatoru na
37 °C da oc¢vrsne. MS1 (misije endotelijalne Celije) su zasadene u gustini 1x10° ¢elija
po bunarc¢i¢u u odgovaraju¢em medijumu. 2 h nakon $to su se Celije stabilizovale dodali
smo tretman (za komplekse 1, 3, 6, 7 koncentracija je bila 100 pmol/L, i za kompleks
11 koncentracija je bila 0,5xICsp). Formiranje tubula je posmatrano periodi¢no pod

mikroskopom i uradene su reprezentativne slike nakon inkubacije 24 h sa Olimpus
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digitalnim fotoaparatom povezanim sa invertnim mikroskopom (Carl Zeiss, Jena,

Germany, objective 6.3/0.20).
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3.7.6. Odredivanje efekta kompleksa 11 na ekspresiju MMP-2 mRNK nivoa
koriste¢i kvantitativnhu lan¢anu reakciju polimeraze u realnom vremenu
(”Quantitative Real-Time PCR- RQ-PCR”)

Konstitutivno povecana ekspresija MMP-aza se Cesto uocava kod malignih
tumora. Aktivnost MMP je regulisana na nivou transkripcije, translacije i sekrecije.
MMP su inhibirane od strane specifi¢nih tkivnih inhibitora (TIMP) i helatora metala
[137].

Kod kancera cerviksa uocen je direktan odnos izmedu mRNK nivoa ekspresije
MMP-2 i invazivne sposobnosti ¢elija. Sli¢an odnos kod mMMP-9 nije uocen [137].

Kako bismo utvrdili da li je smanjenje aktivnosti MMP pod dejstvom kompleksa
11 posledica interakcije na proteinskom ili mRNK nivou, ispitali smo nivo ekspresije
mRNK za MMP-2 i MMP-9 nakon tretmana FemX C¢elija 24 h sa subcitotoki¢nim

koncentracijama kompleksa.

3.7.6.1. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

3.7.6.1.1. Izolovanje RNK i sinteza cDNK

RNK je izolovana iz 6x10° FemX (elija, nakon tretmana sa ispitivanim
kompleksom 11 (opseg koncentracija 6,25 - 100 pmol/L) 24 h, koriste¢i TRI Reagent®
(Sigma-Aldrich) prema proceduri proizvodaca koja je navedena u delu 3.6. materijala i
metoda. Ukupna RNK svakog uzorka je kvantifikovana spektrofotometrijski (Eppendorf
BioPhotometer) merenjem absorbance na 260 nm. Odnos Ajg/Azg je koris¢en za
procenu ¢istoce izolovane RNK. Koncentracija RNK je izrazena u pg/pL. Kako bismo
utvrdili kvalitet RNK, uradena je gel elektroforeza (Pharmacia Biotech) na 2 %
agaroznom gelu sa etidijum bromidom. RNK uzorci su mesani sa ksilen cianol bojom
(0.25 % ksilen cijanol u 30 % glicerolu u vodi) i puSteni u 0.5xTBE puferu 50 minuta
na 25 mA. RNK trake su vizuelizovane na UV transiluminatoru (Hoefer). Kako bismo
izveli RT-PCR sa random primers, 2 pg ukupne RNK je upotrebljeno kao templat za
reverznu transkriptazu (MultiScribe™ Reverse Transcriptase) (50 U/uL) pri ¢emu je

koris¢en Kit za reverznu transkripciju cDNA visokog kapaciteta “High-Capacity cDNA
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Reverse Transcription kit“ (Applied Biosystems), prema preporuci proizvodaca.

Reakciona smesa je inkubirana u Mastercycler gradient (Eppendorf).

3.7.6.1.2. RQ-PCR

Analiza nivoa genske ekspresije MMP-2 i GAPDH (endogena kontrola) je
uradena koriste¢i “TaqMan® Gene Expression Assay” (MMP-2 probe, Applied
Biosystem, ID: Hs_01548727_ml, i TagMan® MGB GAPDH probe, Applied
Biosystem, ID: Hs_00355782_m1), na ABI PRISM® 7500 PCR instrumentu (Applied
Biosystems Inc., Foster City, CA). PCR reakcije su pripremljene u duplikatu za svaki
uzorak u optickom plejtu sa 96 bunarci¢a. Svaki bunarci¢ je sadrzao 11 pL. TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 pL. cDNA (100 ng/uL) i 8 uLL H,0.
Kontrola bez templata, u duplikatu takode, je koris¢ena kao PCR negativna kontrola (11
puL TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 9 puL. H,0). PCR
ciklus se sastojao od slede¢ih koraka: aktivacija enzima 50 °C 2 min; inicijalna
denaturacija 95 °C 10 min; 40 ciklusa denaturacije na 95 °C 15 sec, i

annealing/extension at 60 °C 1 min.
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3.8. Odredivanje efekta ispitivanih kompleksa na ekspresiju ERCC1
mRNK nivoa (kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom
vremenu) i proteinskog nivoa (Western blot)

Odgovor celije na oste¢enja DNK zavisi od prirode oStecenja i ukljucuje
kompleksan sistem proteina koji prepoznaju ostecenje DNK i popravljaju isto.

Glavni mehanizmi ukljueni u reparaciju osteCenja DNK indukovanih
cisplatinom su NER i MMR. Kako bismo odredili da li ispitivani kompleksi rutenijuma
indukuju odgovor éelije zavisan od DNK reparacije kao rezultat DNK lezija, ispitivali
smo nivo ekspresije mRNK ERCCI1, i proteinski nivo ekspresije ERCC1 i MSH2, koji
mogu kooperativno biti ukljuceni u odgovor celije na DNK vezujuce antikancerske
agense.

ERCC1 je vazna komponenta NER koji je primarno uklju¢en u reparaciju
platina-DNK adukata, poznato je da njegove funkcije u reparaciji prevazilaze NER i

moZe imati ulogu u odgovoru ¢elije na druge tipove DNK lezija.

3.8.1. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

3.8.1.1. Izolovanje RNK i sinteza cDNK

Izolacija RNK i sinteza cDNK je uradena prema prethodno opisanoj proceduri u

delu 3.7.6.

3.8.1.2. RQ-PCR

Analiza nivoa genske ekspresije ERCC1 i GAPDH (endogena kontrola) je
uradena koriste¢i “TaqgMan® Gene Expression Assay” (ERCCI probe, Applied
Biosystem, ID: Hs_01012155_gl, and TagMan® MGB GAPDH probe, Applied
Biosystem, ID: Hs_00355782_m1), na ABI PRISM® 7500 PCR instrumentu (Applied

Biosystems Inc., Foster City, CA) prema prethodno navedenoj proceduri u delu 3.7.6.
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3.8.2. Western blot

Western blot je metoda koja omogucava identifikaciju specificnim antitelima

proteina, koji su prethodno razdvojeni prema veli¢ini gel elektroforezom. Koristec¢i

western blot identifikovan je nivo dva enzima koji u€estvuju u reparaciji DNK: ERCC1

i MSH2 nakon tremana sa ispitivanim kompleksima kod HeLa ¢elija.

Rastvori:

S Ol e W DN =

. Akrilamid/bisakrilamid (30%7T/2,67%C)

. Pufer za gel za razdvajanje (1.5 mol/L Tris HCI pH 8.8)

. Pufer za gel za koncentrovanje (0.5 mol/L TrisHCI pH 6.8)
. Rastvor detergenta natrijum dodecilsulfat (10 % SDS)

. Inicijator amonijum persulfat (10 % APS)

. Pufer za uzorak (PUZ)

e 0.0625 mol/L Tris-HCI1 pH 6.8

e 2%SDS

e 0.002 % Brom fenol plavo (BFP)
e 5 % B-merkapto etanol (3-ME)

. Pufer za elektroforezu (pH 8.3)

e 0.25 mol/L Tris
e 0.192 mol/L Glicin

e 0.1 % SDS

. Gel za razdvajanje (10%)
o A/B(30%T/2,67%C)....cccccvueunnns 4 mL
e Tris-HCI (1.5 mol/L) pH 8.8......... 2.5 mL
e 10%SDS......ooiiiii 0.1 mL
¢ TEMED..........oeviviiininnn 6.75 pL
o HpO.oooiii 3.4 mL
o APS.. .. 0.1 mL

Ukupno ...10 mL

(Po nalivanju gela preko je naliven pufer. Gel je ostavljen da se stabilizuje 40 min.)
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9. Gel za koncentrovanje (4 %)

A/B (30%T/2,67%C).....c.couevee. 1.3 mL
Tris-HCI (0,5 mol/L) pH 6.8.......... 2.5mL
10% SDS.....oiiiiiiiiiie 0.1 mL
TEMED........coooiiiiiiiii, 10 pL

HoO oo 6.1 mL
APS...o 0.1 mL

Ukupno.....10 mL

(Gel je ostavljen da se stabilizuje 30 min)

10. Pufer za transfer (pH 8,5)

e 25 mmol/L Tris

e 0,2 mol/L glicin

e 20 % MetOH
11. Pufer za blokiranje:

e 5 % mleko

e 0,1 % Tween 20

e TBS
12. 20 mmol/L TBS (pH 7,6) (10X TBS)
o Tris..cooviiiii 24.2¢g
o NaCl....oooooiiiiiii 80g
o HoOdo.ovvvveiiiiiii i, 1000mL

13. Pufer za ispiranje TBS/T

14. Ponceau S

e TBS
e (.1% Tween-20

e 0.1 % Ponceau S
e 19% CH;COOH

15. Obezbojivac Ponceau S (1 % CH3COOH)

16. Pufer za liziranje celija:

e 37 mmol/L Tris-HCI
e 75 mmol/L NaCl
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e 5 % Triton X-100
e koktel inhibitora proteaza (1:10) (Sigma-Aldrich)

HeLa celije su tretirane sa ispitivanim kompleksima rutenijuma: 1, 3, 6, 7, 11 u
koncentraciji od 100 pmol/L i sa CDDP u koncentraciji od 7 pmol/L 24 h. Kontrola su
bile netretirane Celije, odrzavane samo u medijumu. Nakon tretmana celije su isprane sa
PBS-om i ceo ¢elijski lizat je pokupljen u puferu za liziranje. Uzorci su ¢uvani na - 20
°C do dalje analize.

Koncentracija proteina u lizatima je odredena metodom po M. Bradford-u [138].
Celijski lizat u ekvivalentnim koncentracijama proteina je pomesan sa Lemlijevim
puferom i podvrgnut 1 h SDS-PAGE (10% PAA gel) elektroforezi na 120 V. Nakon
elektroforeze uraden je elektrobloting na nitroceluloznu membranu (0.45 pm) (Bio-Rad

Laboratories, Inc.) 1 h na 100 V. Membrana je potom blokirana 1 h sa 5 % mlekom u

1000 razblazenje) (BD Biosciences Pharmingen). Nakon ispiranja membrane sa TBS
puferom tri puta, membrana je inkubirana sa anti-miSijim IgG-peroksidaza
konjugovanim sekundarnim antitelom (1: 2000 razblazenje) (Sigma-Aldrich Co.) 1 h.
Nivo specificnih proteina je detektovan koriste¢i sistem na bazi hemiluminescencije
(eng. enhanced chemiluminescence-ECL) (Amersham Biosciences), pracen

autoradiografijom.
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3.8.3. Odredivanja koncentracije proteina (Bradford-ova metoda)

Metoda se zasniva na vezivanju boje Coomasie Brilliant Blue G-250, pri ¢emu

se maksimum boje pomera sa 465 nm (kada proteini nisu prisutni) na 595 nm

(kompleks protein-boja) [138]. Meri se porast apsorbance na 595 nm. Boja se razvija

nakon 2 minuta i stabilna je u toku 1 sata.

Rastvori:

L.

Koncentrovana boja, Coomasie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) (5X)

CBB G-250......ccccoveennenee. 100 mg
95 %EtOH........cccvevene 50 mL

H3PO4eoovoieeiie 100 mL
Vode do.......ccoeeveveveiennne 200 mL

Boja se rastvori u etanolu, pa se dodaju redom kiselina i voda do finalne zapremine.
Bradford-ov reagens (BR) (1x)

Rastvora 1........cccceceinnnen. 100 mL

Vode do .....covvvveieiinne. 500 mL

Sveze procedeni rastvor je stabilan 2-3 nedelje na sobnoj temperaturi. Prvih
nekoliko ml rastvora se odbaci.

Rastvor govedeg serum albumina (Bovine Serum Albumin-BSA) za standardnu
krivu (1 mg/mL). Napravili smo seriju razblazenja standardnog rastvora BSA

finalnih koncentracija 0,1-1 mg/mL.

Postupak:

- W e

U kivetu za kalibraciju spektrofotometra sipati 2,5 mL Bradfordovog reagensa.
U kivetu sa 2,5 mL Bradfordovog reagensa dodati 50 pL uzorka.
Promesati okretanjem

Nakon 5 min. Meriti apsorbancu na 595 nm.
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3.9. Ispitivanje kombinovanog efekta kompleksa 11 i inhibitora
PARP-a/ cisplatine/ paklitaksela

Zbog znacajnih terapeutskih prednosti kombinacije lekova se Cesto koriste i postale
su vodedi izbor za leCenje malignih bolesti.

S obzirom na razli¢ite mehanizme dejstva kompleksa platine i rutenijuma bilo nam
je interesantno da ispitamo kombinovani efekat najaktivnijeg rutenijumskog kompleksa
11 sa cisplatinom, kao i sa paklitakselom, koji ima potpuno drugaciji mehanizam
dejstva od lekova na bazi metala.

Takode, pretpostavljajuci da se kompleks rutenijuma sa pikolinskom kiselinom kao
ligandom (11) vezuje za DNK, indukujuéi lezije, pretpostavili smo da bi inhibitor
PARP-a mogao povecati senzitivnost tumorskih celija na kompleks rutenijuma. Ispitali
smo da li kombinovani tretman kompleksom 11 i inhibitorom PARP-a 3-
aminobenzamidom (3-AB) na HelLa i MDA-MB-361 C(elijama, interferira sa
citotoksi¢no$¢u kompleksa 11.

Senzitivnost tumorskih celija (HeLa i MDA-MB-361) na kombinovani efekat
kompleksa 11 rutenijuma i PARP inhibitora odredena je SRB testom (test bojenja
sulforodaminom B) [135].

Rastvori:
1. 40 % rastvor trihlor sir¢etne kiseline (TCA)
2. Rastvor za bojenje:
e 0,4 % sulforodamin B (SRB)
e 1 % sircetna kiselina

3. 10 mmol/L Tris baza (pH 10,5)

Celije su zasadene u plogi sa 96-bunar¢iéa u gustini od 2000 éelija po bunaricu za
HeLa ¢elije i 7000 ¢elija po binar¢icu za MDA-MB-361 ¢elije. Nakon inkubacije ¢elija
24 h u inkubatoru sa 5 % COg, na 37 °C, Celije su tretirane sa samim kompleksom 11
rutenijuma ili u kombinaciji sa 3-AB-om istovremeno (tj. u kombinaciji sa cisplatinom

ili paklitakselom) i kontinualno tokom 48 h.
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Nakon inkubacije Celije su fiksirane sa 10 %(v/v) ledene trihlorsiréetne kiseline
(TCA) na 4 °C 1 h. Nakon fiksacije TCA je uklonjena i bunar¢i¢i su isprani sa
destilovanom vodom i osuseni na vazduhu. U bunar¢i¢e smo dodali 40 pL/bunar¢i¢u
SRB rastvora (0.4 % w/v, u 1 % sircetnoj kiselini) i plejtovi su ostavljeni 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Plejtovi su zatim isprani tri puta sa 1 % sir¢etnom kiselinom. Zatim
su osusSeni na vazduhu i vezana boja je rastvorena u 10 mmol/L Tris baze na pH 10,5.
Apsorbanca je ¢itana na ELISA ¢&itatu (ThermoLabsystems Multiskan EX 200-240V,
Ascent Software Version 2.6) na 570 nm. Svaki eksperiment je izveden u triplikatu.

Na osnovu dobijenih vrednosti aposorbance formirana je kriva prezivljavanja celija
u zavisnosti od koncentracije agensa. Sa krive je odreden udeo mrtvih celija Fa
(“Fraction affected”). Na osnovu ove vrednosti izraunat je udeo celija koje su prezivele
Fu (“Fraction unaffected”)(Fu=1-Fa) za odredene koncentracije agensa/agenasa.
Dobijeni podaci su obradeni po metodi Chou and Talalay [139,140] koriS¢enjem
softvera CalcuSyn Biosoft [140] za izraunavanje i graficko prikazivanje
kombinacionog indeksa CI (eng. Combination Index). Svaka koncentracija supstanci, tj.

njihova kombinacija primenjena je u tri ponavljanja.

3.9.1. Obrada podataka

Cl indeks ukazuje na modalitet medusobnog dejstva supstanci, pri
kombinovanom dejstvu [139]. Chou and Talalay metod omoguéava kvantitativnu
definiciju za aditivni efekat (CI=1), sinergizam (CI < 1), i antagonizam (CI > 1) pri
izuCavanju kombinacija lekova. Pri ¢emu antagonizam (CI>1) podrazumeva efekat
kombinovanog dejstva supstanci koji je umanjen u odnosu na efekat pojedinac¢nih
supstanci, sinergizam (Cl<l) podrazumeva poja¢an efekat u odnosu na efekat
pojedina¢nih supstanci (u medusobnoj interakciji jedan lek pojacava dejstvo drugog) i
aditivni efekat (CI=1) je jednak efektu koji je ocekivan od bioloskih aktivnosti
individualnih supstanci (nema interakcije medu lekovima).

Treba naglasiti da CI moze da varira promenom opsega koncentracija lekova, tako da
jedna kombinacija koncentracija lekova moze da daje antagonistican efekat, druga

kombinacija aditivan a tre¢a kombinacija sinergisti¢an efekat [139].
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LABORATORIJSKI INSTRUMENTI I HEMIKALIJE

LABORATORIJSKI APARATI KORISCENI U OVOM RADU

e Svetlosni mikroskop (Karl Zeiss, Jena, Nemacka)

e Inkubator (CO; inkubator 220, Flow Laboratories, Velika Britanija)

e Inkubator na 37 "C (Sutjeska, Beograd)

e Vorteks (REAX 2000, Heidolph Instrumeets GmbH&Co.KG, Schwabach,
Nemacka)

e Analiticka vaga (Mettler H43)

e Vodeno kupatilo (Sutjeska, Beograd)

e Centrifuga (BOECO U-32, Nemacka)

o Cita¢ mikrotitar plo¢a (ThermoLabsystems Multiskan EX 200-240V)

e Sterilna komora (Klimaoprema, Samobor, Hrvatska)

e Proto¢ni citometar, (FASC Calibur Becton Dickinson, CA, SAD)

e Centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5417 R)

e Spektrofotometar (Eppendorf BioPhotometer 6131)

e UV transilluminator (Hoefer)

e Mastercycler gradient (Eppendorf).

e ABIPRISM® 7500 PCR instrument (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA)

e Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge,
Velika Britanija).

e Aparat za elektroforezu (Mini-Protean 3 Cell, BIO RAD)

e Platforma za muc¢kanje (Ultra Rocker, BIO RAD)

e Power supply (Power Pac HC TM, BIO RAD)

e Denzitometar ( GS-710 Calibrated Imaging Densitometer, BIO RAD)

e Fluorimetar (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Electron Corporation)

e Olimpus digitalni fotoaparat (objective 6.3/0.20, Carl Zeiss, Jena, Nemacka)

e Mikrotitar ploce sa 96 i 6 sudica (NUNC, Apogent Company, Roskilde, Danska)

e Petri 30lje (30x10mm, Flow laboratories, Velika Britanija)
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Automatske pipete (Eppendorf Research)
Nastavci za automatske pipete

Steper (NICHIRYO MODEL 8100)
Spricevi (Henke Sass Wolf, Nemacka)
Igle (Henke Sass Wolf, Nemacka)

Sudovi za gajenje ¢elija-falkoni (Easy flask 25v/c, NUNC, Apogent Company,

Roskilde, Danska)

Inserti sa mikroporoznom membranom za Celijske culture (8,0 pm), FALCON,

BD, SAD)

Membranski filter (Millex-HA, Millipore, 0.22 pm, SARSTED, Nemacka)
Komorica za brojanje Celija (Neubauer, Fife Depth Profounder, 0,100 mm,
0,0025 mm?)

Pokrovno staklo (Gold Seal, SAD)
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HEMIKALIJE KORISCENE U OVOM RADU

Praskasta podloga RPMI 1640 (Sigma- Aldrich Co., SAD)
Praskasta podloga DMEM (Sigma- Aldrich Co., SAD)
Natrijumdodecilsulfat, SDS (Sigma- Aldrich Co.,)
(3-(4,5-dimetil (tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolijum-bromid (MTT),
(Sigma- Aldrich Co., SAD)

Dimetil-sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich.Co)

Fetalni govedi serum (FCS-Fetal calf serum), (PAA GmbH Laboratories,
Austria)

Penicilin (Panfarma, Beograd)

Streptomicin (Panfarma, Beograd)

L-glutation

HEPES-om (Sigma-Aldrich Co.)

Cisplatina (BristolMayer Scuib)

Etanol (Medicom, Sabac)

Fizioloski rastvor (Hemofarm, Vrsac)

NaHCOj3 (“Zorka Pharm”, Sabac)

Na;COj3 (E. Merck, Darmstadt, Nemacka)

NaH2PO, (Alkaloid, Skoplje)

Na,HPO, (Alkaloid, Skoplje)

NaOH (“Zorka Pharm”, Sabac)

HCI (E. Merck, Darmstadt, Nemacka)

CH3;COOH (“Zorka Pharm”, Sabac)

Fosfatni pufer pH 7,2 (PBS) (Torlak, Beograd)

RNaze A (Sigma- Aldrich Co., SAD)

Propidijum-jodid (Sigma- Aldrich Co., SAD)

TRI Reagent® (Sigma-Aldrich Co.)

Hloroform (Lach-Ner, s.r.o., Czech Republic)
[zopropanol (Lach-Ner, s.r.o., Czech Republic)

Tripsin (Torlak, Beograd)
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EDTA (Fluka Chemika, Switzerland)

Kalcein-AM (Sigma)

Govedi albumin (Bovine Serum Albumin-BSA, Sigma-Aldrich Co.)
Trihlorsir¢etna kiselina-TCA (Fluka AG)

Sulforodamin-SRB (Sigma-Aldrich Co.)

Akrilamid (Sigma-Aldrich Co.)

Tris (ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio)

Glicin (ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio)

Natrijum-deoksiholat (Sigma-Aldrich Co.)

NaNj3 (Merch, Nemacka)

B-merkapto etanol (Sigma-Aldrich Co.)

Mleko u prahu (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Co, Svajcarska)
Brom fenol plavo (Sigma-Aldrich Co.)

Amonijum persulfat (Sigma-Aldrich Co.)

N,N, N, N-tetrametil-etilendiamin, TEMED (Sigma-Aldrich Co.)
Tripan plavo (E. Merck, Darmstadt, Nemacka)

Kolagena (3.5 mg/mL) (Kolagen izolovan iz misijeg repa je poklon
Instituta za Medicinska Istrazivanja u Beogradu)

Agaroza (Sigma)
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4. REZULTATI
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4.1. Rezultati MTT testa

Cilj ovog rada bio je da se ispita citotoksi¢ni potencijal novosintetisanih
kompleksa Ru(Il) na tumorskim celijskim linijama, kao i da se $to je moguce blize
utvrdi mehanizam njihovog dejstva.

Citotoksi¢ni potencijal serije Ru(Il)-arenskih kompleksa je ispitan na slede¢im
tumorskim celijskim linijama: HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453, FemX, B16, LS-
174; kao i na dve transformisane endotelijalne linije: EA.hy 926 (humana), MS1
(mi§ja); i na jednoj normalnoj humanoj liniji MRC-5, MTT testom. Rezultati su
prikazani u Tabeli 4.1 kao ICsy vrednosti (ICsy vrednosti ispitivanih kompleksa
odredene su sa grafika koji prikazuje procenat prezivljavanja celija u funkciji
koncentracije ispitivanog kompleksa, kao ona koncentracija agensa koja smanjuje
prezivljavanje ispitivane kulture Celija za 50 %). Prikazane vrednosti predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna devijacija, pri ¢emu je svaki
eksperiment raden u triplikatu (tabele 4.1.i 4.2.).

