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“Ispitivanje interakcija terpiridinskih kompleksa rutenijuma(ll) sa transportnim

proteinima seruma”
SAZETAK

Ova disertacija se bavi ispitivanjem interakcija tri potencijalna antitumorska
kompleksa Ru(ll) opste formule mer-[Ru(Cl-tpy)(N-N)CI]CI (Cl-tpy - 4’-hloro-
2,2".6',2"-terpiridin; N-N - 1,2-diaminoetan (en), 1,2-diaminocikloheksan (dach) ili 2,2'-
bipiridin (bipy)) sa transportnim proteinima seruma, humanim serum albuminom (HSA)
I transferinom (Tf). Odabrani kompleksi Ru(ll) pripadaju novoj klasi terpiridinskih
kompleksa meridionalne geometrije, koji pokazuju visoku rastvorljivost u vodi. Do sada
je u literaturi pokazana sposobnost ovih kompleksa da grade monofukcionalne adukte sa
derivatima guanina, isti¢uéi njihov potencijal za vezivanje za DNK molekul. Medutim,
interakcije sa proteinima do sada nisu ispitane. Kako se antikancerski agensi na bazi
metala u organizam unose intravenozno, vezivanje kompleksa za transportne proteine
seruma je izuzetno vaznO jer moze znacajno uticati na njihovu biodistribuciju i

efikasnost.

Rezultati su pokazali da se sva tri kompleksa vezuju za HSA i Tf, ali u razlicitoj
meri (dach>en>>bipy). U poredenju sa Tf, HSA pokazuje znacajno veci vezivni
kapacitet za sva tri kompleksa. Konstante vezivanja kompleksa sa en i dach ligandima
su u sluGaju HSA reda veli¢ine 10*-10° M, dok je vezivanje za Tf slabije, reda veli¢ine
10'-10> M. Vrednosti konstanti vezivanja kompleksa sa bipy ligandom su zanemarljive
I ukazuju na slabe interakcije. Vezivanje kompleksa nema znacajnog uticaja na
sekundarnu strukturu proteina, dok se na tercijarnoj strukturi uo€avaju blage promene
koje su izrazenije kod Tf. Detaljnim ispitivanjem vezivnih mesta na Tf je pokazano da
na proteinu postoji pet ostataka histidina za koje se kompleksi sa en i dach ligandima
mogu vezati koordinativno kovalentno. Jedan od njih, His585, ulazi u sastav vezivnog
mesta za gvozde, dok su ostala mesta nespecificna i ukljuuju povrsinske ostatke
histidina. Kompleks sa bipy ligandom se za Tf vezuje u maloj meri, najverovatnije
preko nekovalentnih interakcija. U okviru vezivnih mesta na HSA, identifikovano je pet
ostataka histidina i jedan ostatak asparaginske kiseline, za koje se kompleksi sa en i
dach ligandima mogu vezati koordinativno kovalentno. Od toga, samo tri His i jedan

Asp mogu biti mete za vezivanje kompleksa sa bipy ligandom. Prema doking studiji,



ovi ostaci ulaze u sastav pet vezivnih mesta za en i dach, odnosno dva za bipy
kompleks. Pokazano je da se kompleksi za HSA mogu vezati i nekovalentno, kao i da

vezivna mesta diktira oblik kompleksa (hloro, hidrokso ili akva).

Pored navedenog, razvijena je i optimizovana metoda za poboljSanje negativne
jonizacije peptida upotrebom nano-elektrosprej masene spektrometrije (ESI MS).
Metoda podrazumeva dodatak rastvora formaldehida u izopropanolu, nakon elucije
uzoraka sa hromatografske kolone. Primenom metode za identifikaciju vezivnih mesta
ispitivanih kompleksa proteomskim “bottom-up” pristupom, omogucena je negativna
jonizacija peptida koji na sebi nose vezane komplekse rutenijuma. Primecéena je
redukcija naelektrisanja detektovanih jona (1-) u odnosu na pozitivni jonski mod (3+).
Zbog karakteristicne izotopske raspodele rutenijuma, prisustvo jednostruko
naelektrisanih vrsta olakSava identifikaciju ciljnih vezivnih peptida, bez fragmentacije
liganada karakteristicne za analizu matriksom-pomognutom laserskom desorpcijom i

jonizacijom (engl. matrix-assisted laser desorption and ionization, MALDI).