Ispitivani kompleksi 1-9 nisu pokazali znacajnu citotoksi¢nu aktivnost do
koncentracije od 200 pmol/L [3], izuzetak je kompleks 11 koji je pokazao citotoksi¢nu
aktivnost na svim ispitivanim celijskim linijama nakon 48 i 72 h tretmana, sa ICsg
vrednostima u opsegu 36-250 pmol/L. Uocena je neSto veca senzitivnost celija
melanoma (naro¢ito humanog) na kompleks 11. Produzivanje vremena inkubacije nije
pospesilo antiproliferativnu aktivnost.

Znaju¢i da izvestan broj kompleksa rutenijuma, koji su pokazali slabu
genotoksicnost i citotoksi¢nost in vitro, je pokazao znacajan antimetastatski potencijal,
dalje smo prosirili naSe istrazivanje na transformisane endotelijalne celijske linije. U
pitanju su EA.hy 926 (transformisane endotelijalne celije dobijene fuzionisanjem
HUVEC ¢elija- humanih ¢elija iz vene pup&ane vrpce sa ¢elijama tumora plu¢a A549) i
MS1 (misje endotelijalne Celije) ¢elijske linije koje se smatraju dobrim model sistemom
za in vitro analizu antiangiogenetskog potencijala.

Jedinjenja koja pokazu bioloSku aktivnost vazno je ispitati dalje, u pogledu
nezeljenih toksi¢nih efekata, Sto bi moglo da ogranici njihov terapeutski potencijal.
Kako bi se ispitala ova znacajna karakteristika, pratili smo efekat tretmana jedinog

agensa koji je pokazao znacajan nivo antiproliferativnog dejstva, kompleksa 11, na
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zdrave celije humanog fetalnog fibroblasta plu¢a (MRC-5). Pokazalo sa da je nivo
toksi¢nosti kompleksa 11 znacajno nizi na normalnoj liniji u odnosu na aktivnost na
tumorskim linijama, kao i u odnosu na toksi¢nost CDDP na istoj liniji, $to mu pruza
dobru perspektivu u daljem razvoju kao potencijalnog antikancerskog leka (Tabela 4.1 i
4.2, Slika 4.1).

Kao 3to je ve¢ navedeno, nizak nivo citotoksi¢nosti in vitro je Cesta
karakteristika rutenijumskih antikancerskih agenasa, koji su pokazali pre svega dobre
antimetastatske karakteristike [15,142], stoga je veliki deo i ovog rada posvecen

utvrdivanju antimetastatskog potencijala ispitivanih kompleksa.
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Tabela 4.1. Rezultati MTT testa za komplekse 1—11 i CDDP predstavljeni u vidu 1Cs

vrednosti, dobijenih nakon 48 ili 72 h treatmana

ICso (pmol/L)
HeLa MDA-MB-361 MDA-MB-453 FemX B16 LS-174
Kompleks (cerviks) (dojka) (dojka) (melanom) (melanom) (kolon)
1 48h  275.71+1.57 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h 244.00+1.91 290.02+6.65 >300 220.50+6.36 >300 >300
2 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h 295.75+.2.95 >300 >300 >300 >300 >300
3 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h 283.20+3.12 >300 >300 >300 >300 >300
4 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
5 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
6 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
7 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 269.86+8.53 >300 >300
8 48h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
9 48h >300 n.d. n.d. >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
10 48h  211.00+1.20 n.d. n.d. >300 n.d. n.d.
72h 212.97+2.14 202.21+2.77 220.25+7.63 149.26+9.60 >300 >300
11 48h 81.97+14.17 109.72+11.82 76.64+5.73 36.23+4.59 n.d. n.d.
72h 149.35+12.06 n.d. n.d. 53.51+5.40 71.97+3.97 245.75+5.27
CDDP 48h 6.79+1.97 14.7£1.2 n.d. 6.28+0.91 n.d. 14.3+4.17
72h n.d. 25.46+3.57 9.59+1.96 n.d. n.d. n.d.
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Tabela 4.2. Rezultati MIT testa za izdvojene komplekse za dalje ispitivanje

predstavijeni u vidu ICsy vrednosti, dobijenih nakon 48 ili 72 h treatmana

ICs0 (pmol/L)
Kompleks EA.hy 926 MS1 MRC-5
(endotelijum) (endotelijum) (pluca)

48 h >300 >300 >300
1

72 h >300 270.04+3.71 n.d.

48 h >300 220.82+15.98 258.23+3.11
3

72 h 258.46+2.79 218.91+6.21 n.d.

48 h >300 >300 253.33+£2.35
6

72 h 259.42+9.83 >300 n.d.

48 h >300 >300 >300
7

72 h >300 >300 n.d.

48 h 95.47+7.36 78.3+4.09 153.08+5.82
11

72 h 88.36+8.10 108.54+9.45 264.02+17.53
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MRC-5 Celije HeLa celije

Slika 4.1. Fotomikrografije MRC-5 i HelLa C¢elija tretiranih 48 h sa razlicitim
koncentracijama kompleksa 11.

11 (300 pmol/L
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4.2. Rezultati analize ¢elijskog ciklusa

Celije u razli¢itim fazama celijskog ciklusa pokazuju razli¢itu osetljivost na
dejstvo citotoksi¢nih lekova. Tako, na primer, neki citotoksi¢ni lekovi dobro deluju
samo na Celije u odredenoj fazi celijskog ciklusa, a drugi deluju na ¢elije u bilo kojoj
fazi Celijskog ciklusa, tre¢i deluju nezavisno od Ccelijskog ciklusa. Stoga je za
razumevanje mehanizma citotoksi¢nog dejstva nekog agensa vazno poznavanje dejstva
na kinetiku Celijskog ciklusa [143].

U cilju utvrdivanja mehanizma citotoksi¢nog dejstva ispitivanih kompleksa
Ru(Il) analizirali smo potencijal ovih kompleksa da izazovu promene na nivou éelijskog
ciklusa HeLa i EA.hy 926 celija koris¢enjem analize sadrzaja DNK na protoénom
citometru. HeLa i EA.hy 926 celije su tretirane 24 h ispitivanim kompleksima 1, 3, 6, 7
(300 pmol/L) i 11 (82 pmol/L, Sto predstavlja ICsy za 48 h tretman).

Distribucija HeLa ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa nakon 24 h kontinualnog
tretmana
80 -
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Slika 4.2. Distribucija Hela Ccelija po fazama Celijskog ciklusa nakon 24 h
kontinualnog tretmana sa kompleksima 1, 3, 6, 7 (koncentracije 300 pmol/L) i 11

(koncentracije 82 pmol/L tj. ICsy). Prikazan je reprezentativni eksperiment.
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Distribucija EA.hy 926 ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa nakon 24 h
kontinualnog tretmana
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Slika 4.3. Distribucija EA.hy 926 celija po fazama cCelijskog ciklusa nakon 24 h
kontinualnog tretmana sa kompleksima 1, 3, 6, 7 (koncentracije 300 umol/L). Prikazan

_je reprezentativni eksperiment.

Rezultati analize ¢elijskog ciklusa su pokazali da je jedino citotoksi¢ni kompleks
11 indukovao blage perturbacije ¢elijskog ciklusa Hela ¢elija (prikazano na Slici 4.2.).
Ostali ispitivani kompleksi nisu imali uticaja na éelijski ciklus HeLa ¢elija i pokazali su
vrlo zanemarljiv uticaj na Celijski ciklus EA.hy 926 celija (Slike 4.2. i 4.3.).

Rezultati analize uticaja kompleksa 11 na Celijski ciklus predstavljeni su i u vidu
histograma radi jasnijeg prikaza efekta i lakSeg komentarisanja rezultata. Na Slici 4.4.
su rezultati prikazani kao histogrami zavisnosti broja celija (“Counts®) u funkciji
njihovog sadrzaja DNK 3to predstavlja FL2-Area (tj. FL2-Area je mera ukupne

fluorescencije PI koja je proporcionalna ukupnom sadrzaju DNK).
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Slika 4.4. Histogram reprezentativnog eksperimenta analize Celijskog ciklusa HeLa
¢elija a) netretiranih i b) nakon 24 h kontinualnog dejtva kompleksa 11 (koncentracije

82 pmol/L).

Dobijeni rezultati pokazuju da kompleks 11 indukuje smanjenje procenta Celija u
Gl fazi i blagi zastoj u S fazi celijskog ciklusa, bez apoptotskog efekta (koji
predstavljaju ¢elije u Sub-G1 fazi, a ¢iji procenat je iznosio 6,6 %). Sporiji prolazak
kroz replikacionu fazu celijskog ciklusa pokazuje njegovo preferencijalno vezivanje za
DNK i u korelaciji je sa rezultatima dobijenim ICP-OES (navedeni kasnije). Na osnovu
ovih i rezultata citotoksi¢nosti, kompleks 11 se moze svrstati u blage ciklusno

specificne agense, s obzirom na blage perturbacije Celijskog ciklusa.
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4.3. Rezultati analize apoptoze

Poznato je da je apoptoza glavni odgovor na hemioterapiju mnogih lekova, gde
spada i tretman cisplatinom. Potencijal indukcije apoptoze se smatra odgovornim za
uspeh terapije. Ovo je dovelo do toga da je moderan dizajn lekova zasnovan na
ispitivanju sposobnosti novosintetisanih jedinjenja da indukuju apopozu kao manje
agresivan tip celijske smrti [144].

U ranim fazama apoptoze membranski fosfolipid fosfatidil-serin (PS) se
translocira sa unutra$nje na spoljasnju stranu plazma membrane. Da bismo ovo pratili
koristili smo aneksin V-FITC, Ca**-zavisan protein koji vezuje fosfolipide i ima veliki
afinitet za fosfatidil-serin. FITC znaci da je za njega zakacena fluorohroma fluorescein-
izotiocijanat koja omogucéava detekciju. Dvokolornim bojenjem sa aneksin-V-FITC-om
(boji apoptoti¢ne Celije) i propidijum jodidom (boji nekroti¢ne Celije) ispitivali smo da li
i u kojoj meri kompleks 11 indukuje apoptozu na Hela celijama u poredenju sa
cisplatinom. Hela Cdelije su tretirane 48 h sa kompleksom 11 i cisplatinom (u
koncentracijama 0,5xICsq i IC5p). Vezivanje aneksina na HeLa Celijama je analizirano
na proto¢nom citometru.

Rezultati su prikazani na Slici 4.5 u vidu tackastih (eng. dot plot) dijagrama.
Celije u ranoj fazi apoptoze se boje samo sa aneksinom i vidljive su u donjem desnom
kvadrantu tackastog dijagrama, dok se Zive Celije nalaze u donjem levom kvadrantu
(nisu obojene ni sa aneksin V-FITC ni sa PI). Celije u nekrozi ili kasnoj fazi apoptoze
¢e vezati samo Pl ili PI i aneksin V-FITC i uo¢avaju se u gornjim kvadrantima (gornjem
levom odnosno gornjem desnom kvadrantu).

Oba agensa nakon 48 h dejstva imaju sli¢an potencijal idukcije apoptoze koji za
koncentraciju ICsy za kompleks 11 iznosi 27,68 %, a za CDDP 27,72 % (Slika 4.5).
Istovremeno se uocCava i poveéanje procenta Celija koje su usle u kasnu apoptozu kao i
nekrozu. Nakon tretmana sa kompleksom 11 neSto je veéi procenat nekroti¢nih celija
(13,98 %) u odnosu na tretman sa CDDP (7,29 %), pri koncentraciji ICsy agenasa. Ovo
ukazuje da kompleks 11 idukuje dominantno celijsku smrt putem apoptoze, pracene u

izvesnoj meri i nekrozom.
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Slika 4.5. Tackasti dijagrami procenta zastupljenosti tretiranih HeLa celija u apoptozi

tj. nekrozi u zavisnosti od bojenja Aneksinom i PI i analize na protocnom citometru.
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4.4. Intracéelijska distribucija Ru(II) u proteinskoj nasuprot DNK
frakciji

Proucavajuc¢i mehanizam dejstva agenasa koji su potencijalni lekovi imperativ je
locirati kljuéna mesta delovanja u ¢eliji. Analizirali smo distribuciju rutenijuma(ll) u
proteinskoj i DNK frakciji HeLa ¢elija tretiranih sa ispitivanim kompleksima, koristeci
ICP-OES, nakon 24 h tretmana sa koncentracijom od 100 pmol/L ispitivanih
kompleksa.

Svaki ispitivani kompleks je naden unutar Celije, mada su pokazali razli¢it nivo
intracelijske akumulacije i razli¢it afinitet za vezivanje za proteine ili DNK (Slika 4.5).
Kompleks 11 se u najve¢oj meri akumulirao u DNK frakciji, pokazuju¢i drasti¢no veci
afinitet za vezivanje za DNK u poredenju sa ostalim ispitivanim kompleksima, $to moze
biti razlog za njegovo citotoksi¢no dejstvo. Nivo rutenijuma(ll) vezan za proteinsku
frakciju je slican medu testiranim kompleksima. Nije uo¢eno prisustvo kompleksa 1, 6 i
7 u ispitivanim DNK frakcijama Celija tretiranih sa ovim kompleksima, $to ukazuje da
strukturne razlike medu ligandima testiranih kompleksa znacajno uti€u na afinitet i

stabilnost interakcija sa DNK.
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Slika 4.5. Intracelijska distribucija rutenijuma(ll) nakon tretmana Hela celija sa
ispitivanim kompleksima 24 h pri koncentraciji od 100 pmol/L. Reprezentativni

eksperiment od tri nezavisna eksperimenta.
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4.5. In vitro antimetastatski potencijal ispitivanih kompleksa

Metastaziranje tumora je jedna od glavnih prepreka u leCenju karcinoma.
Predstavlja viSestepeni proces koji ukljucuje invazivnost, adheziju, direktnu migraciju i
proteoliticku aktivnost kako bi doslo do degradacije vanéelijskog matriksa [94,130].
Pokazalo se da kompleksi rutenijuma poseduju jedinstvene antimetastatske
karakteristike bez obzira na njihov citotoksi¢ni potencijal [142,145]. Stoga je veliki deo
nasih ispitivanja bio usmeren ka ispitivanju potencijala rutenijum(Il)-p-cimen
kompleksa da inhibiraju neke od faza invazivnosti i angiogeneze, polazeci od analize

inhibitornog efekta na aktivnost matriksnih metaloproteinaza (MMP) HeLa ¢elija.

4.5.1. Zelatinska zimografija

Grupa matriksnih metaloproteinaza, kojoj pripadaju MMP-9 i MMP-2 se
smatraju posebno znacajnim za invazivnost kancerskih celija [130]. Aktivnost MMP,
kao Sto je navedeno u metodama, moZe se pratiti Zelatinskom zimografijom koja se
zasniva na njihovoj sposobnosti da razlazu Zelatin kao substrat.

Aktivnost MMP-2 i MMP-9 nakon tretmana 24 h HeLa i EA.hy 926 ¢elija sa
ispitivanim kompleksima (1, 3, 6 i 7 sa koncentracijom od 300 pmol/L, i 11 sa
koncentracijom od 100 pmol/L) analizirana je Zelatinskom zimografijom. Rezultati
pokazuju da jedino kompleks 11 pokazuje znacajnu inhibitornu aktivnost na MMP-2 i
MMP-9, kod HelLa i EA.hy 926 celija (Slika 4.6). Drugi kompleksi rutenijuma ne
pokazuju znacajnu inhibitornu aktivnost u ovom testu, ¢ak kod HeLa celija povecavaju
aktivnost MMP-9, $to moze da se tumaci dvojako. Prvo to moze da ukaze da rutenijum
kao metal nije odgovoran za inhibitornu aktivnost, ne interaguje sa katalitickim centrom
ili interakcije, ako postoje, nisu u toj meri znacajne ili jake. Drugo bazalni nivo MMP
kod ove dve celijske linije se razlikuje, kao i proizvodnja (kod endotelijalnih ¢elija
sinteza MMP-9 je inducibilna, a MMP-2 je konstitutivan), $to moze da odredi dalji

rezultat uticaja razli¢itih kompleksa.
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A) Supernatant HeLa ¢elija
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B) Supernatant EA.hy 926 ¢elija
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Slika 4.6. Zelatinska zimografija: C-kontrolne ¢elije inkubirane u medijumu 24 h; I-
celije tretirane sa kompleksom 1 ([(7°-p-cimen)Ru(L1)Cly]); 3- celije tretirane sa
kompleksom 3 ([ (7°-p-cimen)Ru(L3)Cl]); 6- ¢elije tretirane sa kompleksom 6 ([ (n°-p-
cimen)Ru(HL6)CI]);7- ¢elije tretirane sa kompleksom 7 ([ (n%-p-cimen)Ru(HL7)Cl]);
11- ¢elije tretirane sa kompleksom 11 ([ (n°-p-cimen)RuCI(L11)]).
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Aktivnost MMP u supernatantu HeLa celija nakon tretmana sa ispitivanim
kompleksima
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Slika 4.7. Rezultati denzitometrijske analize, tj. kvantitativne analize proteoliticke
aktivnosti MMP-9 i MMP-2 koriste¢i Image J softver. (Trake na gelu su skenirane
denzitometrijski i povrsine ispod pika aproksimativno predstavljaju aktivnost

Zelatinaza).
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Celije humanog melanoma (FemX) su se pokazale kao najsenzitivnije na dejstvo
kompleksa 11, sa IC5 vrednostima 36.23+4.59 i 53.51+5.40 (pmol/L) za 48 odnosno 72
h tretmana (Tabela 4.1). S obzirom na zna¢ajan nivo uticaja kompleksa 11 na aktivnost
MMP-2, narocito kod ove celijske linije, dalje je ispitano da li je efekat kompleksa 11
posledica uticaja na nivo ekspresije MMP-2 na mRNK nivou ili je smanjenje aktivnost
posledica interakcije sa samim enzimom.

U eksperimentu su koriS¢ene koncentracije kompleksa 11 koje su za 24 h

tretmana subcitotoksi¢ne $to je prikazano na Slici 4.8.

Prezivljavanje FemX c¢elija nakon 24 h tretmana
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100 ¢
50 7h_4\‘_’—‘\‘

60 -
40 |
20 |
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Koncentracija kompleksa 11 ( pmol/L)

Slika 4.8. Kriva prezZivljavanja FemX ¢elija u funkciji koncentracije kompleksa 11
nakon 24 h tretmana, odredena MTT testom.
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Pokazalo se da kompleks 11 znac¢ajno smanjuje enzimsku aktivnost MMP- 2 nakon 24 h
tretmana u opsegu subcitotoksi¢nih koncentracija (Slika 4.9), dok se nivo mRNK za
MMP-2 pri istom tremanu povecava (Slika 4.10). Ovo moze da ukaze da je aktivnost

MMP-2 pod uticajem kompleksa 11 regulisana na nivou enzima.

A
Aktivhost MMP-2 iz supernatanta FemX celija
nakon 24 h treatmana

120 -
N~
a o 100 4
£°
= £ 80
[72]
0 X
£3 ©
28 40

20 -

0 . . ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
Koncentracija kompleksa 11 (umol/L)
B
K 12.5 25 50
(pmol/L)  (pmol/L)  (pmol/L)
MMP-9
MMP-2

Slika 4.9. Aktivnost MMP-2 iz supernatanta FemX celija tretiranih sa kompleksom 11
prikazana kao A) arbitrarne jedinice-aktivnosti MMP-2 (% od kontrole) dobijene

denzitometrijskom analizom gela i koris¢enjem Image J softvera, B) prikaz gela.
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Nivo ekspresije mRNK MMP-2 nakon 24 h
treatmana sa kompleksom 11
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Slika 4.10. Nivo ekspresije MMP-2 na mRNK nivou nakon 24 h tretmana kompleksom

11 odreden koris¢enjem kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu.

94



4.5.2. Rezultati uticaj ispitivanih kompleksa na invazivnost tumorskih ¢elija

Potencijal ispitivanih kompleksa da in vitro inhibiraju invazivnost HeLa ¢elija je
analiziran kori$¢enjem sistema komore “BD BioCoat Matrigel invasion chambers”, kao
sistema sa rekonstituisanim matriksom bazalne membrane-Matrigelom kao invazivnim
substratom na povrsini mikroporozne membrane (prema prethodno opisanoj metodi
3.7.2.) [132].

Svi ispitivani kompleksi rutenijuma su pokazali da inhibiSu invazivnosti HelLa
Celija (Slika 4.11). Medu netoksi¢nim kompleksima rutenijuma, primenjenim u
ekvimolarnim koncentracijama (100 pmol/L), kompleks 3 je pokazao najveci
inhibitorni potencijal na invazivnost, 33.3 % u odnosu na kontrolu. Citotoksi¢ni
kompleks 11 je pokazao inhibitorni efekat na invazivnost HeLa ¢elija do 20 % , mada je
on primenjen u nizoj koncentraciji koja je iznosila 41 pmol/L (3to je koncentracija koja

odgovara 0.5xICs).
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Slika 4.11. Efekt ispitivanih kompleksa na invazivnost HelLa Ccelija, odreden
koris¢enjem komora presvucenih Matrigelom. Rezultati su predstavljeni kao procenat u

odnosu na kontrolu (netretirane ¢éelije) i predstavlja reprezentativni eksperiment.
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4.5.3. Rezultati uticaja ispitivanih kompleksa na migraciju tumorskih éelija in vitro
(“Scratch assay”)

“Wound migration assay (Scratch assay)” tzv. “test zarastanja rane” je koris¢en
kao in vitro test za merenje uticaja ispitivanih kompleksa na direktnu migraciju HeLa
¢elija [133]. U ovom testu na konfluentnoj kulturi HeLa ¢elija napravljen je prorez, a
zatim su celije inkubirane u medijumu. Migracija ¢elija je posmatrana periodi¢no pod
mikroskopom i napravljene su reprezentativne fotografije nakon 24 h i 48 h. Kompleks

11 je inhibirao migraciju HeLa ¢elija, $to je bilo narocito uocljivo nakon 48 h inkubacije
(Slika 4.12.).
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Slika 4.12. Reprezentativne fotomikrografije efekta kompleksa 11 u poredenju sa kontrolom na

migraciju HeLa ¢elija.
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4.5.4. Rezultati uticaja ispitivanih kompleksa na adheziju tumorskih ¢elija

Pro-adhezivne karakteristike ispitivanih kompleksa na adheziju Hela ¢elija za
plasti¢nu povrsinu kao substrat (neprekriveno dno plasti¢ne plo¢e) analizirane su kao
rezistencija na tretman tripsinom, koji je dobra mera adhezije [134]. Utvrdili smo da
nakon 90 minuta tretmana sa koncentracijom 100 pmol/L, kompleksi 3 i 6 doprinose tri
puta viSe adheziji HelLa celija, za plasticnu povrSinu, u poredenju sa netretiranim
Celijama (Slika 4.13). Povecana adhezija pod uticajem tretmana moze da doprinese
smanjenoj migraciji ¢elija i smanjenju invazinog i metastatskog potencijala, kao Sto se i
pokazalo u testu invazivnosti gde je verovatno povecana adhezija Celija pod uticajem

tretmana dovela do smanjene migracije i invazivnosti HeLa celija (Slika 4.11).

Adhezija Hela ¢elija nakon 90 minuta tretmana sa Ru(ll)
kompleksima
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Slika 4.13. Efekt ispitivanih kompleksa na adheziju HeLa ¢elija za plasticnu povrsinu
(pri dozi od 100 pmol/L, 90 min) odredeno SRB testom. Prikazan je rezultat
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta sa standardnim devijacijama, u

poredenju sa netretiranom kontrolom.
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4.5.5. Uticaja kompleksa Ru(II) na angiogenezu in vitro (“Tube formation assay”)

Kao $to je ve¢ navedeno, angiogeneza ukljucuje proliferaciju endotelijalnih
¢elija, migraciju i formiranje struktura nalik tubulama. Uticaj ispitivanih kompleksa na
angiogenezu in vitro je analiziran koriste¢i “Tube formation assay” kod misjih
endotelijalnih celija MS1. U navedenom eksperimentu, MS1 endotelijalne celije su
tretirane subcitotoksi¢nom koncentracijom ispitivanih kompleksa kako bi odredili
njihov potencijal da smanjuju sposobnost ovih celija da se izduzuju i diferenciraju u
strukture nalik tubulama. Ispitivani kompleksi 1, 7 i 11 inhibiraju angiogenetsko
ponasanje endotelijalnih ¢elija. Kompleks 11 je pokazao znacajan inhibitorni potencijal

pa su na Slici 4.14. prikazani rezultati samo tretmana ovim kompleksom.

Kontrola 11 (0.5xICsq)
44 7 NG T A T+

Slika 4.14. “Tube formation assay” (test angiogeneze in vitro). Reprezentativne
mikrografije MS1 ¢elija u kontroli (netretirane) i tretirane 24 h sa komplekom 11

( 0, 5xIC 50).
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4.6. Rezultati analize uticaja ispitivanih kompleksa na nivo ekspresije
enzima koji ufestvuju u reparaciji DNK

Veoma znacajna karakteristika kompleksa rutenijuma(Il) je njihova interakcija
sa DNK, bez obzira da li je DNK primarna ili sporedna meta delovanja ovih kompleksa,
kao i bioloski efekat do kojeg ona dovodi [6,146,147]. Kako bismo utvrdili da li
ispitivani kompleksi indukuju odgovor celije zavisan od DNK reparacije kao rezultat
nastalih DNK lezija, ispitivali smo mRNK i proteinski nivo ekspresije ERCC1 i MSH-
2, koji mogu kooperativno ucestvovati u odgovoru Celije na agense koji se vezuju za
DNK [148]. ERCC1 je najvaznija komponenta NER-a koji se primarno ukljucuje u
reparaciju velikih DNK adukata. Poznato je da njegovo dejstvo prevazilazi NER i moze

da ima ulogu i u odgovoru ¢elije i na druge tipove DNK lezija [148].

4.6.1. Efekat ispitivanih kompleksa na ekspresiju ERCC1

Rezultati dobijeni nakon kontinualnog tretmana 24 h sa ispitivanim
kompleksima pokazuju da kompleks 11 znacajno povecava nivo ekspresije ERCC1 na
mRNK nivou (Slika 4.15.a). Drugi ispitivani kompleksi ne pokazuju efekt ili pokazuju
negativan efekat na nivo ekspresije ERCC1 na mRNK nivou, u poredenju sa kontrolnim
netretiranim celijama, Sto je utvrdeno koriS¢enjem kvantitativnog PCR-a u realnom
vremenu (RQ-PCR). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Western blota (Slika
4.15.b), koji su pokazali povecan nivo ekspresije ERCC1 proteina indukovan
tretmanom sa kompleksom 11, u poredenju sa kontrolom.

ERCCI1 je ispitivan kao potencijalni marker rezistencije na cisplatinu i nivo
mRNK ekspresije ERCC1 korelira sa senzitivno$¢u na cisplatinu do izvesnog nivoa
[146]. Stoga je cisplatina koriS¢ena kao referentno jedinjenje u ovom istrazivanju.
Nakon tretmana od 24 h HeLa celija, ekspresija ERCC1 na nivou mRNK je smanjena,
Sto je suprotno efektu kompleksa rutenijuma 11. Dodatna ispitivanja su neophodna kako
bi se utvrdila uloga povecane ekspresije ERCC1 mRNK kao odgovora na dejstvo

kompleksa 11.
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Slika 4.15. Nivo ekspresije ERCCI na a) mRNK nivou odreden koris¢enjem
kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu; b) proteinskom nivou odreden koris¢enjem
Western blota, kod HeLa ¢elija nakon 24 h tretmana sa ispitivanim kompleksima 1, 3, 6,

7,11 (100 umol/L) i CDDP (7 umol/L).

4.6.2. Efekat ispitivanih kompleksa na ekspresiju MSH2 na proteinskom nivou

MSH2 protein je komponenta sistema reparacije pogresno sparenih baza (MMR)
koja ima centralnu ulogu u ispravljanju pogresno sparenih baza koje se javljaju tokom
udvajanja DNK i ukljucen je i u indukciji apoptoze izazvane mnogim citotoksi¢nim
antikancerskim agensima [149].

Ranija ispitivanja mehanizma prepoznavanja pogre$no sparenih baza i drugih
distorzija DNK od strane MutS protein (MMR protein Escherichia coli) indukovanih
cisplatinom ili UV zra¢enjem su pokazala da je interakcija MutS sa “mismatched” DNK
zasnovana na modelu indukovanog fitovanja (“induced fit” mode) u kojem prednost
imaju destabilizovani substrati [150]. Afinitet MutS zavisi od tipa proizvoda nastalog
pogresnim sparivanjem baza i konteksta sekvence [151-154]. Ispitivanje Prof. V.
Brabeca i saradnika [155], u kome je odredivan afinitet MutS proteina za DNK oste¢enu
od strane monofunkcionalnih Ru(Il)-arenskih kompleksa sa tricikli¢nim ili
monocikli¢nim arenskim prstenom, je pokazalo da prisustvo rutenijum(Il)-arenskog

adukta smanjuje afinitet MutS za DNK dupleks za koji je vezan rutenijum i da
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mogucénost interkalacije (koju poseduje tricikli¢ni prsten) doprinosi znagajno ovom
inhibitornom efektu.

Na osnovu ¢injenica da MSH komponente uti¢u na senzitivnost na agense koji
oste¢uju DNK, ispitivali smo potencijalno uces¢e MSH2 u odgovoru ¢elije na dejstvo
Ru(Il)-p-cimenskih kompleksa, naro¢ito kompleksa 11 koji je pokazao znac¢ajan afinitet
vezivanja za DNK. Analizirali smo nivo ekspresije MSHZ na proteinskom nivou kod
HeLa ¢elija nakon 24 h tretmana sa ispitivanim agensima, u poredenu sa cisplatinom i
netretiranom kontrolom. Dobijeni podaci ukazuju da se nivo proteina MSH2 smanjuje
nakon tretmana kompleksom 11, dok ostali kompleksi, ukljucujuci cisplatinu kao
referentno jedinjenje, nisu imali efekta (Slika 4.16.). S obzirom da kompleks 3, koji je
zastupljen u maloj meri u DNK frakciji tretiranih celija, a kompleksi 6 i 7 nisu
detektovani u DNK frakciji tretiranih HeLa Celija, za ocekivati je da nemaju uticaja na
MSH2 protein. Navedeni rezultati ukazuju da se lezije indukovane kompleksom 11
uklanjanju mehanizmima koji ne podrazumevaju MMR, §to je u skladu sa rezultatima
Prof. V. Brabeca kada su u pitanju monocikli¢ni Ru(Il) arenski kompleksi koji indukuju
fleksibilne distorzije DNK.

Moramo primetiti da smanjen nivo MSH2 moze biti i posledica direktne
interakcije agensa sa MSHZ proteinom ili MSH2/DNK kompleksom, a ne samo

posledica lezija na DNK koje je indukovao agens.

3 6 7 1" CDDP C

Slika 4.16. Nivo ekspresije MSHZ proteina (~102 kDa) kod HeLa ¢elija nakon 24 h
tretmana sa ispitivanim kompleksima 3, 6, 7, 11 (100 umol/L) i CDDP (7 umol/L)

odreden koris¢enjem Western blota.
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4.7.1. Rezultati ispitivanja kombinovanog efekta pikolinato rutenijum(II)-p-
cimenskog kompleksa i inhibitora PARP-a (3-AB)

Kao sto je ve¢ istaknuto u uvodu, PARP je familija enzima koji ¢ine klju¢nu
komponentu trenutnog celijskog odgovora na oste¢enje DNK, stoga se ocekuje da
inhibicija PARP-a pove¢a hemosenzitivnost na agense koji ostecuju DNK.

Pretpostavljaju¢i da se kompleks rutenijuma sa pikolinskom kiselinom kao
ligandom vezuje za DNK indukuju¢i lezije, ispitali smo da li kombinovanim tretmanom
kompleksa 11 i inhibitora PARP-a 3-aminobenzamida (3-AB) na HeLa i MDA-MB-361
¢elijama, inhibitor interferira sa citotoksi¢no$¢u kompleksa 11.

Kombinovani tretman HeLa ¢éelija sa kompleksom 11 u kombinaciji sa 3-AB-om
istovremeno tokom 48 h, u poredenju sa cisplatinom u kombinaciji sa 3-AB-om,
pokazao je da 3-AB pojacava aktivnost kompleksa rutenijuma sa povecanjem
koncentracije 3-AB, kada su u pitanju nize koncentracije kompleksa 11 (Slika 4.17). To
moze da ukaze na potencijal kompleksa 11 da indukuje prekide na jednom lancu DNK,
kao posledicu direktnog vezivanja za DNK ili kao posledicu indirektnog citotoksi¢nog
efekta. Medutim, 3-AB je smanjivao citotoksi¢nost cisplatine na HelLa celijama. Iz
literature je poznato da su inhibitori PARP-a sposobni da senzitizuju neke, ali ne i sve,
Celijske linije na dejstvo cisplatine [87]. Uticaj cisplatine na aktivnost PARP-a nije do

kraja razjaSnjen i tema je brojnih kontroverzi.
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Slika 4.17. Krive prezivljavanja Hela celija nakon 48 h istovremenog tretmana
kompleksa 11 ( pri koncentracijama koje odgovaraju 0.5xICsg, 1Cspi 1.5xICsp) i 3-AB
(pri koncentracijama od 1 mmol/L i 2 mmol/L), odredene SKB testom. Prikazan je

reprezentativni  eksperiment od tri nezavisna eksperimenta sa standardnim

devijacijama.

Nasuprot rezultatu dobijenom na HelLa ¢elijama, kombinovani tretman MDA-
MB-361 ¢elija sa kompleksom 11 u kombinaciji sa 3-AB-om istovremeno tokom 48 h,
u poredenju sa cisplatinom u kombinaciji sa 3-AB-om, pokazao je da 3-AB ne pojacava

citotoksi¢nost nijednog ispitivanog agensa. Poznato je da PARP-a moze biti razli¢ito
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eksprimiran kod razlic¢itih Celijskih linija, $to doprinosi razli¢itom uticaju inhibitora

PARP-a na citotoksi¢nost pojedinih agenasa.

140 -

120 -
< 100 # ——e— Kompleks 11
S
8 80 - — -a— - Kompleks 11
o + 1 mmol/L 3-AB
c 60 -
g ---a---Kompleks 11
% 40 | + 2 mmol/L 3-AB
N
<
o 20

0 \ \ !
0 O.5X|Cso |Cso 1.5X|C50
140

120

100

80 ——CDDP
— -a— - CDDP + 1 mmol/L 3-AB

---a---CDDP + 2 mmol/L 3-AB

60

40

Prezivljavanje celija (%)

20

T 1

0 0.5X|C5o |Cso 1 .5X|C5o

Slika 4.18. Krive prezZivljavanja MDA-MB-361 Ccelija nakon 48 h istovremenog
tretmana kompleksa 11 ( pri koncentracijama koje odgovaraju 0.5xICsy, ICsp i
1.5xICsp) i 3-AB (pri koncentracijama od 1 mmol/L i 2 mmol/L), odredene SRB testom.

Prikazan je reprezentativni eksperiment od tri nezavisna eksperimenta sa standardnim

devijacijama.
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4.7.2. Rezultati ispitivanja kombinovanog efekta pikolinato rutenijum(II)-p-
cimenskog kompleksa i antikancerskih lekova (cisplatine i paklitaksela)

Kombinovana terapija predstavlja jedan od najuspesnijih nacina lecenja kancera,
i cisplatina se primenjuje zajedno sa drugim lekovima kako bi se povecali antitumorski
efekti [156]. In vitro kombinaciona ispitivanja pokazala su naj¢esce sinergizam NAMI-
A i RAPTA-T u kombinaciji sa cisplatinom [156], kao i sa drugim klasi¢nim
antikancerskim lekovima, kao Sto su taksani, adriamicin in vitroi in vivo [41].

Paklitaksel se, zajedno sa cisplatinom, pokazao kao izuzetno vazan agens u
hemoterapiji kancera. Pokazalo se da ima znacajnu antitumorsku aktivnost prema
razli¢itim solidnim tumorima [157].

Paklitaksel je hemoterapeutski agens koji spreCava depolimerizaciju
mikrotubula, zaustavljajuéi proliferaciju ¢elija u G2-M fazi ¢elijskog ciklusa Sto dovodi
do smrti celija [157]. Dodatno menja brojne intracelijske procese koji dovode do
apoptoze i razlaganja nukleusa. Glavni nedostatak terapije paklitakselom je Sirok opseg
reakcija preosetljivosti, kao i izrazena neurotoksi¢nost i mijelosupresija. Stoga je veliki
broj istraZzivanja usmeren na kombinovanu terapiju sa paklitakselom sa krajnjim ciljem
povecanja terapeutske efikasnosti pri niZim koncentracijama paklitaksela, kako bi se
smanjila toksi¢nost.

Za nas je bilo interesantno da ispitamo uticaj kombinovanog tretmana
kompleksa 11 sa cisplatinom i paklitakselom. Ispitivani kompleks rutenijuma 11
primenjen je u koncentracijama koje odgovaraju 0,5xICso i 1,5xICsp, dok su cisplatina i
paklitaksel primenjeni u tri koncentracije koje odgovaraju 0,5xICsp, IC5 i 1,5%ICs.
Ispitivani agensi su primenjeni istovremeno.

Kombinovani tretman HeLa celija sa kompleksom 11 i klinicki relevantnim
lekovima cisplatinom i paklitakselom, sa svakim pojedina¢no, pokazao je da kompleks
11 ima priblizno aditivan efekat (CI=1) sa najnizom koncentracijom paklitaksela
(0,5xICs0), dok sa visim koncentracijama paklitaksela i svim koncentracijama cisplatine
pokazuje antagonizam (CI>1) (Tabele 4.3-4.6.). Rezultati su dobijeni koristeci
CalcuSyn program [140] i prikazani su u vidu procenta prezivljavanja éelija (Fu) u
odnosu na kontrolu pod dejstvom paklitaksela i/ili 11 (Tabela 4.3) i cisplatine i/ili 11
(Tabela 4.5.). Rezultati su izrazeni i preko kombinacionog indeksa CI (Tabela 4.4. i

4.6.), pri ¢emu su rezultati izraGunati uzimajuéi u obzir obe petpostavke da ispitivani
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agensi imaju sliCan mehanizam dejstva i/ili rezistencije (“mutually exclusive”) tj.

v . . o fee . .o “ . ” 2
razli¢it mehanizam dejstva i/ili rezistencije (“mutually non-exclusive”)”.

2 . “x e Ce o fos s . .
Kada se sa sigurnos¢u ne zna da li ispitivani agensi imaju sli¢an ili razli¢it mehanizam dejstva, CI se
rutinski rac¢una na oba nacina.
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Tabela 4.3. Efekt paklitaksela i/ili kompleksa 11 na prezivljavanje Celija.

Rezultati su izrazeni kao % od kontrole (srednja vrednost +s.d.)

Paklitaksel 11 (umol/L)
(nmol/L)
0 0.5x IC5() 1.5x IC50
0 100 57.37+£10.00 13.65+1.91
0.5xICs 87.9+8.34 34.9+2.59 9.76+3.88
ICs 44.3+2.96 44.47+7.66 13.77+2.66
1.5x ICs 47.03+9.06 32.77+4.06 14.67+1.03

Tabela 4.4. Vrednosti kombinacionog indeksa (CI) za paklitaksel i kompleks 11

Paklitaksel 11 (pmol/L)
(nmol/L)
0.5x IC5() 1.5x IC5()
0.5xICsq 0.999 1.082
(priblizno aditivan) (priblizno aditivan)

ICso 1.593 1.487
(antagonizam) (antagonizam)

1.5x IC; 1.548 1.721
(antagonizam) (antagonizam)
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Slika 4.19. Graficki prikaz kombinacionog indeksa (CI), za simultano dejstvo 48
h kompleksa 11 sa paklitakselom, na HeLa ¢elijama (Cl<1 sinergizam, Cl=1 adicija,

CI>1 antagonizam).

CI za eksperimentalne vrednosti

Paklitaksel 11 Fa CI
(pmol/L) (pmol/L)

0.0039 41 0.651 0.999
0.0078 41 0.5553 1.593
0.01172 41 0.6723 1.548

“Mutually non-exclusive” CI za eksperimentalne vrednosti (za agense sa razli¢itim

mehanizmom dejstva i/ili rezistencije)

Paklitaksel 11 Fa CI
(pmol/L) (pmol/L)

0.0039 41 0.651 1.213
0.0078 41 0.5553 2.226
0.01172 41 0.6723 2.1
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CI za eksperimentalne vrednosti

Paklitaksel 11 Fa CI
(pmol/L) (pmol/L)

0.0039 123 0.9033 1.082
0.0078 123 0.8623 1.487
0.01172 123 0.8533 1.721

“Mutually non-exclusive” CI za eksperimentalne vrednosti (za agense sa razli¢itim

mehanizmom dejstva i/ili rezistencije)

Paklitaksel 11 Fa CI
(pmol/L) (pmol/L)

0.0039 123 0.9033 1.215
0.0078 123 0.8623 1.880
0.01172 123 0.8533 2.356
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Tabela 4.5. Efekt CDDP i/ili kompleksa 11 na prezivljavanje Celija

CDDP 11 (umol/L)
(pmol/L)
0 0.5x IC50 1.5x IC50
0 100 97.87+9.33 38.30+6.62
0.5xICsg 66.06+7.67 66.38+3.32 44.89+1.69
I1Cs 52.55+5.27 36.28+10.98 31.38+2.86
1.5x IC5 20.64+5.42 28.37+4.22 33.62+6.32

Tabela 4.6. Vrednosti kombinacionog indeksa (CI) za cisplatinu i kompleks 11

CDDP 11 (pmol/L)
(pmol/L)
0.5x IC5() 1.5x IC5()
0.5xIC5 1.373 1.691
(antagonizam) (antagonizam)
I1Cs 1.235 1.777
(antagonizam) (antagonizam)
1.5x IC; 1.401 2.263
(antagonizam) (antagonizam)
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Slika 4.20. Graficki prikaz kombinacionog indeksa (CI), za simultano dejstvo

48 h, kompleksa 11 sa cisplatinom, na HeLa ¢elijama (CI<1 sinergizam, CI=1 adicija,

CI>1 antagonizam).

CI za eksperimentalne vrednosti

CDDP
(pmol/L)
3.5

7

10.5

11 Fa
(pmol/L)

41 0.3362
41 0.6372
41 0.7163

CI

1.373
1.235
1.401

“Mutually non-exclusive” CI za eksperimentalne vrednosti (za agense sa razli¢itim

mehanizmom dejstva i/ili rezistencije)

CDDP
(pmol/L)
3.5

7

10.5

11 Fa
(pmol/L)

41 0.3362
41 0.6372
41 0.7163

CI

1.800
1.545
1.747
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CI za eksperimentalne vrednosti

CDDP
(pmol/L)
3.5

7

10.5

11 Fa
(pmol/L)

123 0.5511
123 0.6862
123 0.6638

CI

1.691
L1777
2.263

“Mutually non-exclusive” CI za eksperimentalne vrednosti (za agense sa razli¢itim

mehanizmom dejstva i/ili rezistencije)

CDDP
(pmol/L)
3.5

7

10.5

11 Fa
(pmol/L)

123 0.5511
123 0.6862
123 0.6638

CI

2.314
2.535
3.532
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5. DISKUSIJA
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Cilj ovog rada je bio da se ispita antiproliferativna i antimetastatska aktivnost, u
in vitro uslovima, serije Ru(Il)-arenskih kompleksa koji sadrze p-cimen kao arenski
ligand i piridinske derivate koordinovane za rutenijum monodentatno preko atoma azota
piridina kod kompleksa 1-J, ili azota i kiseonika-bidentatno u slu¢aju kompleksa 6-9 i
11.

Antiproliferativna aktivnost serije Ru(Il)-arenskih kompleksa je ispitan na Sest
tumorskih éelijskih linija (HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453, FemX, B16, LS-174),
na dve transformisane endotelijalne linije (EA.hy 926, MS1) i na jednoj normalnoj
zdravoj humanoj liniji (MRC-5). Ispitivani kompleksi 1-9 nisu pokazali znacajnu
citotoksi¢nu aktivnost do koncentracije od 200 pmol/L. Izuzetak od ove serije je
pikolinato-Ru(II)-cimenski kompleks (11) koji je pokazao citotoksi¢nu aktivnost na
svim ispitivanim Celijskim linijama nakon 48 i 72 h tretmana, sa ICs¢ vrednostim u
opsegu 36-250 pmol/L. Uocgena je nesto veca senzitivnost Celija melanoma (narocito
humanog) na kompleks 11 (FemX ICs0™" = 36.23+4.59 pmol/L i FemX [Cso"%" =
53.51+5.40 pmol/L), kao i rezistentnost Celija karcinoma kolona (LS-174 ICso'*"

245.75+£5.27 pmol/L).  Produzivanje = vremena inkubacije nije  pospesilo
antiproliferativnu aktivnost.

Treba naglasiti da je u okviru proucavanja inhibitorne aktivnosti nekih
aromati¢nih masnih kiselina na tumorskim Cdelijskim linijjama ovarijuma uoceno da
pikolinska kiselina ima inhibitorni efekat na rast 2774, CAOV3 i A2780 tumorskih
Celija ovarijuma [158]. Medutim, ICs, vrednosti za pikolinsku kiselinu su bile u opsegu
1,4 - 2,5 mmol/L, Sto je mnogo vise od opsega aktivnosti kompleksa 11 u nasim
ispitivanjima.

U radu smo izmedu ostalih ispitivali i komplekse i nikotinske (5) i izonikotinske
(4) kiseline koje su strukturni izomeri pikolinske kiseline. S obzirom, da se one
monodentatno koordinuju za razliku od bidentatno koordinovanog anjona pikolinske
kiseline, odsustvo antiproliferativne aktivnosti njihovih kompleksa je bilo oc¢ekivano.

Za dalja ispitivanja aktivnosti radi poredenja povezanosti strukture i aktivnosti
odabrana su dva kompleksa sa monodentatno vezanim 3-acetipiridinom (1) i 2-amino-5-
hloropiridinom (3) i dva kompleksa sa bidentano vezanom 2,3-piridindikarboksilnom
kiselinom (6) i 2,4-piridindikarboksilnom kiselinom (7), koji nisu imali znacajnu

citotoksi¢nu aktivnost i kompleks 11, kao kompleks sa zna¢ajnom aktivnoséu.
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Odabrane komplekse je bilo veoma vazno ispitati u pogledu nezeljenih toksi¢nih
efekata, Sto bi moglo da ograni¢i njihov dalji znacaj kao potencijalnih terapeutskih
agenasa. Pratili smo efekat tretmana jedinog agensa koji je pokazao znacajan nivo
antiproliferativnog dejstva, kompleksa 11, i Cetiri odabrana neaktivna kompleksa na
zdrave Celije-humane fetalne fibroblaste plu¢éa (MRC-5). Pokazalo sa da je nivo
toksi¢nosti kompleksa 11 znaGajno nizi na normalnoj liniji (MRC-5 ICs™" =
264.02+17.53 pmol/L) u odnosu na aktivnost na tumorskim linijama, kao i u odnosu na
toksi¢nost CDDP na istoj liniji (MRC-5 ICs,"%" = 28.15 pmol/l), $to mu pruza dobru
perspektivu u daljem razvoju kao potencijalnog antikancerskog leka. Ostali kompleksi
(1, 3, 6, 7) su pokazali izostanak antiproliferativne aktivnosti i na MRC-5 éelijama.