Iz dobijenih rezultata se moZe zakljuciti da kompleksi sa bidentatnim helatnim
ligandima koji poseduju sposobnost gradenja jakih vodoni¢nih veza (en 1 dach)
pokazuju zna€ajno veci afinitet za vezivanje transportnih proteina, nego §to je to slucaj
sa bipy kompleksom. Pored toga, ova osobina pozitivno korelira i sa ispitanom
citotoksi¢nos¢u kompleksa. Moze se zakljuciti i da odabrani proteini seruma poseduju
potencijal za transport kompleksa, pri ¢emu je HSA definisan kao glavni vezivni partner
za ispitivana jedinjenja. Pored navedenog, u ovoj tezi je stavljen akcenat i na
poboljsanje eksperimentalnog pristupa koji ukljucuje maseno-spektrometrijske metode
za strukturnu karakterizaciju vezivanja kompleksa metala za proteine. Po prvi put je
opisana upotreba negativne elektrosprej jonizacije za odredivanje mesta vezivanja

kompleksa metala na proteinima, dajuci ovoj tezi i metodoloski znaca;.

Kljucne re¢i: kompleksi rutenijuma(ll), albumin, transferin, interakcije, vezivna

mesta, MALDI, ESI, negativna jonizacija
Naucna oblast: Hemija

Uza naucna oblast: Biohemija



“Investigation of interactions between ruthenium(II) terpyridine complexes and serum

transport proteins”
ABSTRACT

This thesis investigates interactions between three potential anticancer Ru(ll)
compounds of general formula mer-[Ru(Cl-tpy)(N-N)CI]CI (Cl-tpy - 4'-chloro-
2,2".6',2"-terpyridine; N-N - 1,2-diaminoethan (en), 1,2-diaminocyclohexan (dach) or
2,2'-bipyridine (bipy)) and serum transport proteins, human serum albumin (HSA) and
transferrin (Tf). The selected Ru(ll) compounds belong to a novel class of terpyridine
complexes of meridional geometry, that exhibit high water solubility. The ability of the
compounds to form monofunctional adducts with guanine derivatives has been shown in
literature, emphasizing their potential to bind DNA molecule. However, interactions
with proteins have not been investigated so far. Since metal-based anticancer
compounds are administered in the organism intravenously, binding of complexes to
serum transport proteins is exceptionally important because it can significantly alter

drugs’ biodistribution and efficiency.

The results have shown that all three complexes bind HSA and Tf, but in a
different amount (dach>en>>bipy). Comparing to Tf, HSA exhibits significantly higher
binding capacity for each of the compounds. The complexes with en and dach ligands
bind HSA with binding constant values being within an order of magnitude of 10*-10°
M™, while the binding to Tf turned out to be weaker, an order of magnitude of 10*-10
M™. Binding constant values for bipy complex are negligible and suggest weak
interactions. Binding of the complexes does not influence secondary structure of
proteins significantly, while tertiary structure suffered mild changes that are more
pronounced in case of Tf. Detailed investigation of Tf binding sites showed that the
protein contains five histidine residues to which the complexes can bind coordinately
covalently. One of them, His585, is a part of iron binding site, while the rest of the sites
are nonspecific and are comprised of surface histidine residues. The complex with bipy
ligand binds Tf to a low extent, most probably through noncovalent interactions. In
regard to HSA, five histidine and one aspartic acid residues to which the complexes
with en and dach ligands can bind coordinately covalently have been identified. Among

them, only three His and one Asp can be targets for binding of the complex with bipy



ligand. According to docking study, these residues constitute five binding sites for en
and dach, or two for bipy complex. It has been shown that the complexes can bind HSA
in a noncovalent manner and that the binding sites are dictated by the form of the

complexes (chloro, hydroxo or aqua).

Further, a method for enhancing peptide negative ionization using nano-
electrospray mass spectrometry has been developed and optimized. The method implies
post-column addition of formaldehyde diluted in isopropanol. By applying the method
for identification of binding sites of the selected complexes using proteomics “bottom-
up” approach, negative ionization of ruthenium complex-bound peptides has been
enabled. Charge reduction of the detected ions (1-) has been observed, comparing to the
positive ion mode (3+). Since ruthenium has a characteristic isotopic distribution,
presence of singly charged species facilitates identification of target peptides, without

in-source ligand fragmentation that happens during MALDI analysis.