Poredenje strukture i aktivnosti pet odabranih kompleksa je pokazalo da je
zamena supstituisanog piridinskog liganda (u kompleksima 1, 3, 6, 7) ligandom bez
supstituenata, kao 3to je anjon pikolinske kiseline (u kompleksu 11), dovelo do znacajne
antiproliferativne aktivnosti na tumorskim ¢elijama.

U cilju ispitivanja korelacije izmedu antiproliferativne aktivnosti odabranih
kompleksa (1, 3, 6, 7 i 11) i njihovog mehanizma dejstva, analizirali smo njihov
potencijal indukcije promena na nivou Cdelijskog ciklusa koriS¢enjem proto¢nog
citometra nakon bojenja tretiranih celija sa propidijum-jodidom. Rezultati su pokazali
da jedino citotoksi¢ni kompleks 11 indukuje blage perturbacije ¢elijskog ciklusa HeLa
¢elija (smanjenje procenta Celija u G1 fazi i blagi zastoj u S fazi ¢elijskog ciklusa, bez
apoptotskog efekta), nakon 24 h tretmana. Sporiji prolazak kroz replikacionu fazu
¢elijskog ciklusa pokazuje njegovo preferencijalno vezivanje za DNK i u korelaciji je sa
rezultatima dobijenim ICP-OES, koji ¢e biti razmotreni kasnije.

Nesto veéi procenat apoptoti¢nih céelija oko 28 % (za tretman sa ICsg
koncentracijom) uo&en je nakon tretmana HeLa celija 48 h sa ispitivanim kompleksom
11, koriS¢enjem testa za detekciju rane faze apoptoze, dvokolornim bojenjem celija sa
aneksinom i propidijum-jodidom i analize na protonom citometru. Istovremeno se
uocava i blago povecanje procenta ¢elija koje ulaze u kasnu apoptozu (12 % za tretman
sa ICsp koncentracijom), ali i nekrozu (14 % za tretman sa ICsy koncentracijom).

Od ranije je poznato da pikolinska kiselina ima potencijal indukcije apoptoze

kod tumorski celija. Tako je uoceno da kod HL-60 [159], i K562 Celija [7] indukuje
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apoptozu preko kaspaznog puta. Medutim, kod humanih limfocita pod istim uslovima,
apoptoza nije indukovana ovim jedinjenjem [7].

Karakteristika kompleksa 11 sa anjonom pikolinske kiseline kao ligandom da
zadrzi potencijal indukcije apoptoze koji ima sam ligand (pikolinska kiselina) je jo$
jedna od pozitivnih osobina kompleksa koja ga favorizuje za potencijalne farmakoloske
agense.

Ostali ispitivani kompleksi nisu imali uticaja na ¢elijski ciklus HeLa ¢elija i vrlo
zanemarljiv uticaj na Celijski ciklus EA.hy 926 Celija.

Na osnovu ovih i tezultata citotoksi¢nosti ispitivanih kompleksa moze se
pretpostaviti da su u pitanju ciklusno nespecifi¢ni agensi u slu¢aju kompleksa: 1, 3, 6 i
1, s obzirom da je antiproliferativni potencijal pojedinih od njih zavisan od doze ali ne i
duzine ekspozicije. Kompleks 11 moze svrstati u blago ciklusno specifi¢ne agense, s
obzirom na veli¢inu perturbacije ¢elijskog ciklusa.

Prouc¢avajuc¢i mehanizam dejstva agenasa koji su potencijalni lekovi imperativ je
locirati klju¢ne interakcije u Celiji. Mada se DNK smatra najvaznijom metom mnogih
citotoksi¢nih agenasa i formiranja adukata, proteini su se nasli u centru interesovanja
kada su rutenijumski kompleksi u pitanju. Ispitivanje distribucije rutenijuma(Il) u
proteinskoj i DNK frakciji HeLa ¢elija tretiranih ispitivanim kompleksima, koristeci
ICP-OES, je pokazalo da je svaki ispitivani kompleks naden unutar ¢elije, mada su
pokazali razli¢it nivo intracelijske akumulacije i razliCit afinitet za vezivanje za proteine
ili DNK. Kompleks 11 se u najvecoj meri akumulirao u DNK frakciji, za razliku od
ostalih kompleksa, od kojih se samo kompleks 3 nasao u DNK frakciji. Time je
kompleks 11 pokazao drasticno veéi afinitet za vezivanje za DNK u poredenju sa
ostalim ispitivanim kompleksima, ili potencijal gradenja adukata koje je teze ukloniti,
Sto moze biti razlog za njegovo citotoksi¢no dejstvo. Nivo rutenijuma(ll) vezan za
proteinsku frakciju je slican medu testiranim kompleksima, $to moZe da ukaze na znacaj
samog rutenijuma za interakciju sa proteinima.

Kako bismo utvrdili da 1i ispitivani kompleksi indukuju odgovor ¢elije zavisan
od DNK reparacije kao rezultat interakcija sa DNK, ispitivali smo mRNK i proteinski
nivo ekspresije ERCC1 i MSH-2, koji predstavljaju najznacajnije elemente NER i
MMR reparacionih sistema celije, koji mogu i kooperativno ucestvovati u odgovoru

¢elije na agense koji se vezuju za DNK.
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Rezultati ove analize su pokazali da kompleks 11 povecava nivo ekspresije
ERCC1 na mRNK i proteinskom nivou. Ovaj kompleks je indukovao i smanjen nivo
ekspresije MSHZ na proteinski nivo, $to ukazuje na u¢es¢e odgovora Celije zavisnog od
reparacionih mehanizama koji verovatno ne podrazumevaju MMR sistem.

Mora se uzeti u obzir da smanjen nivo MSHZ moze biti i posledica direktne
interakcije agensa sa MSHZ proteinom ili MSH2/DNK kompleksom, a ne samo
posledica lezija na DNK koje je indukovao agens.

Uocena preferencijalna akumulacija kompleksa 11 u DNK frakciji HeLa Celija,
potencijal uticaja na faze Celijskog ciklusa i uticaj na ekspresiju reparacionih enzima
ukazuju na evidentno znacajan doprinos interakcija kompleksa 11 sa DNK njegovom,
po svemu sudeci, veoma kompleksnom mehanizmu dejstva.

Kao 3to je ve¢ navedeno, nizak nivo citotoksi¢nosti in vitro je CcCesta
karakteristika rutenijumskih antikancerskih agenasa, koji su pokazali pre svega dobre
antimetastatske karakteristike [22,23], stoga je veliki deo i ovog rada posvecen
utvrdivanju in vitro antimetastatskog potencijala ispitivanih kompleksa.

Metastaziranje tumora predstavlja viSestepeni proces koji ukljucuje invazivnost,
adheziju, direktnu migraciju, proteoliticku aktivnost kako bi doSlo do degradacije
vancelijskog matriksa [25,26], kao i angiogenezu. Veliki deo ispitivanja bio je usmeren
ka ispitivanju potencijala rutenijum(II)-p-cimenskih kompleksa da inhibiraju neke od
faza invazivnosti i angiogeneze, polazec¢i od analize inhibitornog efekta na aktivnost
matriksnih metaloproteinaza (MMP-2 i MMP-9).

Kao $to je ve¢ naglaseno u uvodu, Zelatinaze i druge MMP su neophodne za
mnoge faze u progresiji tumora. Koraci u kojima su uklju¢ene MMP ukljucuju rast
primarnog tumora, angiogenezu, migraciju i invaziju metastatskih ¢elija u sekundarne
organe, kao i inicijaciju i pospeSivanje rasta tumora na metastatskom mestu. MMP
mogu da aktiviraju ili suprimiraju progresiju tumora sefenjem razli¢itih bioaktivnih
supstrata. Stoga konacni efekat Zelatinaza na progresiju tumora znacajno zavisi od
konteksta [37].

Rezultati analize aktivnost MMP-2 i MMP-9 nakon tretmana 24 h HeLa i EA.hy
926 celija sa ispitivanim kompleksima (1, 3, 6, 7 i 11) pokazali su da jedino kompleks
11 pokazuje znacajnu inhibitornu aktivnost na MMP-2 i MMP-9, kod HeLa i EA.hy 926
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¢elija. Drugi kompleksi rutenijuma ne pokazuju znacajnu inhibitornu aktivnost u ovom
testu.

Dalje je bilo interesantno utvrdilli da li je potencijal kompleksa 11 da utice na
aktivnost MMP-2 i MMP-9 kod FemX ¢elija, koje su pokazale neSto vecu senzitivnost
na ovaj kompleks, posledica uticaja na aktivnost enzima ili uticaja na nivo mRNK.
Pokazalo se da je nivo MMP-2 na mRNK nivou 2,6 puta veca nakon tretmana sa
kompleksom 11, dok nivo enzimske aktivnosti znacajno opada sa povecanjem
koncentracije agensa. Na osnovu ovih rezultata mozemo da tvrdimo da je rezultirajuce
opadanje aktivnosti MMP-2 nakon tretmana posledica uticaja na enzimskom nivou, ali
ne i nivou mRNK.

U daljim ispitivanjima uticaja na invazivnost tumorskih celija ispitivanih
kompleksa u vidu potencijala povecanja adhezije za podlogu, smanjenja migracije Celija
i invazivnosti kroz matrigel, pokazalo se da svi kompleksi podvrgnuti ovim testovima
(1, 3, 6, 7 i 11) pokazuju anti-invazivne osobine, poveéavajuéi adheziju HeLa ¢elija za
podlogu (kompleks 11 ¢ak pri niZoj koncentraciji od ostalih kompleksa) smanjujuci
migraciju i invazivnosti HeLa ¢elija kroz matrigel.

S obzirom da proces angiogeneze, bez koga nije mogu¢ rast i opstanak
metastaza, ukljucuje proliferaciju endotelijalnih ¢elija, migraciju, razlaganje matriksa i
formiranje struktura nalik tubulama izmedu ostalih procesa, za ocekivati je da kompleks
koji je imao znacajan potencijal uticaja na ove procese kod tumorskih ¢elija, kompleks
11, ima isti efekat i na endotelijalnim ¢elijama, $to se i pokazalo tacno.

Ovakav tip uticaja kompleksa 11 na faze metastaziranja tumorskih ¢elija ukazuje
na znacaj interakcije kompleksa sa proteinima, kako unutar Celije tako i izvan nje, kao i
na znacaj ispitivanja ovih interakcija.

Upotrebom razlicitih lekova, moZze se postic¢i efekat na razlicite targete, razlicite
subpopulacije, ili razli¢ite bolesti simultano. Moguce prednosti sinergizma su sledece:

e povecanje efikasnosti terapeutskog delovanja,

e smanjenje doze ali povecanje ili odrzavanje iste efikasnosti kako bi se izbegla
toksicnost,

e minimiziranje ili usporavanje razvoja rezistencije.
Zbog navedene terapijske koristi, kombinacije lekova se Cesto upotrebljavaju i

postale su najces¢i nacin lecenja u onkologiji.
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Kombinovani tretman Hela celija sa kompleksom 11 u kombinaciji sa
inhibitorom PARP-a (3-AB-om), istovremeno tokom 48 h, u poredenju sa cisplatinom u
kombinaciji sa 3-AB-om, pokazao je da 3-AB pojacava aktivnost kompleksa rutenijuma
sa povecanjem koncentracije 3-AB. To ukazuje na potencijal kompleksa rutenijuma da
indukuje prekide na jednom lancu DNK, kao posledica direktnog vezivanja za DNK ili
kao posledica indirektnog citotoksi¢nog efekta.

Analiza mehanizma dejstva 3-AB je pokazala da je za njegovu inhibitornu
aktivnost kriti¢na karboksamidna grupa. Takode, postoje podaci da benzamidi mogu da
se vezu za prekide na DNK, time onemogucéavaju¢i da ih PARP-1 prepozna i time
sprecavajuci aktivaciju enzima [86]. PARP-1 inhibitori sami po sebi nisu citotoksi¢ni
pri koncentracijama koje postizu PARP-1 inhibiciju. Medutim, pri viSim
koncentracijama, 3-AB pokazuje inhibiciju “de novo” sinteze purina, i zaustavljanje
deobe celija u kulturi [87,88]. Vecina inhibitora je dizajnirana tako da imitira interakcije
supstrat-enzim izmedu NAD+ i PARP-1 [83].

Predlozena je i alternativna hipoteza mehanizma kod koje je PARP farmakoloski
target lekova na bazi metala [155]. Ova hipoteza je zasnovana na studiji istrazivanja
inhibitorne aktivnosti serije lekova na bazi metala (platine, rutenijuma, zlata) na ¢istom
PARP-1 i na proteinskoj komponenti humanih ¢elija kancera dojke MCF-7 [155]. Ovaj
aspekt aktivnosti kompleksa 11 ¢e biti ispitan u okviru narednih istraZivanja u nasoj
laboratoriji (Laboratorija za eksperimentalnu farmakologiju, IORS).

Ispitivani kompleks 11 je pokazao potencijal smanjenja MSH2 proteina kod
tretiranih Celija, a s obzirom da je poznato da je MMR jedan od sistema za reparaciju
lezija indukovanih cisplatinom, bilo je interesantno ispitati da 1i kompleks 11 utice na
aktivnost cisplatine.

Takode, bilo je interesantno ispitati i kombinovani efekat kompleksa 11 sa
paklitakselom, antikancerskim agensom sa potpuno drugacijim mehanizmom dejstva.

Kombinovani tretman HeLa celija sa kompleksom 11 i klinicki relevantnim
lekovima cisplatinom i paklitakselom, sa svakim pojedina¢no, pokazao je da kompleks
11 ima pribliZzno aditivan efekat sa najnizom koncentracijom paklitaksela, dok sa vi§im
koncentracijama paklitaksela i svim koncentracijama cisplatine pokazuje antagonizam.
S obzirom da preovladava antagonizam kao rezultujuci efekat tretmana sa kompleksom

11 u kombinaciji sa cisplatinom tj. paklitakselom, to ukazuje da bi mehanizam dejstva
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kompleksa 11 mogao da ima nekih dodirnih tacaka (nekih zajednic¢kih interakcija) sa
mehanizmom dejstva cisplatine i paklitaksela.

Poredenje strukture i aktivnosti ispitivanih rutenijum (II)-arenskih kompleksa u
ovom radu ukazuje na heterogenu prirodu aktivnosti ovih kompleksa. Zamena
supstituisanog piridinskog liganda kod neaktivnih kompleksa (1-9) sa anjonom
pikolinske kiseline (kompleks 11) doprinela je znacajnom antiproliferativom i in vitro
antimetastatskom efektu ovog kompleksa.

Ru(Il)-arenski kompleksi ispitivani u ovom radu su, bez obzira na
antiproliferativni potencijal, pokazali in vitro antimetastatski efekat, koji se ogledao u
uticaju na adheziju, migraciju i angiogenezu, dok je kompleks 11 uticao i na degradaciju

vancelijskog matriksa.
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6. ZAKLJUCAK
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Na osnovu rezultata in vitro ispitivanja antikancerskih karakteristika Ru(II)-arenskih
kompleksa, uocava se da ispitivani kompleksi imaju veoma komplikovan mehanizam
dejstva, koji ukljucuje procese kako unutar tako i izvan Celije.

Uoceno je da je zamena razli¢ito supstituisanih piridinskih liganada kod
neaktivnih kompleksa (1-9) sa anjonom pikolinske kiseline dovela do povecane
antiproliferativne aktivnosti kompleksa (11). Time je ovaj kompleks postao glavna tema

daljih ispitivanja.

Pikolinato-Ru(II)-p-cimenski  kompleks je pokazao niz  znacajnih

karakteristika:

e Znacajan antiproliferativni potencijal na ispitivanim tumorskim celijskim

linijama i odsustvo istog na ispitivanim normalnim celijama

e Potencijal blagog zaustavljanja celija u S fazi Celijskog ciklusa pracenog

uvodenjem celija u apoptozu

e Znacajan potencijal vezivanja za DNK, praéen povecanjem ekspresije
reparacionog enzima ERCC1 na proteinskom i mRNK nivou, i uticajem na nivo

MSH?2 proteina, sto ukazuje na odgovor Celije zavisan od reparacije DNK

e Pojacanje antiproliferativnog dejstva u kombinaciji sa inhibitrom PARP-a 3-

aminobenzamidom

e U koinkubaciji sa paklitakselom i cisplatinom kompleks 11 je pokazao aditivan
efekat sa najniZzom koncentracijom paklitaksela, dok sa viSim koncentracijama

paklitaksela i svim koncentracijama cisplatine je pokazao antagonizam

e Znacajan inhibitorni uticaj na invazivnost i metastati¢nost tumorskih celija u
vidu inhibitornog delovanja na aktivhost MMP-aza, migraciju tumorskih ¢elija

kao i inhibitorni uticaj na angiogenezu in vitro.
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S obzirom na interakcije sa DNK i in vitro antimetastatske karakteristike pikolinato-
Ru(II)-p-cimenski kompleks je postao tema i daljih in vitro ispitivanja mehanizma

dejstva. U buduénosti se ocekuje da postane tema i in vivo ispitivanja.
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In our previous study, ruthenium(1l)-p-cymene complexes of general formula [(1®-p-cymene)Ru(L)CI2], L: 3-
acetylpyridine (1), 2-amino-5-chloropyridine (2); and [(n°®-p-cymene)Ru(HL)Cl], HL: 2,3-pyridinedicar-
boxylic acid (3), 2,4-pyridinedicarboxylic acid (4), revealed low antiproliferative activity, except complex
[(n®-p-cymene)RuCl(picolinic acid)]-H,0 (5) which exhibited ICso around 80 pM. In this study we further in-
vestigated in vitro potential of antimetastatic action of ruthenium complexes on HeLa and two endothelial
cell lines. Comparison of structure and activity of five complexes indicated heterogenic mode of activity,
with regard to the potential of antimetastatic and antiproliferative effect. Replacement of substituted pyri-
dine ligand with picolinic acid (complex 5) around Ru(II) center contributed to complex cytotoxicity and ru-
Antimetastatic thenium DNA binding affinity. Analysis of ruthenium(II) accumulation in DNA and protein fractions of HeLa
ERCC1 cells, using ICP-OES revealed significantly higher content of complex 5 in DNA fraction in comparison to the
PARP other tested compounds. It also altered cell cycle progression, affected expression of DNA repair enzymes
ERCC1 and MSH2, and showed enhanced activity in combination with 3-aminobenzamide.

Regardless of their effect on cell growth, Ru(Il) complexes exerted antimetastatic effect on several tumor cell
lines in vitro, achieved mostly by the effect on cell adhesion, migration and angiogenesis, while picolinate

Keywords:
Ruthenium(Il)-arene
Antiproliferative activity

ruthenium(Il)-arene additionally exerted inhibitory effect on extracellular matrix degradation.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Cisplatin and structurally related platinum based drugs represent
unique and important class of antitumor agents. Among the great
number of non-platinum metal complexes examined for anticancer
characteristics up to date, recent attention is focused on ruthenium
complexes. Ruthenium complexes are reported to show patterns of
antitumor activity and clinical toxicity that are distinct from those
of platinum complexes [1-4].

The most likely interactions of ruthenium complexes are with:
plasma proteins, collagens of the extracellular matrix (ECM), actins
on the cell surface, regulatory enzymes within the cell membrane
and/or in the cytoplasm and DNA in the cell nucleus, which can give
them diversity of modes of action involving both extra- and intra-
cellular processes [5].

In the last 30 years, a large number of ruthenium containing
agents have been synthesized and tested for potential anticancer

* Corresponding author. Fax: +381 11 2067 294.
E-mail address: sinisar@ncrc.ac.rs (S. Radulovic).

0162-0134/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jinorgbio.2011.12.002

activity [1]. Interestingly, some ruthenium complexes demonstrate
greater efficacy against cancer metastasis than against primary tu-
mors. Examples of such complexes include the two complexes
NAMI-A and KP1019 which underwent phase II clinical trials [1].

The most numerous group of cytotoxic ruthenium compounds is
Ru(Il)-arene complexes, which were developed primarily by Dyson
and co-workers and Sadler and co-workers, although none of these
compounds has yet entered clinical trials [5].

In our previous studies series of ruthenium(Il) complexes containing
the p-cymene ligand and a pyridine derivative coordinated in a mono-
dentate or bidentate manner were synthesized and characterized by
standard analytical techniques [6,7].

Analysis of cell growth inhibition caused by Ru complexes of
structural formula [(m®-p-cymene)Ru(L)Cl,], (L: 3-acetylpyridine
(1), 2-amino-5-chloropyridine (2)); and [(n°-p-cymene)Ru(HL)Cl],
(HL: 2,3-pyridinedicarboxylic acid (3), 2,4-pyridinedicarboxylic acid
(4)), and [(n®-p-cymene)RuCl(picolinic acid)]-H,0 (5) (Fig. 1) on
panel of tumor cell lines (HeLa, B16, MDA-MB-361, MDA-MB-453
and LS-174) revealed low antiproliferative activity (ICso >200 uM),
except for compound 5 with ICsg 81.97 UM as already reported [6,7].
Knowing that few Ru complexes which failed traditional anticancer
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Fig. 1. Structures of investigated ruthenium-p-cymene complexes.

drug screening programs based on their level of genotoxicity and cy-
totoxicity in vitro, have demonstrated antimetastatic activity [1-3],
we further investigated mechanism of action of our Ru(II)-p-cymene
complexes, and extended our research on endothelial cells lines:
EA.hy 926 (transformed human umbilical vein endothelial cells) and
MS1 (murine endothelial cells), as model systems for in vitro analysis
of antiangiogenic activity [8,9].

Potential of our Ru(Il)-p-cymene complexes to modulate several
steps of metastatic progression like adhesion, migration, invasion,
proteolitic degradation of extracellular matrix and formation of new
blood vessels has been studied in vitro.

Intracellular distribution of ruthenium among protein and DNA
cellular fractions in Hela cells was analyzed by ICP-OES, while effect
on cell cycle progression was determined by Flow cytometry.

Though the pharmacological target of ruthenium complexes has
not been unequivocally identified, it is generally accepted that their
cytotoxicity is related to their ability to bind DNA, comparably to plat-
inum based drugs [10]. Cell DNA-damage response depends upon the
nature of the lesion and recruits complex system of DNA-damage rec-
ognition/repair proteins.

Major mechanisms involved into repair of cisplatin induced
DNA-lesions are reported to be Nucleotide Excision Repair (NER)
and Mismatch Repair (MMR) mechanisms, and role of excision re-
pair cross-complementing 1 (ERCC1) protein and MutS homolog
(MSH) proteins in cell response to platinum drugs has been exten-
sively investigated [11-14]. In this study we evaluated whether

DNA-repair-dependent signaling which includes components of
NER or MMR is utilized in cell response to ruthenium(II)-p-cymene
complexes, by following expression of ERCC1 (mRNA and protein
level) and MSH2 (protein level) using Quantitative Real-Time PCR
(RQ-PCR) and Western blot. PARP is another nuclear enzyme re-
sponsible for recognition and repair of single-strand DNA-breaks,
which might be induced by metal based drugs or oxidative stress
[15-17]. PARP also takes role in cell cycle progression and cell
death signaling, and is potential molecular target for development
of PARP inhibitors as chemo-sensitizer to DNA-damaging agents
[18]. In order to determine contribution of PARP in cell response to
ruthenium-based complexes we investigated whether PARP inhibi-
tion by 3-aminobezamide may potentiate action of complex 5 on
HelLa cells.

2. Results and discussion
2.1. Results of MTT assay

Antiproliferative action of a series of Ru(Il)-arene complexes of
structural formula [(n°-p-cymene)Ru(L'?)Cl,], where L'? is 3-
acetylpyridine (1) and 2-amino-5-chloropyridine (2), correspond-
ingly, and [(n°-p-cymene)Ru(H,L3*4)Cl], where H,L3** represent
2,3-pyridinedicarboxylic acid (3), 2,4-pyridinedicarboxylic acid (4)
have been reported previously on six tumor cell lines showing no
cytotoxic activity up to 200 uM [6]. In this study additional structure
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Table 1
Results of MTT assay for complexes 1— 5 are presented as ICsq values, obtained after 48
or 72 h treatment.

Complex IC50 (uM)
EA.hy 926 MS1 HeLa®
1 48 h >300 >300 275.714+1.57
72h >300 270.04+3.71 244.00+1.91
2 48h >300 220.82+15.98 >300
72h 258.46+2.79 218.91+6.21 283.20+3.12
3 48 h >300 >300 >300
72h 259.4249.83 >300 >300
4 48 h >300 >300 >300
72h >300 >300 >300
5 48 h 95.47+7.36 78.3+4.09 81.97+14.17
72h 88.36+8.10 108.544-9.45 149.354-12.06

¢ Results of activity on HeLa cells are already published [6,7].

activity comparison has been performed on endothelial cell lines
(model systems for in vitro angiogenesis) by MTT assay [19], includ-
ing compound of structural formulae [(n°-p-cymene)RuCl(picolinic
acid)]-H,0 (5) [7]. Results are shown in Table 1. in terms of ICsq
values, determined from 3 to 4 independent experiments.
Antiproliferative activity of investigated complexes on endothelial
cells were low, indicated by high ICsq values (>200 pM), except for
complex 5. Ruthenium compound 5 exhibited cytotoxic activity on
all investigated cell lines after both 48 h and 72 h of continual incuba-
tion, with ICsg values falling in the 80-150 UM range. No significant
tumor cell type selectivity was observed, although Hela are

marginally the most sensitive to this complex. Prolongation of incu-
bation time (from 48 h to 72 h) did not improve the antiproliferative
activity.

As already mentioned, the low cytotoxicity in vitro is very common
feature for ruthenium-based anticancer agents which were shown in a
number of cases to possess good antitumor, and above all, antimetastatic
properties [20,21].

2.2. Cell cycle

The effect of investigated ruthenium(II)-p-cymene complexes on
cell cycle progression of HeLa and EA.hy 926 cells was examined by
flow cytometry after continual treatment for 24 h, using staining
with PI [22]. Examination of the histograms indicated that only cyto-
toxic complex 5 induced perturbations of cell cycle of HeLa cells, and
results are presented in Fig. 2. Other complexes had no effect on cell
cycle phase progression in both Hela and EA.hy 926 (data not
presented).

Obtained results show that complex 5 induced decrease of percent
of cells in G1 and slight arrest in the S phase of cell cycle, with no ap-
optotic effect (evaluated as Sub-G1 fraction). Slower progression
through replication phase indicates its preferential binding to DNA
and correlates with the results obtained by ICP-OES (see below).

2.3. Intracellular distribution of ruthenium(Il) in protein vs. DNA fraction
While investigating mechanism of action of potential drug candi-

dates it is imperative to locate drug interactions with key targets in
the cell [20]. We separately analyzed ruthenium(Il) distribution
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Fig. 2. Effect of the complex 5 (ICso) on cell cycle progression of HelLa cells following 24 h incubation. Histograms presented are representative of three independent experiments.



56 N. Gligorijevic et al. / Journal of Inorganic Biochemistry 108 (2012) 53-61

among the DNA and protein fractions in HeLa cells treated with inves-
tigated ruthenium(Il)-p-cymene complexes, using ICP-OES analysis,
after 24 h treatment with 100 uM of investigated complexes. Each in-
vestigated Ru(Il) compound was found intracellular, although exhi-
biting different levels of intracellular accumulation and different
affinities for protein or DNA binding (Fig. 3). Complex 5 was preferen-
tially accumulated in DNA fraction, showing drastically higher affinity
for DNA-binding in comparison to other investigated Ru complexes,
which may be a reason for its cytotoxic action. Level of ruthenium
bound to protein fraction was comparable among the tested com-
plexes. Complexes 1, 3, 4 exhibited no DNA binding, which indicates
that ligand structural differences of tested Ru(Il) compounds signifi-
cantly influenced affinity or stability of DNA interactions. Complexes
1 and 2 as well as 3 and 4 have some characteristics which probably
obstruct DNA interactions, especially drug intercalation through m°-
bonded arene (such as rotation of the organic ligand about the
Ru-N bond in complexes 1 and 2; and —COOH residue in meta-
and para-position with respect to the N atom of the aromatic ring at
complexes 3 and 4).

In contrast, complex 5 has a relatively planar surface, free from
substituents, which enables interactions with DNA thus inducing
the observed antiproliferative activity.

2.4. In vitro antimetastatic potential

Tumor metastasis is one of the major obstacles to cancer treat-
ment and is a complex multistep process that involves invasion, ad-
hesion, direct migration, and proteolitic activity to degraded ECM
barriers [23,24]. Ru-based complexes are reported to exhibit unique
antimetastatic properties regardless of their cytotoxic effect [20,25].
Thus far, we investigated potential of our ruthenium(Il)-p-cymene
complexes to inhibit several steps of tumor cell invasion and angio-
genesis, starting with analysis of their inhibitory activity on matrix
metalloproteinases (MMPs), in HeLa cells.

2.4.1. Gelatin zymography

MMPs are the family of tissue degrading enzymes that facilitate
invasion and metastasis through dissolution of the basement mem-
brane and degradation of the ECM. Among the MMPs, MMP-9 and
MMP-2 (capable of degrading gelatin) are thought particularly im-
portant in the invasion of the cancer cells [24].

The activities of secreted MMP-2 and MMP-9 after 24 h treatment of
HeLa and EA.hy 926 cells were analyzed by gelatin zymography. Results
show that only complex 5 exhibited inhibitory activity on secreted
MMP-2 and MMP-9 in HeLa and EA.hy 926 cells, respectively (Fig. 4C).

[ Proteins

pg Ru/ug proteins or DNA

Other ruthenium complexes have not shown any inhibitory effect in
this assay.

2.4.2. Invasion assay

In order to investigate in vitro potential of ruthenium complexes
to inhibit invasion of HeLa cells, we used BD BioCoat Matrigel inva-
sion chambers as a system with the reconstituted basement mem-
brane matrix-matrigel as an invasive substrate coated on a
microporous filter membrane [26]. All investigated ruthenium com-
plexes exhibited the potential of inhibiting HeLa cells invasion
(Fig. 4A). Among the non toxic ruthenium complexes which were ap-
plied at equimolar concentrations (100 uM), complex 2 reduced inva-
sion with 33.6% of inhibition compared to the control (100%
invasion). Cytotoxic complex 5 exhibited inhibitory activity on HeLa
cell invasion up to 20%, although at lower concentration being
41 pM (which is half of its ICsq value).

2.4.3. Adhesion assay

Pro-adhesive properties of investigated ruthenium(II)-p-cymene
complexes on adhesion of HeLa cells on plastic substrate (uncoated
bottom of the plates) were evaluated as resistance to trypsin treat-
ment, which is a good measure of adhesive strength [27]. We deter-
mined that after 90 min treatment with 100 pM concentration,
complexes 2 and 3 contributed 3 times more to the adhesion of
Hela cells, on plastic surface, compared to that in the same test per-
formed with control cells (Fig. 4B).

Results of the adhesion assay seem to be compatible with the re-
sults of the matrigel invasion assay (Fig. 4A). The same ruthenium
complexes 2 and 3, which among the tested complexes contributed
the most to the cell adhesion, also exhibited the greatest inhibitory
effect on invasion behavior of the cell, through Boyden chamber
membranes.

2.4.4. Inhibition of cell migration (Scratch assay)

Wound migration assay was used as in vitro assay to determine
at first glance whether investigated ruthenium complexes have di-
rect influence on migration of HeLa cells [28]. For this assay conflu-
ent cultures of HeLa cells were wounded and then incubated in fresh
complete medium. Migration of cells was observed periodically over
time under the microscope and representative pictures were taken
at 24 h and 48 h. Complex 5 induced inhibition of migration of
HeLa cells which was very visible after 48 h incubation (Fig. 4D
shows results of wound assay for complex 5 only). Other tested
complexes 1, 2, 3 and 4 induced mild inhibition effects (results not
shown).

O DNA

3

Complexes

Fig. 3. Ruthenium(II) content in HeLa cells (DNA vs. protein fraction of cells) after 24 h treatment, measured by ICP-OES. Representative experiment.
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Fig. 4. In vitro antimetastatic properties of the complexes. A. The effect of investigated complexes on HeLa cell invasion, after 24 h treatment and 48 h invasion determined by Matrigel
invasion assay. Data are presented as the percentage relative to the control (untreated cells) and are representative of one experiment in duplicates. B. The effect of compounds on adhesion
ability of HeLa cells to plastic surface (at a dose of 100 uM for 90 min) determine by SRB assay. Data are representative of one out of three separate experiments with standard deviations,
compared to non treated controls. C. Gelatin zymography of HeLa and EA.hy 926 cell treated for 24 h with 100 pM of investigated complexes. D. Typical results of migration assay (scratch
assay) for HeLa cells either in the absence or presence of 0.5 x ICso complex 5. Center of the gap is indicated with the spot line.

2.4.5. Tube formation assay ruthenium complexes on angiogenesis in vitro, the tube formation
Angiogenesis involves endothelial cell proliferation, migration and assay was performed. When seeded onto matrigel in the presence of ap-
capillary tube formation. To examine the effect of our investigated propriate media MS1 (endothelial) cells start to reorganize, showing

Complex 5 (0.5xIC.)

Fig. 5. Tube formation assay (antiangiogenic potential in vitro). Representative micrographs of tube formation of MS1 cells treated for 24 h with complex 5 (0.5 x1Csq) versus
control.
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Fig. 6. Expression level of ERCC1 mRNA determined by Real-Time-PCR (A) and protein expression level determined by Western blot (B), in HeLa cells after 24 h exposure with investigated

complexes 2, 3,4, 5 (100 uM) and CDDP (7 uM).

projections and forming cell-cell contacts and polygon structures [8]. In
our experiment MS1 endothelial cells were treated with sub-toxic con-
centrations of investigated complexes to determine their potential to
decrease ability of these cells to extend and differentiate into tube-like
structures. Our complexes 1, 4, and 5 showed some potential to inhibit
characteristics of angiogenic behavior of endothelial cells. Complex 5 in-
duced the highest inhibitory effect among the tested complexes, and re-
sults are presented in Fig. 5.

2.5. Effect on expression of ERCC1 mRNA level by Quantitative Real-Time
PCR (RQ-PCR) and protein level (Western blot)

There is considerable interest in the interactions of ruthenium(II)
complexes with DNA as well as the biological impact of the interactions
[10,29,30]. In order to evaluate whether investigated ruthenium com-
plexes induce DNA-repair-dependent cell response as the result of cyto-
toxic DNA lesions, we investigated mRNA expression level of ERCC1,
and protein expression level of ERCC1 and MSH2, which might be coop-
eratively involved in cell response to DNA-binding anticancer agents
[31]. ERCC1 is critical component of NER which is primarily induced in
the repair of bulky platinum-DNA adducts, and it is known that its re-
pair function extends beyond NER and may play role in cell response
to the other type of DNA lesions [31]. Data obtained on Hela cells
after 24 h continual treatment showed that cytotoxic complex 5 signif-
icantly increased expression of ERCC1 on mRNA level (Fig. 6A). Other
ruthenium compounds showed no effect or negatively modulated rela-
tive expression levels of ERCC1 mRNA, compared to the non treated
control, as determined by RQ-PCR. This data are in accordance with
the results of Western blot (Fig. 6B), which showed increased protein
expression level induced by complex 5, in comparison to the control.
ERCC1 has been investigated as a marker of cisplatin resistance, and
ERCC1 mRNA expression correlates to sensitivity to cisplatin to some
extend [12], thus far cisplatin has been used as reference compound
in this study. After 24 h cisplatin treatment in HelLa cells, ERCC1
mRNA expression was slightly downregulated, which was opposite to
the effect of Ru complex 5. An additional study is necessary to address
the role of ERCC1 upregulation in response to complex 5 induced
cytotoxicity.

2.6. Effect on expression of MSH2 protein level (Western blot)

MSH2 is a component of mismatch repair system (MMR) which
has central role in correcting mismatches in DNA occurring during

Fig. 7. MSH2 protein expression level in HeLa cells after 24 h treatment with complexes
1-5 (100 pM) and CDDP (7 uM) determined by western blot.

DNA replication and has been implicated in triggering of apoptosis in-
duced by a number of cytotoxic anticancer agents [8]. Based on the
idea that MSH components mediate sensitivity to DNA damaging
agents, we investigated whether MSH2 might be included in cell re-
sponse to Ru(Il)-p-cymene complexes, especially complex 5 which
showed preferential affinity for DNA binding. We have analyzed
MSH2 protein expression level in HeLa after 24 h treatment with in-
vestigated complexes, comparing to cisplatin and non treated control.
Data obtained indicated that protein level of MSH2 decreased after
treatment with complex 5, while rest of the complexes, including cis-
platin as a reference, had no effect (Fig. 7).

2.7. Combinational drug study

PARP is a nuclear enzyme involved in single strand-break repair
and may be inhibited to increase chemosensitivity to wide spectrum
of DNA-damaging agents including alkylating agents (cisplatin),
topoisomerase I inhibitors (etoposide) etc. [17]. Assuming that ruthe-
nium complex 5 bind to DNA, inducing lesions, we investigated
whether combination study of complex 5 with PARP-1 inhibitor 3-
aminobezamide on HelLa cells, may interfere with complex 5 induced
cytotoxicity. Results of combinational drug study (Fig. 8) showed that
3-AB at concentration of 2 mM potentiated cytotoxicity of complex 5
which indicates that Ru complexes may induce DNA-single-strand
breaks, either as the result of direct binding to DNA or as an indirect
cytotoxic effect [16].

3. Conclusion

Based on their in vitro anticancer properties, investigated com-
plexes have one complicated mechanism of action, involving both
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Fig. 8. Cell growth inhibition graph of HeLa cells after 48 h continual action of combined
treatment of complex 5 (at concentrations corresponding to 0.5 x ICsg, ICso and 1.5xICs)
and 3-AB (at concentrations 1 mM and 2 mM), determined by SRB assay. Data are repre-
sentative for one out of three separate experiments with standard deviations.
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extra and intra-cellular processes, quite distinct from that of classical
platinum-based compounds.

In accordance with the previously published results [6,7] where
replacement of pyridine ligands in the molecule of the ineffective
ruthenium(Il)-arene (complexes 1-4), with picolinic acid, resulted
in an enhancement of antiproliferative activity, additional study on
two endothelial cell lines (EA.hy 926, MS1) showed again that picoli-
nate ruthenium(Il)-arene (complex 5) exhibited enhanced activity,
compared to the other complexes. Complex 5 exerted its cytotoxic ef-
fect through S phase cell cycle arrest and significant preference for
DNA binding. Our investigation of intracellular distribution of ruthe-
nium complexes allowed us to conclude that DNA, rather than pro-
teins, may present target for complex 5 cytotoxic action. Moreover,
it upregulated expression of DNA repair enzyme ERCC1 on both
mRNA and protein level, and affected protein level of MSH2, which
indicated involvement of DNA-repair-dependent cell response. Po-
tentiation of action of complex 5 in combination with PARP-1 inhibi-
tor 3-AB, suggests importance of understanding cellular pathways or
targets utilized by ruthenium complexes which show enhanced sen-
sitization of tumor cells in combination with PARP inhibition.

Complexes 1-4 which preferentially accumulated in protein frac-
tion had minor growth inhibitory effect and modest anti-invasive po-
tential. Complex 5 showed inhibition of MMP-s activity, inhibition of
migration of HeLa cells, and inhibition of tube formation of MS1 endo-
thelial cells (antiangiogenic potential in vitro). Comparably to NAMI-
A like ruthenium compounds (3), Ru(Il) complex 5 showed capacity
to modify important parameters of metastasis. However, the nature
of the target(s) responsible for the antimetastatic activity remains
to be elucidated.

Structure-activity comparison revealed heterogenic mode of ac-
tivity of tested ruthenium(Il) complexes with regard to antimeta-
static effect and cytotoxic potential. Variations of the nature of
monodentate or bidentate ligand significantly influenced pharmaco-
logical properties of the complexes. Moreover, arene identity may af-
fect drug-uptake and interactions with the potential intracellular
targets such as DNA, contributing to noncovalent, hydrophobic inter-
actions with DNA bases, such as intercalation (29).

Based on the data obtained in this research, picolinate rutheniu-
m(Il)-arene (complex 5) distinguished among the tested ruthenium
complexes, according to its highest antiproliferative and antimetas-
taic potential in vitro. Replacement of substituted pyridine ligand (in
complexes 1, 2, 3, 4) with ligand of planar surface, free from substit-
uents such as picolinic acid (complex 5) allowed for better DNA bind-
ing affinity and cytotoxicity.

Due to the interaction with DNA and in vitro antimetastatic char-
acteristics we believe that complex 5 is promising candidate for fur-
ther in vivo antitumor study.

4. Experimental protocols
4.1. Synthesis

The complexes of structural formula [()°-p-cymene)Ru(L}2)Cl,],
where L2 is 3-acetylpyridine (1) and 2-amino-5-chloropyridine (2),
correspondingly, and [(n°-p-cymene)Ru(H,L*%)Cl], where H,L3* rep-
resent 2,3-pyridinedicarboxylic acid (3), 2,4-pyridinedicarboxylic acid
(4), and [ (n°-p-cymene)RuCl(picolinic acid)]-H,O (5) were synthesized
and characterized as previously described [6,7].

4.2. Analysis of cell growth inhibition by Ru(Il)-complexes

4.2.1. Cell culture

The endothelial cell lines EA.hy 926 (permanent human cell line de-
rived from a fusion of human umbilical vein endothelial cells-HUVEC
and human lung adenocarcinoma cells-A549) and MS1 (murine endo-
thelial cells immortalized by infection encoding SV40 large T antigen)

were maintained as monolayer culture in nutrient medium, Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM). Powdered DMEM medium were pur-
chased from Sigma-Aldrich Co. Nutrient medium DMEM was prepared in
sterile ionized water, supplemented with penicillin (192 IU/ml), strepto-
mycin (200 pg/ml), 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
(HEPES) (25 mM), L-glutamine (3 mM) and 10% of heat-inactivated
fetal calf serum (FCS) (pH 7.2) and p-glucose (4.5 g/1).

The cells were grown at 37 °C in 5% CO, and humidified air
atmosphere.

4.2.2. MTT assay

Antiproliferative activity of complexes 1-5 was determined using
3-(4,5-dymethylthiazol-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,
Sigma-Aldrich Co.) assay [19]. Cells were seeded in 96-well cell cul-
ture plates (NUNC) EA.hy 926 (4000c/w) and MS1 (7000c/w) in cul-
ture medium and grown for 24 h. Compounds were dissolved in
DMSO and further diluted with nutrient medium to desired concen-
trations (up to 300 pM). Final concentration of DMSO never exceeded
1%. Solutions of various concentrations of examined compound were
added to the wells, except the control wells where only nutrient me-
dium was added. All tests were carried out in triplicate. After incuba-
tion periods of 48 and 72h 20pL of MTT solution, 5 mg/mL in
phosphate buffer solution, pH 7.2 were added to each well. Samples
were incubated for 4 h at 37 °C, with 5% CO, in humidified atmo-
sphere. Formazan crystals were dissolved in 100 pul of 10% sodium
dodecyl sulfate (SDS). Absorbances were recorded on an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) reader (ThermoLabsystems
Multiskan EX 200-240 V) after 24 h at the wavelength of 570 nm.
ICsp (UM) values were determined from the cell survival diagrams.

4.3. Flow-cytometric analysis of cell cycle phase distribution

Quantitative analysis of cell cycle phase distribution was per-
formed by flow-cytometric analysis of the DNA content in fixed
HelLa and EA.hy 926 cells, after staining with propidium iodide (PI)
[22].

Cells were seeded at density of 2x10° cells/well at 6-well plate
and growth in nutrition medium. After 24 h cells were continually ex-
posed to investigated compounds 1-4 (300 pM) and 5 (82 puM/ICsp).
After 24 h of continual treatment cells were collected by trypsiniza-
tion, washed twice with ice-cold PBS, and fixed for 30 min in 70%
EtOH. After fixation cells were washed again with PBS, and incubated
with RNaseA (1 mg/mL) for 30 min at 37 °C. Just before flow-
cytometric analysis cells were stained with PI at concentration of
400 pg/mL. Cell cycle phase distribution was analyzed using a fluores-
cence activated sorting cells (FASC) Calibur Becton Dickinson flow
cytometer and Cell Quest computer software.

4.4. Intracellular distribution of investigated complexes (proteins vs. DNA
fraction)

Ruthenium level in proteins vs. DNA fraction after treatment of
Hela cells with investigated complexes was determined using ICP-
OES. 6x10° cells/75 cm? falcon dish (NUNC) were treated with in-
vestigated complexes in 100 UM concentrations for 24 h. After treat-
ment cells were washed by ice cold PBS and harvested by scraping.
After centrifugation at 2000 rpm, 10 min at 4 °C cell pellet was frozen
at —70 °C.

DNA and proteins were isolated using TRI Reagent® (Sigma-
Aldrich Co.) according to manufacturer's procedure and concentrations
determined spectrofotometrically by measuring absorbance at A260
and A280 nm respectively (Eppendorf BioPhotometer 6131). Rutheni-
um levels were determined in isolated DNA and protein fraction, after
sample preparation for ICP-OES according to standard procedure,
using Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific,
Cambridge, UK)
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4.5. In vitro antimetastatic potential

4.5.1. Gelatin zymography

Gelatinolitic activity of secreted MMP-2 and MMP-9 in drug-
treated HelLa and EA.hy 926 cells was analyzed by zymography in
10% SDS-polyacrylamide gels impregnated with 0.1% gelatin.

Cells were seeded in 6-well plate (NUNC) in duplicate (6x 10°c/w)
in nutrition medium being RPMI for HeLa and DMEM for EA.hy 926
cells. At 70% of confluence cells were exposed to investigated complexes
(100 uM) in serum-free medium, for 24 h. Equal amounts of superna-
tant proteins for each sample, as determined by Bradford assay [32],
were mixed with loading buffer (loading buffer: 0.125 M Tris-HCl, pH
6.8; 20% glycerol; 10% SDS and 0.25% bromophenol blue) before loading
to the SDS-polyacrylamide gels. Electrophoresis was performed at
125V, gels were washed 3 times for 20 min in renaturing solution
(2.5% Triton X-100) followed by a 48 h incubation at 37 °C in the
enzyme assay buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5; 0.2 M NaCl; 5 mM
CaCl,; 0.05% NaNs) for the development of enzyme activity bands.
After incubation, the gels were stained with 0.05% Coomassie brilliant
blue G-250 in a mixture of MeOH: AcOH:H,0 (2.5:1:6.5) and destained
in 4% MeOH with 8% AcOH. In order to increase the sensitivity, the
gels were further destained in a solution of 1% Triton X-100 (1-2 h)
[24,33]. The gelatinolytic activities were visualized as clear transparent
bands against the blue background of Coomassie brilliant blue-stained
gelatin.