From the obtained results it can be concluded that the complexes bearing
bidentate chelate ligands that can form strong hydrogen bonds (en and dach) show
significantly higher affinity for binding transport proteins, comparing to bipy complex.
Also, this feature correlates positively with investigated cytotoxicity of the complexes.
It can also be concluded that the selected serum proteins have a potential for transport of
the complexes, with HSA being defined as their main binding partner. Apart from that,
this thesis accentuates enhancement of experimental approach that includes mass
spectrometry methods for structural characterization of metal complex binding to
proteins. For the first time, application of negative ion mode electrospray ionization for
determination of metal complex binding sites on proteins has been described, which

also gives this thesis a methodological significance.

Key words: ruthenium(I1) complexes, albumin, transferrin, interactions, binding

sites, MALDI, ESI, peptide negative ionization
Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry



Sadrzaj

| 3 T 7 Y G 167) 1§ o S 1

L UVOO ettt h e bbb et a bbbt e b e et ne e 4
R @01 [-To RO SRRSPSTR 7
2.1 Antitumorski KompleksSi FULENTUMAL........cceieeeiireeeeiecectee et 7
2.1.1 Kompleksi rutenijuma (1) c...c.ooeeeeeeeeceeeeeeeee ettt e 9
2.1.1.1 KPLOLO/NKP-1339 ....ooiieieiesteeiee sttt sttt ste e nse e enaensesneense e 10
2.1.1.1.1 Mehanizmi antitumorske aktivnosti KP1019/NKP1339.........cccccvcevenenevnennenne. 10
2112 NAMI A ettt et h e st sttt b e naees 12
2.1.1.2.1 Mehanizam dejStva NAMI A .......ooor et 13
2.1.2 Kompleksi rutenijumaill) ......cc.ecueeeeieiieeseeieceee ettt et 14
2.1.2.1 Organometalni arenski RU(IT) KOMPIEKSI........cccooiverininieiiiiieeeseeeeeee 15
2.1.2.1.1 RAPTA KOMPIEKSI ..ottt 17
2.1.2.1.1.1 Mehanizam dejstva RAPTA KOMPIEKSA ........ccccoerererieininineresenereeeiee 18
2.1.2.2 Rutenijum(1l) polipiridinsKi KOMPIEKSI.......c.ccoeveeviiiiiieiiciccececeee e 20

2.2 Transportni Proteini SEMUMA ........ccueecveiieieecieceeeeste e ete e e sre e reste e e esbesreeaesresaseneenns 22
2.2.1 Humani Serum tranSTerin ..........ceveireineirene e 22
2.2.1.1 Transport gvozda i kompleksa metala posredstvom transferinskog ciklusa ........... 24
2.2.2 Humani Serum albUmin .......ccooueiriiniiineiciceee s 26
2.2.2.1 Transport antitumorskih lekova posredstvom HSA .........ccccovivinineneneneeeeeen 27

2.3 Masena spektrometrija u analizi interakcija kompleksa metala sa proteinima ............. 29
2.3. 1 MALDI JONIZACHA c.veveeueetieeietesieeese sttt ettt ettt e ste s e aesbe et ensesaeenee e 30
2.3.2 Jonizacija na atmosferskom PritisSKu ........ccoeceriiieerieeeeee e 31
2.3.2.1 EleKtroSprej JONIZACHja......uevverveeeieriesieeiesieeeesie ettt st a e s 33
2.3.2.1.1 Nano-elektrosprej jonizacija u negativnom jonskom modu...........ccceeevveveernenne. 35
2.3.3 MaSENT @NAIIZATONT .....c.eveviieiiiciiicticc s 37
TR\ T3 1 1 (o )74 S 38
3.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti terpiridinskih kompleksa Ru(Il) .......ccccooveveeveninecncneenne 38

3.2 Karakterizacija terpiridinskih kompleksa Ru(Il) upotrebom MALDI MS.................... 42

3.3 Ispitivanje vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(Il) za HSA i Tf upotrebom MALDI



3.4 Odredivanje stehiometrije vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(Il) za HSA i Tf..... 46

3.5 Odredivanje afiniteta vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(Il) za HSA i TT............. 48
3.5.1 Vezivanje kompleksa RU(I) Za HSA ..o 48
3.5.2 Vezivanje kompleksa RU(IT) Za T ...cc.ooveieiiieieeeeeeeese e 52
3.6 Ispitivanje uticaja vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) na konformacione