4.5.2. Matrigel invasion assay

The potential of our ruthenium(Il)-p-cymene complexes, to inhib-
it invasion of HeLa cells we carried out by matrigel invasion assay in
24-well BD BioCoat Matrigel invasion chambers (BD Biosciences)
[26]. 2x 107 cells/well of HeLa cells were seeded in 6-well cell culture
plate (NUNC) in nutrition medium. After 24 h cells were treated with
investigated ruthenium complexes 1-4 (100 M) and 5 (0.5%1Csp)
for 24 h. Control were cells in the nutrition medium only. After treat-
ment cells were left for 4 h in serum-free RPMI 1640 medium with
0.2% BSA. After starvation cells were harvested by trypsinization and
resuspended in serum-free RPMI 1640 medium with 0.2% BSA.
4x10%cells/0.5 mL/well were seeded onto the matrigel-coated filters
(with 8 um pore size) in BioCoat Matrigel invasion chambers. RPMI
1640 medium with 10% FCS was added to the lower compartment
as chemoattractant. After incubation in a humidified tissue culture in-
cubator, at 37 °C, 5% CO, atmosphere for 48 h, the non-invading cells
are removed from the upper surface of the membrane by “scrubbing”.
Cells that invaded the lower surface of the filters were detached and
stained with detachment buffer Trypsine/EDTA (0.05%/0.02%) in PBS
with 5 uM Calcein-AM. 200 pL of the Trypsine/EDTA solution contain-
ing the dislodged cells was transferred from each well of 24 well plate
to a 96-well plate in duplicate. Invaded cells were quantified in 96-
well plate with the fluorescence microplate reader (Fluoroskan As-
cent FL, Thermo Electron Corporation) at an excitation wavelength
of 485 nm and an emission wavelength of 520 nm. Assay was done
in duplicate.

4.5.3. Cell adhesion assay (resistance to detachment assay)

To evaluate potential influence of investigated ruthenium(Il)-p-
cymene complexes on adhesion of tumor cells, the adhesion of HeLa
cells on plastic substrate (uncoated bottom of the plates) was evalu-
ated according to method reported by [27].

HelLa cells were grown at a density of 3x10% cells/mL, in 0.2 mL/
well nutrition medium in a 96-well plastic plate (NUNC) and incubated
at 37 °C. At 70% confluence cells were treated with investigated com-
plexes at 100 uM concentrations, for 90 min. Briefly, 30 pL of (0.05%,
w/v) trypsin solution per well was used to detach cell at 37 °C for
30 min. Nondetached cells were fixed with 200 pl of 10% (w/v) cold
trichloroacetic acid (TCA) at 4 °C for 1 h. Number of adherent cells
was determined using sulforhodamine B (SRB; Sigma) staining [30],

and absorbances recorded on an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) reader (ThermoLabsystems Multiskan EX 200-240V) at the
wavelength of 570 nm. Each experiment was done in triplicate.

4.5.4. Cell migration assay (Scratch assay)

To gain first insights in the potential of investigated ruthenium com-
plexes to inhibit migration of HeLa cells, in vitro scratch assay was done
[22]. 4% 10° cells/well were seeded into 6-well cell culture plate and cul-
tured in RPMI 1640 with 10% FCS in tissue culture 5% CO, incubator to
confluence. A scrape was made in the center of the cell monolayer
with a sterile pipette tip (p200) to create a gap of constant width. Cells
detached by scraping were removed by gently washing with PBS. The
initial images of the wounds were captured with Olympus digital cam-
era connected to the inverted microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany, ob-
jective 6.3/0.20) and cells were further incubated for 24 h and 48 h in
fresh medium for control or with investigated complexes in desired
concentrations 1-4 (100 M) and 5 (0.5 xICs). Pictures were taken to
qualitatively determine the influence of investigated complexes on mi-
gration. Photographs of the initial wounded monolayers were compared
with the corresponding images of treated cells. Artificial line traversing
through the middle of gap was drawn on pictures of original wounds
and overlaid on the images of cultures after incubation.

4.5.5. Tube formation assay (in vitro angiogenesis assay)

Potential of investigated complexes to inhibit angiogenesis in vitro
was analyzed by tube formation assay in mouse endothelial cells
(MS1). MS1 cells plated into gel of basement membrane proteins,
rapidly organize into multicellular tube-like structures, while antian-
giogenic effect of tested compounds is observed as reduction of tube
formation [8]. Briefly, 24-well plates were coated with collagen and
allowed to solidify at 37 °C for 1 h. MS1 (mouse endothelial cells)
were seeded 1x10° cells/well in medium. Treatment was added 2 h
after cells settled (for complexes 1-4 concentration was 100 uM,
and for complex 5 concentration was 0.5xICsg). Tube formation
was observed periodically over time under microscope and represen-
tative pictures were taken after 24 h incubation with Olympus digital
camera connected to the inverted microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany,
objective 6.3/0.20).

4.6. Quantitative Real-Time PCR (RQ-PCR)

4.6.1. RNA isolation and cDNA synthesis

RNA was isolated from 6 x 10 HeLa cells, after treatment with in-
vestigated complexes 2-5 (100 uM) for 24 h, using TRI Reagent®
(Sigma-Aldrich) according to the manufacturer's procedure. Total
RNA of each sample was quantified by a spectrophotometer (Eppen-
dorf BioPhotometer) measuring the absorbance at 260 nm. The ratio
Azso/Az80 Was used to assess the purity of isolated RNA. The RNA con-
centration was calculated in pg/uL. To analyze the RNA banding pat-
tern, gel electrophoresis (Pharmacia Biotech) in 2% agarose gels
with ethidium bromide was performed. The RNA samples were
mixed with xylene cyanol color (0.25% xylene cyanol in 30% glycerol
in water) and run in 0.5x TBE buffer for 50 min at 25 mA. The RNA
bands were visualized on a UV transilluminator (Hoefer). To perform
RT-PCR with random primers, 2 pg of total RNA was used as template
for MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL) in High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), according to
the manufacturer's instructions. The reaction mixtures were incubat-
ed in Mastercycler gradient (Eppendorf).

4.6.2. Quantitative Real-Time PCR (RQ-PCR)

The analysis of gene expression level of ERCC1 and GAPDH (endoge-
nous control) was done by using TagMan® Gene Expression Assay
(ERCC1 probe, Applied Biosystem, ID: Hs_01012155_g1, and TagMan®
MGB GAPDH probe, Applied Biosystem, ID: Hs_00355782_m1), on ABI
PRISM® 7500 PCR instrument (Applied Biosystems Inc., Foster City,
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CA). PCR reactions were prepared in duplicate for every sample in 96-
well optical plates. Each well contained 11 pL of TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 L of cDNA (100 ng/uL) and
8 L H,0. No template control in duplicate as well, was used as a PCR
negative control (11 pL TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 9 uL H,0). PCR profile consisted of the following steps: en-
zyme activation 50 °C 2 min; initial denaturation 95 °C 10 min; 40 cy-
cles of denaturation at 95 °C 155, and annealing/extension at 60 °C
1 min.

4.7. Western blot

HelLa cells were treated with investigated ruthenium complexes
1-5 in concentration 100 yM and CDDP in concentration 7 uM for
24 h. Control were untreated cells, maintained in medium only.
After treatment cells were washed with phosphate buffered saline
(PSB) (Sigma-Aldrich Co.) and whole cell lysates were harvested in
100 pL of Lysis buffer containing: 37 mM Tris-HCl, 75 mM NaCl, 25%
Triton X-100, and 10 pl protease inhibitor cocktail (Sigma). Samples
were stored at — 20 °C until further analysis.

Protein concentrations of the resulting lysates were determined
using Bradford assay [32]. Whole cell lysates were mixed with
Laemmlies loading buffer and subjected for 1 h to SDS-PAGE (10%
PAA gel) at 120V, followed by electroblotting to nitrocellulose
membrane (0.45 pm) (Bio-Rad Laboratories, Inc.) for 1 h at 100 V.
Membranes were blocked for 1 h with 5% non-fat milk in PBS at
room temperature and subsequently probed overnight with a puri-
fied mouse anti-human ERCC1 monoclonal antibody (1:500 dilu-
tion) (BD Biosciences Pharmingen), or purified mouse anti-human
MSH2 monoclonal antibody (1:1000 dilution) (BD Biosciences
Pharmingen). After washing the membranes with Tris-buffered sa-
line three times, the membranes were incubated with anti-mouse
IgG-peroxidase conjugated secondary antibody (1:2000 dilution)
(Sigma-Aldrich Co.) for 1 h. The levels of specific proteins were
detected using enhanced chemiluminescence (ECL) detection sys-
tem (Amersham Biosciences), followed by autoradiography.

4.8. Combinational drug study

In order to determine the sensitivity of tumor cells to ruthenium
complex 5 in combination with PARP inhibitor 3-aminobenzamide,
sulforhodamine B (SRB) test was done [34]. Briefly, 2000 cells per
well were seeded in 96-well plates, and day after cells were treated
by ruthenium compound 5 alone or in combination with 3-AB for
48 h of continual action. Absorbances were recorded on an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) reader (ThermoLabsystems
Multiskan EX 200-240 V) at the wavelength of 570 nm. Each experi-
ment was done in triplicate.

Abbreviations

ECM Extracellular matrix

ICP-OES Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry
NER Nucleotide Excision Repair

MMR Mismatch Repair

ERCC1  Excision Repair Cross-Complementing 1
MSH2  Mut S homolog 2

PARP Poly (ADP-ribose) polymerase

3-AB 3-aminobezamide

PI Propidium iodide

MMP Matrix metalloproteinases
RPMI Roswell Park Memorial Institute
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid

FCS Fetal calf serum

MTT 3-(4,5-dymethylthiazol-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FASC Fluorescence Activated Sorting Cells

PBS Phosphate Buffered Saline

TCA Trichloroacetic acid

SRB Sulforhodamine B

CDDP  Cis-diamminedichloroplatinum (II)

ECL Enhanced Chemiluminescence

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
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Ruthenium(Il)-arene complexes of general formulae [(n®-p-cymene)Ru(L!~3)Cl,], where L'-3 is 3-ace-
tylpyridine (1), 4-acetylpyridine (2) and 2-amino-5-chloropyridine (3), correspondingly, [(n-p-cyme-
ne)Ru(HL*?)Cl,], where HL* and HL® are respectively isonicotinic acid (4) and nicotinic acid (5) and
[(n8-p-cymene)Ru(HL®?)Cl], where H,L5° represent 2,3-pyridinedicarboxylic acid (6), 24-pyri-
dinedicarboxylic acid (7), 2,5-pyridinedicarboxylic acid (8) and 2,6-pyridinedicarboxylic acid (9), were
prepared by the reaction of [(n®-p-cymene),RuCl,]; (10) with the corresponding ligand in 1:2 molar ratio
in isopropanol. The complexes were characterized by elemental analysis, mass spectrometry, IR and NMR
spectroscopies. According to these data the molecules adopt the usual “three-leg piano-stool” geometry
which is common for this type of complexes. The structures of 1 and 7 were determined by X-ray
crystallography. The complexes revealed low antiproliferative activity in six investigated tumor cell lines
(HeLa, B16, FemX, MDA-MB-361, MDA-MB-453 and LS-174). The reaction of 6 with 9-methyladenine was

studied by 'H NMR, 'H, 'H COSY and 'H, 'H NOESY spectroscopy.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Organoruthenium(Il) complexes are the subject of interest in
the design of metal-based complexes as anticancer agents [1]. Some
of the ruthenium(Il)-arene compounds showed antiproliferative
activity in vitro and/or in vivo [2-6]. The first ruthenium(Il)-arene
complex that was assayed for cytotoxicity and showed high activity
is [(n®-benzene)RuCly(metronidazole)] [7]. Later, some of the
complexes of the general formula [(n®-arene)Ru(en)Cl]PFg, where
en is ethylenediamine and arene represents benzene, p-cymene,
tetrahydroanthracene, dihydroanthracene and biphenyl, were
found to exhibit anticancer activity both in vitro and in vivo,
including activity against cisplatin resistant cells [8,9]. Complexes
of the type [(n®-arene)Ru(XY)Cl], where XY is a chelating N,N-, N,0-
or 0,0-ligand, were shown to be less active [10,11]. Finally, a series
of ruthenium(Il)-arene complexes containing 1,3,5-triaza-7-phos-
phaadamantane (PTA) or its derivatives as co-ligands were
synthesized and studied for antiproliferative activity [12-16].

All these complexes have typical “piano-stool” geometry, where
the arene ligand forms the seat and the chelating ligand along with

* Corresponding author. Tel.: +381 113336736; fax: +381 112184330.
E-mail address: sanjag@chem.bg.ac.rs (S. Grguric-Sipka).

0223-5234/$ - see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejmech.2009.11.055

chlorido ligand are the legs of the piano stool. It should be noted
that Ru(ll)-arene complexes often possess good aqueous solubility
combined with satisfactory lipophilicity needed to cross the cell
membrane. In addition, the arene ligand stabilizes the ruthenium in
the +2 oxidation state, which makes the corresponding complexes
kinetically more labile when compared to those of ruthenium(III).
Moreover, the arene identity appears to affect the cell uptake and
interactions with the potential intracellular targets. The mono-
dentate ligand, usually chlorido, as leaving group facilitates the
binding of the biomolecule to the metal centre. Finally, a bidentate
ligand has an effect on the kinetics of the complexes. Although
there are no strict structure-activity relationships for these
complexes, the variations in the arene ligand identity, as well as the
nature of monodentate or bidentate ligand influence the pharma-
cological properties of these complexes [17].

It should be also stressed that high cytotoxicity is not a prereq-
uisite for a further development of a compound as an anticancer
drug candidate. One of the most investigated potential ruthenium
anticancer drug, [HInd][trans-RuCl4(indazole),], where (Hind =
protonated indazole) [18] is only moderately cytotoxic to cancer
cells, while another ruthenium(Ill) complex, namely [HIm][-
RuCl4(DMSO)(imidazole)] (Him = protonated imidazole) is essen-
tially non-toxic to primary cancer cells, but exhibits antimetastatic
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activity [19]. Both complexes successfully completed the phase |
and will be studied in phase II clinical trials in the near future
[20,21]. This implies that not only cytotoxicity assays, but also
additional in vivo evaluations are necessary for prediction whether
the compound will be effective in the treatment of tumors [22].

Pyridinedicarboxylic acids are known for their various biological
applications. In particular, 2,4-pyridinedicarboxylic acid showed
immune-suppressive and fibro-suppressive properties [23] and is
capable of protecting certain enzymes from heat inactivation
[24,25]. In addition, 2,4-, 2,5- and 2,6-pyridinedicarboxylic acids
were found to inhibit or activate some metalloenzymes [26,27]. The
iron(Ill) 2,6-pyridinedicarboxylates play a role in electron transfer
in some models of biological systems [28,29] and were recognized
as specific molecular tools in DNA cleavage [30]. Since the role of
pyridinedicarboxylic acids in these processes is not well-under-
stood, the study of their coordination chemistry towards biologi-
cally relevant metal ions is of particular interest.

It should be also mentioned that a search for the new platinum
anticancer compounds [31] prompted by intrinsic and acquired
tumor resistance and side effects to cisplatin, one of the most
successful clinical drugs, started with replacement of chlorido
ligands with dicarboxylato ligands leading to a number of other
active compounds. We applied the same strategy, bringing together
the ruthenium-arene moiety with the potentially active dicarboxy-
lic, acetyl or amino pyridine derivatives. In this paper, our research
was focused on the synthesis of compounds of general formulae
[(n®-p-cymene)Ru(L'3)Cl,], where L3 is 3-acetylpyridine (1),
4-acetylpyridine (2) and 2-amino-5-chloropyridine (3), corre-
spondingly, [(n®-p-cymene)Ru(HL*?)Cl,], where HL* and HL® are
respectively isonicotinic acid (4) and nicotinic acid (5) and [(n®-p-
cymene)Ru(HL®?)Cl], where HyL%° represent  2,3-pyri-
dinedicarboxylic acid (6), 2,4-pyridinedicarboxylic acid (7),
2,5-pyridinedicarboxylic acid (8) and 2,6-pyridinedicarboxylic acid
(9), their spectroscopic characterization and the study of anti-
proliferative activity of the prepared complexes in six tumor cell
lines: human cervix carcinoma cells (HeLa), murine melanoma cells
(B16), human melanoma cells (FemX), breast cancer cells (MDA-
MB-361 and MDA-MB-453) and human colon cancer cells (LS-174).
In spite of the adopted opinion that the interaction of ruthenium-
arene complexes with nucleobases is an important factor deter-
mining the anticancer activity, we showed in this study that fast
hydrolysis of complexes and high-yield binding to 9-methyladenine
did not lead to the desired cytotoxicity of investigated compounds.
Hydrolytic behaviour of complexes 1 and 6 and the reaction of 6
with 9-methyladenine studied by one- and two-dimensional NMR
spectroscopy are also reported.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis

Reaction of [(n®-p-cymene)RuCly], with the corresponding
ligand (Fig. 1a) in 1:2 molar ratio in isopropanol at room temper-
ature afforded the complexes of general formulae, [(n®-p-cyme-
ne)Ru(L!-3)Cly] (1-3), [(n®-p-cymene)Ru(HL**)Cl,] (4 and 5),
(Fig. 1b) and [(n®-p-cymene)Ru(HL®?)Cl,] (6-9) (Fig. 1c) in high
yields. The complexes precipitated directly from the reaction
mixture. All complexes were soluble in water, methanol, ethanol,
acetonitrile and dimethylsulfoxide.

2.2. Spectroscopy
The 'H NMR spectra allowed the integration and assignment

of all signals. The characteristic pattern of the p-cymene moiety
is observed in the spectra of all complexes. The singlet of the

methyl group appeared at 2.08 — 2.16 ppm, CH(CHs3); as a multi-
plet at 2.68-2.84ppm and CH(CHs); as a doublet at
112-1.21 ppm for 1-9. All complexes display the resonances
related to protons of arene ring at 5.68-5.92 ppm. The signals of
the pyridine ring protons are at 6.44-9.49 ppm. In addition,
complex 3 displays a singlet at 6.13 ppm attributed to the -NH,
group, and complexes 5, 6 and 9 display a singlet at ca.
13.50 ppm attributable to the uncoordinated -COOH group. The
13C NMR spectra for 1-9 are very similar. They display reso-
nances at ca. 18.00 ppm attributable to the methyl groups
attached to the cymene moiety, at ca. 21.00 ppm from CH(CH3)s,
at around 30.00 ppm signals arising from CH(CH3), group and in
the range from 80, to 106 ppm resonances due to aromatic
carbons from p-cymene. The ¢c for the signals originating from
pyridine carbons depend on substituents at the pyridine ring and
display expected patterns.

The ESI mass spectra of aqueous solutions of 1-9 showed peaks
corresponding to the [M — Cl]* ions. The complexes 6-8 in meth-
anol displayed peaks at m/z 438 which can be attributed to
[M +H]" ions. In addition, complex 6 showed a peak at m/z 358
resulted from decarboxylation and loss of chlorido ligand
[M — Cl — CO;2]", and complex 3 a peak at m/z 312 resulted from the
fragmentation of the parent ion. The isotopic patterns for the
assigned ions agreed well with the calculated isotopic distributions.

Infrared spectra for 6-9 contain a stretching vibration at ca.
1650 cm ™! attributed to the coordinated carboxylato group, as well
as analogous vibrations of free carboxylic group of HL®~HL® (1725,
1715,1710 cm ') indicating participation of one group in binding to
ruthenium. Furthermore, all complexes display bands in the region
from 1600 to 1550 cm™! typical for the ar(C-C) valence vibrations
and in the region from 1300 to 1100 cm ™', assigned to the aromatic
C-H vibrations.

Although it is known that ligands used in this work can adopt
various binding modes in metal complexes [32,33] the IR and NMR
spectra provide evidence that the monoanion of 2,3-, 2,4-, 2,5- and
2,6-pyridinedicarboxylic acids coordinates to ruthenium(Il) in
a bidentate fashion via pyridine nitrogen and one of the carboxylate
groups with formation of the five-membered chelate ring, whereas
3-acetylpyridine, 4-acetylpyridine, 2-amino-5-chloropyridine, iso-
nicotinic and nicotinic acid coordinate in a monodentate mode
through the pyridine nitrogen.

2.3. X-ray crystallography

The structures of 1 and 7 were confirmed by X-ray diffraction.
The compounds crystallize in the monoclinic and orthorhombic
space groups Cc and Pca2, correspondingly. Both compounds have
the characteristic “three-leg piano-stool” geometry well-docu-
mented for a large number of ruthenium(Il) arene complexes, with
an 1® w-bound p-cymene ring forming the seat, and three mono-
dentate ligands in the case of 1 (3-acetylpyridine bound via
nitrogen atom, and two chlorido ligands) or one bidentate ligand,
i.e. monodeprotonated 2,4-pyridinedicarboxylic acid bound via
nitrogen and one carboxylic oxygen, and one chlorido ligand for 7,
as the legs of the piano-stool. Selected bond distances and angles
are quoted in the legend of Figs. 2 and 3.

The molecule of 1 does not contain electronegative elements
that can act as proton donors to be involved in hydrogen bonding in
the crystal. The two chlorido ligands Cl1 and CI2 as proton accep-
tors partake in weak interactions of the type Cl---H-C with adjacent
molecules, i.e. CI1---H-C3' (x — 1, y, z), where CI1---H 2.834, H-C3'
0.95, Cl1--C3 3.618(3) A, CI1---H-C3' 140.48°, CI1--H-C9', where
Cl1---H 2.897, H-C9' 0.95, CI1---C9' 3.831(3) A, CI1---H-C3! 159.78°,
Cl2:+-H-C2!, where CI1---H 2.729, H-C3' 0.95, CI2---C2' 3.367(3) A,
Cl2---H-C2' 125.20°, CI2---H-C14' (x, 2 — y, z — 0.5), where CI2---H
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Fig. 1. Structures of the (a) ligands; (b) complexes 1-5; (c) complexes 6-9.

2.800, H-C14'" 0.95, ClI2---C14!l 3.572(3) A, CI2---H-C14! 139.09°,
CI2---H-C17 (x + 1, 2 —y, z+0.5), where CI2---H 2.840, H-C171l
0.95, CI2---C1711 3.618(3) A, CI2---H-C17'! 146.25°.

A strong hydrogen bond between the COOH group which is not
involved in coordination to ruthenium(ll) atom as proton donor
and oxygen atom 02' of the coordinated COO~ group of the
neighbouring molecule as proton acceptor is evident [O3—H~-~02?
(=x+1.5, y—1, z—0.5) with 03-H 0.76, H---02' 1.83, 03---02!
2.569(4) A, 03-H---02! 163.6°] in the crystal structure of 7 (Fig. 4).
In addition, there are a number of weak hydrogen bonding inter-
actions of the type Cl1---H-C6! (x, y+1, z) with CI1---C6
3.757(4) A, C11---H-C10'"" (x +1, —y +2, z—0.5) with CI1---C10"
3.508(4)A, 04---H-C15"Y (1.5-x, y , z—0.5) with 04---C15V
3.340(5) A.

2.4. Cytotoxic activity

Cytotoxicity of investigated complexes 1-10 was determined by
MTT assay in six tumor cell lines: HeLa, B16, MDA-MB-361, MDA-
MB-453, FemX and LS-174. Activity was determined after incuba-
tions for 48 and 72 h. Results of this assay (Table 1) indicate that
complexes after 48 h of incubation exhibited very low cytotoxic
activity and did not reach ICsy values in the range of applied
concentrations (up to 300 uM) in all investigated cell lines.
Exceptions were complexes 1 and 10 which had ICsp on Hela cells.

After prolonged incubation for 72 h investigated complexes did
not reach ICsg values (up to 300 uM concentration) in B16, LS-174
and MDA-MB-453 cells. Exception was again complex 10 which had
IC50 in MDA-MB-453 cells. However, after 72 h of incubation with
HeLa cells complexes 1-3 and 10 revealed ICsg at concentrations
below 300 pM. Also, after incubation for 72 h complexes 1, 7 and 10

Fig. 2. ORTEP view of the molecule of 1 with atom-labeling scheme and thermal
ellipsoids drawn at 50% probability level. Selected bond distances (A) and angles (°):
Ru-N1 2.130(2), Ru-Cl1 2.4029(7), Ru-Cl 2.3986(7), Ru-C1 2.197(3), Ru-C2 2.178(3),
Ru-C3 2.183(3), Ru-C4 2.209(3), Ru-C5 2.154(3), Ru-C13 2.161(3), N1-Ru-Cl1 87.61(6),
N1-Ru-CI2 84.50(6), CI1-Ru-Cl2 87.00(2).

Fig. 3. ORTEP view of the molecule of 7 with atom-labeling scheme and thermal
ellipsoids drawn at 50% probability level. Selected bond distances (A) and angles (deg):
Ru-01 2.099(2), Ru-N1 2.101(3), Ru-Cl 2.4049(9), Ru-C8 2.203(3), Ru-C9 2.178(3),
Ru-C10 2.186(3), Ru-C11 2.187(3), Ru-C12 2.145(3), Ru-C13 2.166(3), O1-Ru-N1
77.94(10).
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Fig. 4. Part of the crystal structure of 7 showing intermolecular hydrogen bonding
interaction.

in FemX cells and complexes 1 and 10 in MDA-MB-361 cells
reached ICsqg values at concentrations below 300 puM.

Lack of cytotoxic activity in vitro was expected for ruthenium
compounds, which were shown in a number of cases to possess
good antitumor, and above all antimetastatic properties against
animal models [34].

2.5. Hydrolysis of 6 and its reactivity towards 9-methyladenine

Hydrolysis of Ru-Cl bond with generation of active intermedi-
ates is assumed to be an important step in the mechanism of
cytotoxic action.

The hydrolysis of complex 6 was studied by 'H NMR spectro-
scopy. The 'H NMR spectrum of 6 in D,0 at pH* 7.4 showed that
hydrolysis appeared to be fast and completed by the time the first

spectrum was measured (Fig. 5). Addition of 100 (blood plasma),
22.7 (cytoplasm) and 4 mmol NaCl (cell nucleus), correspondingly,
to 2 mmol of complex 6 partially reversed the hydrolysis, resulting
in 67:33, 40:60 and 13:87 ratios of chlorido to aqua species. The
spectra recorded within 30 min after sample preparation and after
incubation at 310 K for 24 h were identical. The similar trend was
observed in the spectra of complex 1 (Fig. S1).

The hydrolysis of all complexes was also studied by UV/VIS spec-
troscopy, dissolving complexes in water and in aqueous solution of
100 mmol NaCl. In the spectra of complexes in water anincrease in the
intensity of the peaks was observed, while in the spectra of complexes
in solution of NaCl no changes were noted. No peaks associated to the
free ligand or p-cymene were observed. This showed that complexes
underwent fast hydrolysis while the rest of molecule being intact. In
the case of studied complexes the enhanced hydrolysis is not in
correlation with inhibition of tumor cell growth. In addition, the high
lability of the chlorido species can be the reason for the low level or
even lack of cytotoxicity for 1-9. The aqua complex formed upon
hydrolysis may be deactivated via interaction with other cellular
biomolecules before reaching the target [35-37].

DNA is thought to be a key target in the mechanism of action of
antitumor agents. The interaction of complex 6 with the model
compound 9-methyladenine was studied in order to reveal
whether correlation could be found between the extent of inter-
action and the low activity of complex.

Reaction of complex 6 with 9-methyladenine was studied by
one- and two-dimensional NMR spectroscopy. 'TH NMR investiga-
tion showed that complex 6, which is fully hydrolyzed immediately
after dissolution in D50, reacts rapidly with 9-methyladenine. The
first spectrum recorded 10 min after mixing the compounds showed
the presence of signals attributable to the starting compounds,
namely aqua species and 9-methyladenine, the adduct of the
hydrolyzed complex 6 with 9-methyladenine and one unidentified

Table 1
Cytotoxicity results for 1-9 after 48 and 72 h incubation.?
Complex ICs50 (WM)
FemX MDA-MB-361 MDA-MB-453 Hela B16 LS-174
1 48 h >300 >300 >300 275.71+1.57 n.d. n.d.
72h 220.50 +6.36 290.02 £ 6.65 >300 244.00 +1.91 >300 >300
2 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72 h >300 >300 >300 295.754+2.95 >300 >300
3 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72 h >300 >300 >300 283.20+3.12 >300 >300
4 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72 h >300 >300 >300 >300 >300 >300
5 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72 h >300 >300 >300 >300 >300 >300
6 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72 h >300 >300 >300 >300 >300 >300
7 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72 h 269.86 4+ 8.53 >300 >300 >300 >300 >300
8 48 h >300 >300 >300 >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
9 48 h >300 n.d. n.d. >300 n.d. n.d.
72h >300 >300 >300 >300 >300 >300
10° 48 h >300 n.d. n.d. 211.00+1.20 n.d. n.d.
72h 149.26 +9.60 202.21+2.77 220.25+7.63 21297 +£2.14 >300 >300

The sign (>) indicates that ICsg value is not reached in the examined range of concentrations (the sign is in front of the maximum value of the concentration in the examined

range of concentrations).
n.d. for not determined.

2 The results are presented in terms of ICsq values that are determined from cell survival diagrams. Values of ICsq represent the average of the three experiments, with each

experiment performed in three replicates.
b The complex 10 is [(n®-p-cymene),RuCl;],.
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Fig. 5. Part of 'H NMR spectra of complex 6 in D,0 and solutions of NaCl.

minor product. The spectra recorded after 3 h and later (up to 24 h)
remained unchanged suggesting that the equilibrium was reached.
Three well separated H6 doublets at 9.62, 9.57 and 9.33 ppm,
belonging to the minor product, 9-methyladenine adduct and initial
compound, respectively, allowed us to monitor the quantitative
changes in the reaction mixture with time (Fig. 6). The integral ratio
of H6 protons of the minor product, the main adduct and original
aqua complex gradually changed from 0.4:0.5:0.9 to 0.2:1.1:0.5 in
the solution measured 10 min and 3 h after mixing, respectively, and
then remained unchanged till the end of the experiment (24 h). A
number of other well-resolved 'H signals followed the same
behaviour. Obviously, the amount of the starting compounds and the
minor product decrease on behalf of the major product during 3 h,
when reaction reaches equilibrium and the yield of the major
product is ca. 60%. COSY and NOESY spectra measured 24 h after

mixing, enabled the assignment of protons of the species in the

' 265 955 950 945 940 93

9.60 35 930 ppm
e el B

i W

965 960 955 950 945 940 935 ppm

e TTE

Fig. 6. Part of 'TH NMR spectra of complex 6 and 9-methyladenine (a) 10 min after
mixing; (b) 3 h after mixing.

a Hé6-region

9.30 s
T

reaction mixture. Furthermore, NOE correlations unambiguously
proved that the major product is the complex-adenine adduct.

3. Conclusion

Organoruthenium(Il) complexes containing the p-cymene ligand
and a pyridine derivative coordinated in a monodentate or bidentate
manner were prepared and characterized by standard analytical
techniques. The cytotoxicity of the complexes in six tumor cell lines
was found to be very low. In addition, the compounds display no
significant differences in cytotoxicity in investigated tumor cell
lines, indicating poor selectivity. The complexes containing 3-ace-
tylpyridine, 4-acetylpyridine, 2-amino-5-chloropyridine and 2,4-
pyridinedicarboxylic acid were slightly more effective than the other
compounds studied in this assay.

The results of this work imply that there is no simple correlation
between fast hydrolysis of complexes, high-yield reaction with
9-methyladenine and inhibition of tumor cells growth. It is obvi-
ously that for these ruthenium complexes hydrolysis and interac-
tion with 9-methyladenine are not the only prerequisites for
inhibition of tumor cell growth. The high lability of the chlorido
species can be even the reason for the low level or even lack of
cytotoxicity. The aqua complex formed upon hydrolysis may be
deactivated via interaction with other cellular biomolecules before
reaching the target. To achieve desired cytotoxic activity, a type of
complex-DNA adduct as well as plenty of other interactions with
DNA molecule must be involved.

4. Experimental
4.1. Materials and measurements

3-acetylpyridine, 4-acetylpyridine, 2-amino-5-chloropyridine,
isonicotinic acid, nicotinic acid, 2,3-pyridinedicarboxylic acid, 2,4-
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pyridinedicarboxylic acid, 2,5-pyridinedicarboxylic acid, 2,6-pyri-
dinedicarboxylic acid were purchased from Acros organics and
used without further purification.

[(n®-p-cymene),RuCly], (10) was prepared according to publi-
shed procedure [38]. Elemental analyses were carried out with
Elemental Vario EL IIl microanalyzer. Infrared spectra were recorded
on a Nicolet 6700 FT-IR spectrometer using ATR technique. UV/Vis
spectra were recorded on a GBC Cintra 6 spectrophotometer. The
NMR spectra of 1-9 (including 'H, 'H COSY and 'H, 'H NOESY) were
recorded on a Varian Gemini 200 instrument or Bruker Avance III
500 spectrometer (500.26 MHz for 'H). Chemical shifts for 'H and
13C spectra were referenced to residual 'H and '>C presented in
deuterated dimethylsulfoxide. The hydrolytic behaviour of 1 and 6
and the reaction of equimolar amounts of 6 with
9-methyladenine at pH* 7.4 and 310K in D,0 were followed by 'H
NMR spectroscopy over 24 h. The pH was adjusted with diluted
NaOD and solutions were allowed to equilibrate at 310 K before
mixing. Mass spectra measurements were carried out on an MS
system consisted of 6210 TOF LC/MS (G1969 A, Agilent Technologies)
in water and in methanol solutions.

4.2. Synthesis of complexes

4.2.1. [(n®-p-cymene)RuClo(L')] (1)

To a suspension of [(n®-p-cymene),RuCly ], (0.120 g, 0.20 mmol)
in isopropanol (15cm?®), 3-acetylpyridine (L') (0.05cm?,
0.43 mmol) in isopropanol (5 cm?) was added at room temperature
and the mixture was stirred for 135 min. The orange product was
filtered off, washed with several drops of isopropanol, diethyl ether
and dried in air (0.13 g, 76.1%). Found: C, 47.63; H, 4.99; N, 3.62;
Calc. for Cy7H21CIoNORu (M, 427.36): C, 47.77; H, 4.96; N, 3.28%;
Vmax(ATR)/em~! 3051 (m), 2960 (m), 1690 (s), 1593 (m); o
(199.97 MHz, DMSO-dg) 9.12 (1H, s, C2H), 8.79 (1 H, d, ] 4, C6H), 8.27
(1H,d,J6.4,C4H), 757 (1 H, dd, J 4.8 and 5.6, C5H), 5.79 (4 H, 2d,
J 6.4 and 10, 4 x CH(arene)), 2.83 (1 H, m, J 6.8, CH(CH3);), 2.63
(3 H, s, C8H3), 2.08 (3 H, s, CH3), 1.21 (6 H, d, J 7, CH(CH3)y);
0c(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.03 (CHs), 21.66 (CH(CHs),), 30.14
(CH(CH3)y), 81.56, 82.98, 85.69, 86.55, 100.30, 106.60 (CH(arene)),
149.71 (C2),132.15 (€3),135.78 (C4), 124.08 (C5), 153.64 (C6), 197.69
(C7), 27.10 (C8); ESI-MS (H20): m/z 392 [M — CI]*.

4.2.2. [(n°-p-cymene)RuCly(L?)] (2)

To a warm solution of [(n®-p-cymene)RuCly], (0.120¢g,
020 mmol) in isopropanol (35cm?), 4-acetylpyridine (L?)
(0.05 cm?, 0.43 mmol) in isopropanol (5 cm?®) was added dropwise.
The mixture was stirred at room temperature for 40 min and the
dark-yellow product formed was filtered off, washed with several
drops of isopropanol, diethyl ether and dried in air (0.15 g, 89.6%).
Found: C, 47.42; H, 4.91; N, 3.21; Calc. for C;7H;CI,NORu (M,
427.36): C, 47.77; H, 4.96; N, 3.28%; vmax(ATR)/cm~1 3061 (w), 2965
(w), 1696 (s), 1550 (m); oy (199.97 MHz, DMSO-dg) 8.82 (2 H, 2d,
J 1.6 and 4.4, C2H and C6H), 7.82 (2 H, 2d,J 1 and 3.8, C3H and C5H),
5.80 (4 H, 2d, J 6.2 and 94, 4 x CH(arene)), 2.84 (1 H, m, J 6.8,
CH(CH3),), 2.63 (3 H, s, C8H3),2.09 (3 H, s, CH3),1.19 (6 H, d, ] 7.2,
CH(CH3),); 6¢(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.05 (CH3), 21.67 (CH(CH3)3),
30.16 (CH(CH3)3), 81.67, 83.25, 85.73, 86.57, 100.30, 106.58 (CH(ar-
ene)), 151.06 (C2), 121.53 (C3), 142.78 (C4), 121.53 (C5), 151.06 (C6),
180.41 (C7), 27.08 (C8); ESI-MS (H0): m/z 392 [M — CI]*.

4.2.3. [(n%-p-cymene)RuCly(L?)] (3)

To a warm solution of [(n®-p-cymene)RuCly], (0.100g,
0.16 mmol) in isopropanol (25 cm?), 2-amino-5-chloropyridine (L3)
(0.046 g, 0.35 mmol) in isopropanol (8 cm®) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 3.5 h. The yellow-
orange product was filtered off, washed with several drops of

isopropanol, diethyl ether and dried in air (0.12 g, 86.3%). Found:
C, 41.38; H, 4.58; N, 6.38; Calc. for C15sH19CIsNyRu (M; 434.78): C,
41.43; H, 4.41; N, 6.44%; vimax(ATR)/cm ™! 3438 (w), 3280 (w) 3056,
2967 (vw), 1618, 1591 (m); 0y (199.97 MHz, DMSO-dg) 7.87 (1 H, d,
J2.2,C6H), 740 (1 H, 2d, ] 2.8 and 8.8, C4H), 6.44 (1 H, d, ] 9, C3H),
6.13 (2 H, s, NHy), 5.80 (4 H, 2d, ] 6.8 and 10, 4 x CH(arene)), 2.83
(1 H, m, J 7.2, CH(CH3)), 2.08 (3 H, s, CH3), 119 (6 H, d, J 6.6,
CH(CH3),); 6¢(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.05 (CH3), 21.67 (CH(CH3)y),
30.16 (CH(CH3)y), 85.73, 86.57, 100.30, 106.56 (CH(arene)), 158.76
(€2),109.49 (C3), 136.95 (C4), 117.54 (C5), 145.89 (C6).

4.2.4. [(n%-p-cymene)RuCly(HL*)] (4)

To a warm solution of [(n®-p-cymene)RuCly], (0.100g,
0.16 mmol) in isopropanol (25 cm?), isonicotinic acid (HL*) (0.043 g
0.36 mmol) suspended in isopropanol (15 cm?®) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 1 h 45 min. The dark-
yellow precipitate was filtered off, washed with several drops of
isopropanol, diethyl ether and dried in air (0.10 g, 72.8%). Found: C,
45.07; H, 5.05; N, 2.97; Calc. for CigH19CloNORu (M, 429.33): C,
44.76; H, 4.47; N, 3.26%; vmax(ATR)/cm~! 3066 (w), 2972 (w), 1707
(m), 1613, 1556 (w); oy (199.97 MHz, DMSO-dg) 8.78 (2 H, 2d, ] 1.4
and 4.4, C6H and C2H), 7.82 (2 H, 2d, J 1.6 and 4.4, C3H and C5H),
5.80 (4 H, 2d, J 6.6 and 10, 4 x CH(arene)), 2.84 (1 H, m, J 7,
CH(CHs),), 2.09 (3 H, s, CH3), 1.12 (6 H, 2d, J 7 and 6.2, CH(CH3)y);
0c(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.05 (CHs), 21.67 (CH(CHs)2), 30.16
(CH(CH3),), 85.71, 86.57, 100.30, 106.58 (CH(arene)), 150.88 (C2),
122.98 (C3), 137.70 (C4), 122.98 (C5), 150.88 (C6), 166.44 (C7);
ESI-MS (H,0): m/z 394 [M — CI]*.

4.2.5. [(n°-p-cymene)RuCly(HL?)] (5)

To a warm solution of [(n®-p-cymene),RuCly], (0.100g,
0.16 mmol) in isopropanol (30 cm?), nicotinic acid (HL’) (0.043 g,
0.36 mmol) in isopropanol (8 cm?®) was added. The mixture was
stirred at room temperature for 7 days. The orange-red micro-
crystalline product was filtered off after three weeks, washed with
several drops of isopropanol, diethyl ether and dried in air (0.125 g,
91.0%). Found: C, 44.50; H, 4.41; N, 3.28; Calc. for C;gH19CI;NO2Ru
(M; 429.33): C, 44.76; H, 4.47; N, 3.26%; Vmax (ATR)/cm~! 3057 (m),
1725 (s), 1600 (m); 6y (199.97 MHz, DMSO-dg) 13.50 (1 H, s, COOH),
9.08(1H,d,J2,C2H),8.79(1H,d,]4.8,C6H),8.28 (1H,d,] 7.8 C4H),
7.56 (1 H, 2d, J 4.7 and 7.8, C5H), 5.81 (4 H, 2d, J 6.4 and 9.8,
4 x CH(arene)), 2.84 (1 H, m, ] 7, CH(CH3)2), 2.09 (3 H, s, CH3),1.19 (6
H, d, J 7, CH(CH3),); 6c(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.07 (CH3), 21.69,
(CH(CH3),), 30.18 (CH(CH3),), 85.73, 86.58, 100.31, 106.60 (CH(ar-
ene)), 150.46 (C2),127.03 (C3), 137.24 (C4), 124.08 (C5), 153.55 (C6),
166.54 (C7); ESI-MS (H20): m/z 394 [M — Cl]".

4.2.6. [(n°-p-cymene)RuCI(HL®)] (6)

To a suspension of [(n®-p-cymene),RuCly], (0.100 g, 0.16 mmol)
in isopropanol (25cm?), 2,3-pyridinedicarboxylic acid (H,L%)
(0.062 g, 0.36 mmol) in isopropanol (5cm?>) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 3 h. The light-yellow
precipitate was filtered off, washed with several drops of iso-
propanol, diethyl ether and dried in air (0.13 g, 93%). Found: C,
46.74; H, 4.20; N, 3.20; Calc. for C17H1gCINO4Ru (M; 436.84): C,
46.73; H, 4.16; N, 3.21%; Vimax (ATR)/cm™! 2970 (vw), 1725 (s), 1602
(m), 1580, 1541 (s); 6y (199.97 MHz, DMSO-dg) 13.80 (1 H, s, COOH),
9.33(1H,d,J4.4,C6H),814(1H,d,]7.9,C4H), 7.80 (1 H, 2d,] 5 and
7.8, C5H), 5.88 (2 H, d, J 6, 2 x CH(arene)), 5.68 (2 H, t, ] 6.2,
2 x CH(arene)), 2.74 (1 H, m, ] 6.6, CH(CH3),), 2.15 (3 H, s, CH3), 1.15
(6 H, 2d, J 6.8 and 3.4, CH(CH3),); 6¢(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.25
(CH3), 22.06 (CH(CH3)3), 30.70 (CH(CHs),), 80.47, 81.32, 82.68,
82.69, 98.44, 101.55 (CH(arene)), 146.29 (C2), 128.15 (C3), 138.02
(C4), 134.14 (C5), 154.81 (C6), 154.82 (C7), 167.32 (C8); ESI-MS
(H20): mz 402 [M — Cl]*, (CH30H): m/z 438 [M + H]".
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4.2.7. [(n®-p-cymene)RuCI(HL?)] (7)

To a warm solution of [(n®-p-cymene)RuCl], (0.100 g,
0.16 mmol) in isopropanol (25 cm?), 2,4-pyridinedicarboxylic acid
(H,L7) (0.062 g, 0.36 mmol) in isopropanol (8 cm?) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 2 h. The yellow-
orange product was filtered off, washed with several drops of iso-
propanol, diethyl ether and dried in air (0.10 g, 71.5%); Found: C,
46.28; H, 4.17; N, 3.16; Calc. for C47H1gCINO4Ru (M; 436.84): C,
46.73; H, 4.16; N, 3.21%; vmax (ATR)/cm ' 3058 (w), 2967 (vw), 1715
(s),1626, (s), 1598 (s), 1560 (s); 014 (199.97 MHz, DMSO-dg) 9.45 (1 H,
d,J5.2,C6H),8.10(1H,s,C5H),8.06 (1H,d,J4.3,C3H),5.92 (2 H, 2d,
J3.4and 5,2 x CH(arene)), 5.70 (2 H, t,] 6.2, 2 x CH(arene)), 2.74 (1
H, m, ] 6.8, CH(CH3)), 2.16 (3 H, s, CH3), 1.13 (6 H, 2d, ] 4 and 74,
CH(CH3),); 6¢(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.27 (CH3), 21.95 (CH(CH3)3),
30.65 (CH(CHs3);), 80.49, 81.49, 82.82, 83.04, 98.75, 101.72 (CH(ar-
ene)), 151.86 (C2), 127.04 (C3), 141.21 (C4), 124.06 (C5), 155.16 (C6),
164.95 (C7),170.01 (C8); ESI-MS(H,0): m/z 402 [M — CI]*, (CH30H):
mfz 438 [M + HJ*.

4.2.8. [(n°-p-cymene)RuCI(HLE)] (8)

To a solution of [(n®-p-cymene);RuCl;], (0.120 g, 0.20 mmol) in
isopropanol (35 cm?), 2,5-pyridinedicarboxylic acid (H»L?) (0.072 g
0.43 mmol) in isopropanol (10 cm?) was added. The mixture was
stirred at room temperature for 4.5 h. The dark orange product was
filtered off, washed with several drops of isopropanol, diethyl ether
and dried in air (0.14 g, 81.75%). Found: C, 46.53; H, 4.28; N, 3.96;
Calc. for C47H18CINO4Ru (M 436.84): C, 46.73; H, 4.16; N, 3.21%;
Vmax(ATR)/cm ™~ 3066 (w), 2958 (vw), 1710 (m), 1603 (s), 1571 (s); on
(199.97 MHz, DMSO0-dg) 9.49 (1 H, s, C6H), 8.51 (1 H, d, J 8, C4H),
7.89(1H,d,J8,C3H),5.96 (2 H,t,]6.2,2 x CH(arene)), 5.70 (2 H, d,J
6.4, 2 x CH(arene)), 2.75 (1 H, m, J 6.8, CH(CH3),), 2.15 (3 H, s, CH3),
114 (6 H, 2d, J 5.6 and 6.6, CH(CH3);); 0c¢(50.28 MHz, DMSO-dp)
18.32 (CH3), 22.06 (CH(CH3),), 30.70 (CH(CH3);), 80.03, 80.67, 83.11,
83.20, 99.11, 101.15 (CH(arene)), 153.28 (C2), 125.60 (C3), 140.55
(C4), 130.98 (C5), 154.26 (C6), 169.85 (C7), 164.70 (C8); ESI-MS
(H20): m/z 402 [M — Cl]*, (CH30H): m/z 438 [M +H]".

4.2.9. [(n°-p-cymene)RuCI(HL’)] (9)

To a warm solution of [(n®-p-cymene)RuCly], (0.100¢g,
0.16 mmol) in isopropanol (25 cm?), 2,6-pyridinedicarboxylic acid
(H,L%) (0.062 g, 0.36 mmol) in isopropanol (8 cm?) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 4 days. The orange
precipitate was filtered off, washed with several drops of iso-
propanol, diethyl ether and dried in air (0.12 g, 82.42%). Found: C,
44.37; H, 4.30; N, 3.08; Calc. for C17H1gCINO4Ru-H,0 (M, 454.87): C,
44.89; H, 4.43; N, 3.08%; Vmax(ATR)/cm™, 2970 (vw), 1657 (s), 1599,
(m). 0y (199.97 MHz, DMSO-dg) 13.50 (1 H, s, COOH), 8.18 (1 H, m, J
3.4,C4H),790(1H,d,] 1.6,C3H),7.90(1H,d,J 2.8,C5H),5.79 (2 H, ¢,
J 3.4, 2 x CH(arene)), 5.63 (2, d, ] 6.2, 2 x CH(arene)), 2.68 (1 H, m, J
6.6, CH(CHs)), 2.16 (3 H, s, CH3), 114 (6 H, 2d, J 7.4 and 10.2,
CH(CH3),); 6¢(50.28 MHz, DMSO-dg) 18.05 (CH3), 21.67 (CH(CH3)3),
30.58 (CH(CHs)), 79.52, 8130, 85.73, 86.57, 100.30, 106.60
(CH(arene)), 148.36 (C2),127.74 (C3),139.48 (C4),127.74 (C5), 148.36
(C6), 165.72 (C7), 165.72 (C8); ESI-MS (H0): m/z 402 [M — CI]*.