PrOMENE HSA T TH ettt st e ra e ere e 54
3.6.1 Uticaj vezivanja kompleksa na sekundardnu strukturu HSA i Tf.....ccooeveeviveeennne. 55
3.6.2 Uticaj vezivanja kompleksa na tercijarnu strukturu HSA i T ..cooovveiviieeiee 56

3.7 Strukturna karakterizacija proizvoda interakcije kompleksa Ru(ll) sa HSA i Tf
metodama tecne hromatografije i masene SpeKIrOmMetrije . ......ceouerverreeruenrereerieneesiereneenens 57

3.7.1 Identifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na BSA i Tf upotrebom

HPLC/MALDI MS.....ooieeee ettt ettt ettt st a e ene s 58
3.7.1.1 Ispitivanje vezivanja i hromatografsko razdvajanje rutenovanih vrsta................... 58
3.7.1.2 Detekcija i identifikacija rutenovanih vrsta upotrebom MALDI MS...................... 61
3.7.1.2.1 Identifikacija ciljnih sekvencija za vezivanje kompleksa Ru(ll) na BSA............ 62
3.7.1.2.2 ldentifikacija ciljne amino-Kkiseline za vezivanje kompleksa Ru(ll) na BSA ...... 63
3.7.1.2.3 Identifikacija ciljnih sekvencija i ciljnih amino-kiselina za vezivanje kompleksa
(L) 2 U I TS 65
3.7.2 ldentifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na HSA upotrebom nano-
LC/NANO-ESI IMS......oiiieeeeee sttt sttt sttt s et ene 68
3.7.2.1 Ispitivanje efikasnosti formaldehida kao modifikatora negativne jonizacije peptida
............................................................................................................................................. 69
3.7.2.1.1 Mehanizam transfera protona formaldehida...........cccccoocvrveeenencenicececee 71
3.7.2.2 Ispitivanje vezivanja kompleksa Ru(ll) za angiotenzin II: poredenje pozitivnog i
NEGALIVINIOY MOUA .....eeeiiciieiecieeiete ettt et e te et e s te s te et e s teeae e besasesbesbeenaesteersebesanensenns 72
3.7.2.3 Identifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na HSA u pozitivnom jonskom
1400 [ TSP 74
3.7.2.4 Identifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(Il) na HSA u negativnom jonskom
1107 L3 PO OO SO PSPPSRSO 78
3.8 Doking studija vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(Il) za HSA........cccoveivrinnene. 82
3.9 ZAKIJUCCT.c.eeveeeeieieeeere ettt e e e 89
4. EKSPErimMENtalNi GB0.....ccueeieeieiee ettt st ettt eeas 91
4.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti Ru(Il) terpiridinskih jedinjenja........cccocevvvevernieenieesinennnnnn 92
4.2 Karakterizacija terpiridinskih kompleksa Ru(ll) upotrebom MALDI MS.................... 92

4.3 Ispitivanje vezivanja terpiridinkih kompleksa Ru(ll) za HSA i Tf upotrebom MALDI



4.4 Odredivanje stehiometrije vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(II) za HSA i Tf..... 93

4.5 Odredivanje afiniteta vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(Il) za HSA i Tf............. 95
4.6 Ispitivanje uticaja vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) na konformacione
PrOMENE HSA I TH oottt ra e s ae e 96
4.7 Strukturna karakterizacija proizvoda interakcije kompleksa R(1l) sa HSA i Tf
metodama tecne hromatografije i masene SpeKIrometrije . ......ceouerverveereerrereereeneesereneenens 97
4.7 L HPLC/MALDI MS ...ttt ettt ae e nnne 97
4.7.1.1 Hromatografsko razdvajanje rutenovanih VIsta..........cccceeveeevieneeceenieseece e 97
4.7.1.2 Detekcija i identifikacija rutenovanih vrsta upotrebom MALDI MS...................... 98
4.7.2 nan0-UPLC/NAN0-EST IMS.........ooieieieieeceeese ettt st s 100
4.7.2.1 Ispitivanje efikasnosti formaldehida kao modifikatora negativne jonizacije peptida
........................................................................................................................................... 100
4.7.2.2 Ispitivanje vezivanja kompleksa Ru(ll) za angiotenzin Il...........ccoceoevevievnennenne. 101
4.7.2.3 Ispitivanje vezivanja kompleksa RU(I1) za HSA ......ccooveiiininnineeeeeeee 102
4.8 Doking studija vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) za HSA.........cccccorvevenene. 103