4.3. Crystallographic structure determination

X-ray diffraction quality single crystals of 1 and 7 were selected
directly from the reaction vessel. The measurements were per-
formed on Bruker X8 APEXII CCD diffractometer. Single crystals
were positioned at 35 and 40 mm from the detector and 1185 and
2076 frames were measured, each for 50 and 20 s over 1° scan
width for 1 and 7, correspondingly. The data were processed using
SAINT software [39]. Crystal data, data collection parameters, and
structure refinement details are given in Table 2. The structure was

Table 2
Crystal data and details of data collection for 1 and 7.
Complex 1 7
Empirical formula Cy7H21CI,NORuU C17H13CINO4RU
Fw 427.32 436.84
Space group Cc Pca2,
a, A 9.6983(6) 25.7032(6)
b, A 29.152(2) 6.1267(1)
¢, A 7.0000(4) 10.7704(3)
v, A3 1714.17(19) 1696.08(7)
z 4 4
LA 0.71073 0.71073
Pealed, ECM > 1.656 1.711
Crystal size, mm> 0.35 x 0.05 x 0.03 0.25 x 0.20 x 0.20
T, K 100 100
u, cm™! 12.27 11.02
Flack parameter —0.05(2) —0.01(3)
R1? 0.0285 0.0263
wR2P 0.0535 0.0731
GOF*© 0.973 1.067

* Rl = Y ||Fo| — |Fell/X |Fol-

® WR2 = {LW(F; — F2)%)/ SIw(R)*IH 2.

€ GOF = {S[w(F2 — F2)?]/(n — p)}/2,, where n is the number of reflections and
p is the total number of parameters refined.

solved by direct methods and refined by full-matrix least-squares
techniques. Non-hydrogen atoms were refined with anisotropic
displacement parameters. H atoms were placed at calculated
positions and refined as riding atoms in the subsequent least-
squares model refinements. The isotropic thermal parameters were
estimated to be 1.2 times the values of the equivalent isotropic
thermal parameters of the non-hydrogen atoms to which hydrogen
atoms were bonded. The following software, personal computer
and table were used: structure solution, SHELXS-97 [40], refine-
ment, SHELXL-97 [41], molecular diagrams, ORTEP [42], Pentium
IV; scattering factors [43].

4.4. Cytotoxicity

4.4.1. Cell culture

Human cervix carcinoma cells (HeLa), murine melanoma cells
(B16), human melanoma cells (FemX), breast cancer cells (MDA-
MB-361 and MDA-MB-453) and human colon cancer cells (LS-174)
were maintained as monolayer culture in the Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 nutrient medium (Sigma Chem-
icals Co, USA). RPMI 1640 nutrient medium was prepared in sterile
ionized water, supplemented with penicillin (192 U/ml), strepto-
mycin (200 pg/ml),  4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethane-
sulfonic acid (HEPES) (25 mM), L-glutamine (3 mM) and 10% of
heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (pH 7.2). The cells were
grown at 37 °C in 5% CO, and humidified air atmosphere.

4.4.2. Cytotoxicity assay

Cytotoxicity of 1-10 was determined using 3-(4,5-dymethylth-
iazol-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma) assay [44].
Cells were seeded in 96-well cell culture plates (NUNC) 2000 c/w
(HeLa, FemX and B16), 1500 c/w (MDA-MB-453) and 7000c/w
(MDA-MB-361 and LS-174) in culture medium and grown for 24 h.
Compounds were dissolved in DMSO and further diluted with
nutrient medium to desired concentrations (up to 300 pM). Final
concentration of DMSO never exceeded 1%. Solutions of various
concentrations of examined compounds were added to the wells,
except the control wells where only nutrient medium was added. All
tests were carried out in triplicate. Nutrient medium with corre-
sponding agent concentrations, but without target cells was used as
blank, also in triplicate. After incubation periods of 48 and 72 h, 20 pl
of MTT solution, 5 mg/ml in phosphate buffer solution, pH 7.2 were
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added to each well. Samples were incubated for 4 h at 37 °C, with 5%
CO; in humidified atmosphere. Formazan crystals were dissolved in
100 pl of 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) in 0.01 M HCl. Absor-
bances were recorded on an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) reader after 24 h at the wavelength of 570 nm. ICsg (uM)
values were determined from the cell survival diagrams.
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Appendix. Supplementary data

Crystallographic data for 1 and 7 has been deposited with the
Cambridge Crystallographic Data Center as supplementary publi-
cations no. CCDC 737856 and no. CCDC 715878. Copies of the data
can be obtained free of charge on application to The Director, CCDC,
12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK (fax: +44 1223 336 033;
e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).

Fig. S1. Part of 'H NMR spectra of complex 1 in D,0 and solutions
of NaCl.

The supplementary materials can be viewed at doi:10.1016/j.
ejmech.2009.11.055.
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Abstract: A ruthenium(IT)-arene complex with picolinic acid, [(3°-p-cyme-
ne)RuCl(pico)]-H,0, was prepared by the reaction of [(#°-p-cymene)RuCl,],
with picolinic acid in a 1:2 molar ratio in 2-propanol. The compound was cha-
racterized by elemental analysis, and IR and NMR spectroscopy. X-ray diffrac-
tion analysis showed that the molecule adopts a “three-leg piano-stool” geo-
metry, which is common for this type of complexes. The cytotoxic activity of
the complex was tested in two human cancer cell lines HeLa (cervix) and FemX
(melanoma) by MTT assay. The ICs, values were at 82.0 and 36.2 umol dm
for HeLa and FemX cells, respectively.

Keywords: ruthenium(II)—arene; picolinic acid; cytotoxic activity.

INTRODUCTION

The structures and chemical properties of metal complexes of some pyridine
carboxylates have been widely investigated.1-5 Picolinic acid (2-pyridinecar-
boxylic acid) is a biologically important ligand incorporated into some enzymes,
and it is an active agent in some drugs as well.6~11 It is also catabolite of L-tryp-
tophan detected in the human body.!2:13 Picolinates are used as dietary supple-
ments. In particular, the chromium(IIl) complex reduces diabetes risk and there-
fore is used as a dietary supplement for obese people.!4 Zinc picolinate revealed
an effect in the oxidant—antioxidant balance in patients with chronic obstructive
pulmonary disease.!> Alkaline picolinates inhibit the growth of Escherichia
coli.16:17 Platinum complexes with picolinic acid have been synthesized and
screened for cytotoxic activity.!8
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In recent years, ruthenium complexes have gained much attention!®-23 in at-
tempts to overcome the downsides of platinum complexes. Organometallic com-
plexes and half-sandwich complexes of Ru(Il) emerged as promising scaffolds
for anticancer drug design.24-35 They often show aqueous solubility along with
the necessary lipophilicity. The electronic system of the arene ligand stabilizes
the metal in its lower oxidation state and also provides a hydrophobic face in the
complex, which might enhance transport of ruthenium through cell membranes.
In addition, ruthenium compounds possess good cytotoxic activity, while not no-
tably affecting normal cells.36:37 One aspect of the action of ruthenium com-
plexes is their ability to bind with the serum proteins: transferrin and albumin.38
Tumor cells are more susceptible to ruthenium complexes due to an increased de-
mand for iron and therefore there is an increased number of transferrin receptors
on their surface.3940 In addition, because ruthenium can mimic iron in binding to
carrier proteins, its excess can be removed from cells, which is the reason for
lower toxicity of ruthenium complexes compared to platinum complexes.3?

Recently, two series of Ru(Il)-arene complexes with functionalized pyridines
were described of the general formulae [(#%-p-cymene)Ru(XY)CI] and [(#%-p-
-cymene)Ru(X)Cly], where XY were the mono-anionic N,O-bidentates 2,3-
pyridine-, 2,4-pyridine-, 2,5-pyridine- and 2,6-pyridine-dicarboxylate, while X
were monodentate ligands 3-acetylpyridine, 4-acetylpyridine, 2-amino-5-chlo-
ropyridine, isonicotinic or nicotinic acid bound to ruthenium(Il) via the pyridine
nitrogen.4!

Herein the X-ray diffraction structure of [(#°-p-cymene)Ru(pico)Cl] and its
antiproliferative activity in two human cancer cell lines (cervix HeLa and mela-
noma Femx) are reported. Since the introduction of picolinate into a metal com-
plex can result in enhanced activity,*2-43 the aim of this work was to compare the
activities of the prepared complex with previously described analogue com-
plexes.#! It should be noted that the complex was previously described but its X-
ray diffraction structure has not hitherto been reported.*4

EXPERIMENTAL
Materials and measurements

Picolinic acid was purchased from Acros Organics and used without further purification.
[(#°-p-Cymene)RuCl,], was prepared according to a published procedure.*> Elemental anal-
ysis was realized using an Elemental Vario EL III microanalyzer. The infrared spectra were
recorded on a Nicolet 6700 FT-IR spectrometer using the attenuated total reflectance (ATR)
technique. The 'H- and 13C-NMR spectra of the ligand and the complex were recorded on a
Varian Gemini 200 instrument. Chemical shifts were referenced to residual 'H and 13C pre-
sent in deuterated dimethyl sulfoxide.

Synthesis of the complex

To a warm solution of [(5#%-p-cymene)RuCl,], (0.100 g, 0.16 mmol) in 2-propanol (25
cm?) was added a solution of picolinic acid (0.046 g, 0.35 mmol) in 2-propanol (5 cm?). The
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mixture was stirred at room temperature for 7 days and then kept in refrigerator until the
product precipitated. The yellow-orange product was filtered off, washed with several drops
of 2-propanol and then diethyl ether and dried in air. A crystal suitable for X-ray analysis was
obtained by the slow evaporation of the mother liquor.

Crystallographic structure determination

The measurement was performed on a Bruker X8 APEXII CCD diffractometer. A single
crystal was positioned at 35 mm from the detector and 941 frames were measured, each for 30 s
over a 1° scan width. The data were processed using SAINT-Plus software.*® The crystal data,
data collection parameters and structure refinement details are given in Table I. The structure
was solved by direct methods and refined by full-matrix least-squares techniques. Non-hyd-
rogen atoms were refined with anisotropic displacement parameters. The H atoms were placed
at calculated positions and refined as riding atoms in the subsequent least-squares model re-
finements. The isotropic thermal parameters were estimated to be 1.2 or 1.5 times (methyl
groups) the values of the equivalent isotropic thermal parameters of the non-hydrogen atoms
to which the hydrogen atoms were bonded. The following software programs, personal
computer and tables were used: structure solution, SHELXS-97,47 refinement, SHELXL-97,48
molecular diagrams, ORTEP,* Pentium IV, Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4 for the scattering fac-
tors were taken from the literature.>”

TABLE I. Crystal data and details of data collection for 1-H,O

Empirical formula C,6H,0CINO;Ru
FW 410.85
Space group Pn

a/A 8.9150(4)
b/A 8.6498(4)
c/A 10.6539(4)
B/° 91.853(3)
v/A 821.12(6)

Z 2

A/A 0.71073
Peated | € cem”™ 1.662
Crystal size, mm’ 0.50x0.05x0.01
T/K 100

4/ mm’” 1.128

R 0.0381
WR," 0.0687
GOF® 0.979

Ry = SIFy| — [FIVEIF); "wRy = (S[W(F: — FAPYE[w(FL " CGOF = (S[w(F,2 — F2))(n — p)}'2, where n
is the number of reflections and p is the total number of parameters refined.

Cytotoxicity

Cell culture. Human cervix carcinoma cells (HeLa) and human melanoma cells (FemX)
were maintained as monolayer cultures in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
nutrient medium (Sigma Chemicals Co, USA). The RPMI 1640 nutrient medium was prepa-
red in sterile deionized water, supplemented with penicillin (192 U ml'!"), streptomycin (200
ug ml!), 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) (25 mM), L-glutamine
(3 mM) and 10 % heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (pH 7.2). The cells were grown at
37°Cina5 % CO, humidified air atmosphere.
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Cytotoxicity assay. The drug-induced cytotoxicity was determined using the 3-(4,5-dime-
thylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma) assay.’! Cells were seeded in
96-well cell culture plates (NUNC), HeLa (2000 c/w) and FemX (2000 c/w), in culture me-
dium and grown for 24 h. A stock solution of the complex was prepared in DMSO at a con-
centration of 30 mM and subsequently diluted with nutrient medium to the desired final con-
centrations (in the range up to 300 pM).

Solutions of various concentrations of the examined compound were added to the wells,
except for the control wells where only the nutrient medium was added. All samples were
prepared in triplicate. Nutrient medium with corresponding agent concentrations but without
the target cells was used as the blank, also in triplicate. The cells were incubated with the test
compound for 48 h at 37 °C, in a 5 % CO, humidified air atmosphere. After incubation, 20 pl
of MTT solution, 5 mg mL"! in phosphate buffer solution (PBS), pH 7.2, were added to each
well. The samples were incubated for 4 h at 37 °C in a 5 % CO, humidified air atmosphere.
Formazan crystals were dissolved in 100 pL 10 % sodium dodecyl sulfate (SDS) in 0.01 M
HCI. The absorbance was recorded on an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) read-
er after 24 h at a wavelength of 570 nm. The ICs5y (uM) was defined as the concentration of
drug producing 50 % inhibition and was determined from cell survival diagrams.

RESULTS AND DISCUSSION
Synthesis

The reaction of [(#%-p-cymene)RuCly], with picolinic acid in a 1:2 molar
ratio in 2-propanol at room temperature leads to the formation of the complex
[(75-p-cymene)RuCl(pico)]-H,O in high yield (Scheme 1). Crystals precipitated
directly from the reaction mixture. The complex is soluble in water, methanol,
ethanol, acetonitrile and dimethyl sulfoxide.

\(@ Ruﬁ» /[j 2.PrOH, 7 d. r.t
/ \
HoOC /\”\/O

Scheme 1. Synthesis of the complex [(#°-p-cymene)RuCl(pico)]-H,O

Analytic and spectral data

Yield: 0.1 g, 76.9 %. Anal. Calcd. for C16Hy9O3NRuCl (M, = 410.86): C,
46.77; H, 4.91; N, 3.41 %. Found: C, 46.70; H, 4.98; N, 3.39. IR (ATR, cm™!):
3536, 3467 (m), 3069, 2955 (w), 1637 (s), 1601 (w). 'H-NMR (199.97 MHz,
DMSO-dg, 6 / ppm): 1.12 (6H, dd, -CH(CH3),, J = 2.2 and 7 Hz), 2.15 (3H, s,
—CH3), 2.72 (1H, m, —-CH(CH3),, J = 6.8 Hz), 5.88 and 5.65 (4H, 2¢, CH (arene),
J=4.6 and 7.8 Hz), 7.74 (1H, m, H* J=7.3 Hz), 7.79 (1H, m, H3), 8.09 (1H, 1,
H5,J=17.5Hz),9.26 (1H, d, H®, J= 5.6 Hz). 13C-NMR (50.28 MHz, DMSO-dg, 6 /
/ ppm) 18.27 (CH3), 22.00 (CH(CH3),), 30.65 (CH(CH3),), 80.23, 81.21, 82.60,
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82.78, 98.38 and 101.17 (CH (arene)), 125.59 (C3), 128.30 (C5), 139.86 (C4),
150.73 (C2), 154.01 (C6), 170.70 (C1).

Spectroscopy

[(#%-p-Cymene)RuCl(pico)]-H,O exhibits an asymmetric stretching vibration
Vas(COO™) at 1637 cm™!. Picolinic acid revealed an analogous vibration of the
free carboxylic group at 1718 cm~1. The difference in frequency is due to coor-
dination of the ligand through one of the oxygen atoms of the carboxylic group
and nitrogen atom of the pyridine ring, and is consistent with the X-ray diffrac-
tion structure.

The 'H NMR spectrum of the complex contains a characteristic pattern for
the p-cymene moiety. A methyl group singlet is seen at 2.15 ppm, the resonance
signal of —-CH(CH3), appears as a multiplet at 2.72 ppm and -CH(CH3); as a
doublet at 1.12 ppm. The resonances of the arene ring protons were found at 5.64
and 5.88 ppm. Aromatic region of the IH-NMR spectrum of the complex also
shows four resonances (7.74 (1H), 7.78 (1H), 8.09 (1H), 9.26 (1H)) of coordi-
nated picolinate. Concerning the pyridine protons, H3 and H# are shifted down-
field by 0.3 and 0.27 ppm, respectively, while HS and HO are shifted upfield by
0.44 and 0.52 ppm, respectively, compared with the free ligand as a consequence
of picolinate coordination to the ruthenium(Il) atom.

The 13C-NMR spectrum displays resonances at 18.27 ppm from the methyl
group attached to the cymene moiety, 22.00 ppm from —CH(CH3),, while the
signal at 30.65 ppm is due to the CH(CH3), group. The aromatic carbons from
cymene display resonances within 80.23—101.17 ppm. Five pyridine carbon reso-
nances were observed at 125.59 (C3), 128.30 (C3), 139.86 (C%), 150.73 (C2),
154.01 (C9) and carboxylate carbon at 170.67 ppm (C1).

X-Ray crystallography

The structure of [(#%-p-cymene)RuCl(pico)]-H,O was confirmed by X-ray
diffraction. The complex crystallized in the monoclinic space group Pn and has
the typical “three-leg piano-stool” geometry well-documented for a large number
of ruthenium(Il) and osmium(II) arene complexes, and in particular, for the clo-
sely related compounds [(n°-1,3,5-Me3CgH3)RuCl(pico)]>2 and [(n®-p-cyme-
ne)>0sCl(pico)],4? with the 7% 7-bound arene ring forming the seat and the pico-
linate ligand bound via a nitrogen and one carboxylic oxygen, with one chloride
ligand as the legs of the piano-stool. Selected bond lengths and angles are given
in the legend to Fig. 1. The bond lengths Ru-ring centroid, Ru—Cl, Ru—O1 and Ru-—
—N1 in [(77°-p-cymene)RullCl(pico)]-H,O of 1.665(9), 2.4225(9), 2.085(2) and
2.101(3) A, respectively, are slightly longer than similar bonds 1.652(2), 2.4048(13),
2.080(3) and 2.090(4) A in [(77°-p-cymene)Os!ICl(pico)].4? The shortening of the
Ru-N and Ru-O bonds in mer-[Rulll(pico)3]-H,0 (2.052(3), 2.064(3), 2.052(3)
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and 2.002(3), 2.024(3), 1.996(2) A, respectively)>? is even more evident. The
Ru—Cl, Ru-N1 and Ru-O1 bonds in [(77°-1,3,5-Me3CgH3)RuCl(pico)]>? are at
2.420(1), 2.102(4) and 2.101(4) A, respectively. Two hydrogen bonding interac-
tions between the co-crystallized water molecule and 1 of the type O3—H--02
(0O3-H, 0.86, H--02, 1.94, 03--02, 2.78 A, 03—-H--02, 168.5°) and O3—H--Cl1i
(x+0.5,—-y+1,z+0.5) (03-H, 0.87, H--02, 1.94, 03--Cl11, 2.78 A, O3—H--Cl11,
172.6°) are evident in the crystal structure of 1-H,O.

Fig. 1. ORTEP view of a molecule of 1
with atom-labeling scheme and thermal
ellipsoids drawn at the 50 % probabi-
lity level. Selected bond distances (A)
and angles (°): Ru—O1 2.085(2), Ru—
—NI1 2.101(3), Ru—Cl 2.4225(9), Ru—
—C7 2.195(3), Ru—C8 2.186(3), Ru—C9
2.175(4), Ru—C10 2.211(4), Ru—Cl11
2.192(4) and Ru—Cl12 2.176(4), Ol-
02 —Ru—NI1 77.96(10).

Cytotoxic activity

The antiproliferative activity of the prepared complex was assayed in two
human cancer cell lines HeLa (cervix) and FemX (melanoma) by the MTT assay.
The tumor cells were incubated for 48 h with the investigated complex. The re-
sults of these tests indicate that the complex after 48 h of incubation exhibited
cytotoxic activity with /Csg 81.97 uM for HeLa cells and 36.23 uM for FemX
cells. These values are the mean of 2 to 3 independent experiments, whereby the
standard deviations were less than 15 %. The results of representative experi-
ments are shown in Fig. 2.

¥ Hela cells b 120 FemX cells

e 100 R 8 100

s BN = @

s -

T w® . T

5 \E\ Z

* .0 ~ = 40

- N =

C e B il
04 - - , : T . s o . . 2
0 50 00 150 200 30 300 30 ] 50 100 150 00 250 300 350

Concentration, M Concentration, UM

Fig. 2. Diagram of (a) HeLa and (b) FemX cells survival after 48 h of continual agent action.
Data are representative for one out of two to three separate experiments
with standard deviation.
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CONCLUSIONS

In this paper, the synthesis and characterization of the organoruthenium
complex, [(#°-p-cymene)RuCl(pico)]-H,O is described. Although in a previous
work, structurally related complexes were found to have limited antiproliferative
activity in tumor cells, the complex reported herein exhibits much higher cyto-
toxicity in cervix HelLa and melanoma FemX human cancer cell lines. This im-
plies that the presence of picolinate coordinated to a metal center had a notable
effect on cytotoxic activity. This makes this new ruthenium complex of interest
for further investigation.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Crystallographic data for 1 has been deposited with the Cambridge Crystallographic Data
Center as supplementary publication No. CCDC 775760. Copies of the data can be obtained
free of charge on application to The Director, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
UK (fax: +44 1223 336 033; e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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M3BOJ

PEHATI'EHCKA CTPYKTYPHA AHAJIU3A 1 HIUTOTOKCHUYHA AKTUBHOCT
IMUKOJIMHATO PYTEHMIYM(II)-APEHCKOI' KOMITJIEKCA

UBAHKA UBAHOBUR', CABA TPTYPUR-IIUTKA', HEBEHKA [JTUTOPUJEBUR?, CHHUILIA PAJTYJIOBUR’,
JXMBOCJIAB Jb. TELHI/ITl], ALEXANDER ROLLER® 1 BERNHARD K. KEPPLER®
I Xemujcrcu ®axyaitieim, Yuusepauitieins y Beozpady, Ciydeniicku @ipz 12—16, 11 000 Beozpad, *Uncitiuimiyit 3a
onKon0ZUjy u paduonozujy Cpbuje, Iacitieposa 14, 11000 Beozpad u Institute of Inorganic Chemistry,
University of Vienna, Wihringer Str. 42, 1090 Vienna, Austria
Pytenujym(I)—apeHCKH KOMIIIEKC ca TMHKOIMHCKOM KucenuHoM [(#%-p-mamen)RuCl(miko-
muHaTo)]-H,O cunTertncan je y peakmuju [(5°-p-mmmen)RuCly], KoMTmekca ca NMHKOTHHCKOM
KHCETIMHOM y MOJICKOM OZHOCY 1:2 y H30IIpOIaHoMy. JeAnmbeme je OKapaKTepHUCaHO eJIEMEHTATHOM
anamm3om, U1 u NMR cnekrpockonujoM. AHanm3a IudpakijoM X-3panrma Mokasana je 1a Mo-
JeKynl uMa T3B. “three-leg piano-stool” TeoMeTpujy Koja je KapaKTepHCTHYHA 3a OBaj THII
KoMIUIekca. [[uToTOKCHYHA aKTHBHOCT KOMIUIEKCA je opel)eHa Ha 1Be XymaHe TyMopcke henujcke
nunuje, Hela (rpnuha marepune) n FemX (menanoma), MTT tecrom. ICsq BpeaHocTH cy Omie
82,0 u 36,2 pmol dm™ 3a HeLa u FemX hemuje, pegom.

(TTpumiseno 17. maja, pepuanpano 17. asrycra 2010)
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arenskih kompleksa sa sli  énom strukturom*
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