B LLIEBIATUIA ..ot ettt ettt e et e e e e ettt e s e et e e saeseeeesaaseeeessaseeeeseasaeeesaaseeeesaaneeeesaaeeeesaaeneesaane 105



Lista skracenica

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina
HSA — humani serum albumin

Tf — transferin

TfR1 — transferinski receptor 1

EPR — efekat poveéane permeabilnosti i zadrzavanja (eng. enhanced permeability and

retention effect)

NMR — nuklearna magnetna rezonancija
MS — masena spektrometrija

ESI — elektrosprej jonizacija

MALDI — matriskom pomognuta laserska desorpcija i jonizacija (engl. matrix-assisted

laser desorption and ionization)

HPLC — teCna hromatografija visokih performansi (engl. high performance liquid

chromatoraphy)

Cisplatina (cis Pt) — cis-diamindihloridoplatina(ll)
Cl-tpy — 4'-hloro-2,2',6',2"-terpiridin

tpy - 2,2',6',2"-terpiridin

bipy — 2,2"-bipiridin

en — etilendiamin

dach — (£)-trans-1,2-diaminocikloheksan

DMSO - dimetilsulfoksid

PF¢ — heksafluorofosfat



im — imidazol

ind — indazol

p-cym — p-izopropil toluen

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

[9]aneS3 — 1,4,7-tritiaciklononan

azpy — 2-fenilazopiridin

KP418 - trans-[tetrahloridobis(1H-imidazol)rutenat(111)]

NAMI A - imidazolijum [trans-tetrahloro(dmso)(imidazol)rutenat(l11)]
KP1019 - indazolijum [trans-tetrahlorobis(1H-indazol)rutenat(111)]
NKP-1339 - natrijum trans-[tetrahloridobis(1H-indazol)rutenat(I11)]
RAPTA C — [(n°-cym)RuCl,(PTA)]

GRP78 — glukoza regulisani protein

ER — endoplazmati¢ni retikulum

UPR - odgovor na neuvijene proteine (engl. unfolded protein response)
MMP- matriksmetaloproteinaza

ROS — reaktivne kiseoni¢ne vrste

MAPK — mitogenima aktivirana protein kinaza

ERK — ekstracelularnim signalima regulisana kinaza

NADPH — redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

SOD - superoksid dizmutaza

API — jonizacija na atmosferskom pritisku

Q — kvadrupol



QIT — kvadrupol jonski trap

TOF — vreme preleta (engl. time of flight)

FT-ICR - Furijeova transformacija-jon ciklotron rezonancija

ICP OES - opticka emisiona spektroskopija sa induktivno kuplovanom plazmom
Ditranol — 1,8,9-antracentriol

MTPP — mezo-tetrakis(pentafluorofenil)porfirin

DHB — 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina

CHCA — a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina



1. Uvod

Antitumorski kompleksi na bazi platine su se pokazali efikasnim u tretmanu
razli¢itih vrsta tumora, a neki od njih su ve¢ viSe decenija u klini¢koj upotrebi [1]-[3].
Mehanizam dejstva platinskih kompleksa se prvenstveno zasniva na ometanju
transkripcije, $to je posledica vezivanja leka za DNK molekul [4], [5]. Medutim, niska
selektivnost, visoka toksi¢nost i stecena rezistencija na ove lekove su podstakli razvoj
novih hemoterapeutika na bazi metala. U tom kontekstu, kompleksi rutenijuma su
privukli paznju zbog obecavaju¢ih osobina poput niske toksi¢nosti, povecane
selektivnosti prema kancerskim celijama i izuzetnog antimetastatskog dejstva [6]—[9].
Iako vezivanje za DNK moze doprineti efikasnosti kompleksa rutenijuma, najcesce se
ne smatra njihovim primarnim mehanizmom dejstva. Uopsteno, antikancerska aktivnost
se zasniva na sposobnosti kompleksa da uvede tumorske ¢elije u apoptozu, proces
programirane celijske smrti koji mozZe biti indukovan interakcijama sa DNK 1
proteinima [10]. Iako ta¢ni mehanizmi nisu u potpunosti rasvetljeni, indentifikovan je
veci broj ciljnih proteina za vezivanje jedinjenja rutenijuma, a koji se smatraju kljuénim

faktorima odgovornim za njihovu efikasnost.

Pored uloge u antitumorskoj aktivnosti, proteini uéestvuju u transportu i
biodistribuciji lekova na bazi kompleksa prelaznih metala. Kako se ovi agensi u
organizam unose intravenozno, proteini seruma su prvi molekuli sa kojima dolaze u
susret. Humani serum albumin (HSA) je najzastupljeniji protein seruma sa dobro
utvrdenom sposobnoscu transporta razlicitih lekova i malih molekula [11]. Smatra se da
transport antikancerskih agenasa posredstvom HSA doprinosi selektivnosti preko efekta
povecane permeabilnosti i retencije (engl. enhanced permeability and retention, EPR)
[12]. Ovaj efekat se javlja kao posledica defektne vaskulature tumorskog tkiva koja
omogucava makromolekulima da produ kroz razmake izmedu endotelijalnih celija
krvnih sudova, dok je njihovo uklanjanje iz tumora otezano usled neefikasne limfne
drenaze. Transferin (Tf) sistemskom cirkulacijom prenosi gvozde od mesta preuzimanja
do ¢elija 1 tkiva. Pored smanjenog vezivanja za DNK u poredenju sa platinskim

kompleksima, sposobnost rutenijuma da imitira gvozde pri vezivanju za Tf se smatra



faktorom koji doprinosi niskoj opstoj toksicnosti ovih kompleksa [13], [14]. Kako
kancerske ¢elije imaju povecanu potrebu za gvozdem, dostava kompleksa preko
transferinskog ciklusa povecava njihovu selektivnost. Iz navedenih razloga, ispitivanje
interakcija kompleksa rutenijuma sa HSA i Tf je od izuzetnog znaCaja U proceni

pogodnosti novosintetisanih vrsta za upotrebu kao antikancerskih agenasa.

Razli¢ite biofizicke metode, poput rendgenske kristalografije [15]-[17],
nuklearne magnetne rezonancije (NMR) [18], [19] i masene spektrometrije (MS) [20]-
[22] se koriste za strukturnu karakterizaciju i odredivanje mesta vezivanja kompleksa
metala na proteinima. Meke jonizacione tehnike masene spektrometrije su sve ¢eScée u
upotrebi zbog tacnosti, specifi¢nosti, brzine snimanja, niske potros$nje uzorka, kao i
moguénosti za simultanu analizu smese proteina. Analiza elektrosprej jonizacijom (ESI)
se smatra najpogodnijom za oCuvanje interakcija izmedu kompleksa metala i proteina,
pa se najceS¢e i1 koristi za odredivanje mesta vezivanja proteomskim ,,bottom-up*
pristupom [23]-[25]. Matriksom-pomognuta laserska desorpcija i jonizacija (MALDI)
je rede u upotrebi zbog veceg stepena fragmentacije u izvoru, nego Sto je to slucaj kod
ESI MS [26]. Uprkos tome, prednost MALDI MS je nastajanje isklju¢ivo jednostruko
naelektrisanih jonskih vrsta Sto znacajno olaksava identifikaciju jona koji sadrze
rutenijum, zbog njegove karakteristicne izotopske raspodele. Nastajanje viSestruko
naelektrisanih jona peptida u ESI MS izvoru oteZava identifikaciju zbog sli¢nosti u
izotopskoj raspodeli izmedu jona peptida koji na sebi imaju i onih koji nemaju vezan

kompleks rutenijuma, $to ru¢nu analizu podataka ¢ini dugotrajnom i sklonom greskama.

Do sada, kompleksi rutenijuma(lll): NAMI A [27], KP1909 [28] i NKP-1339
[29] su usli u klinicka ispitivanja. Pretpostavka da do njihove aktivacije dolazi
redukcijom u tumorskom tkivu je fokus istraZivanja stavila na komplekse Ru(Il) koji
pokazuju vecu reaktivnost prema bioloskim molekulima. Medu njima, posebnu paznju
su privukli Ru(ll) arenski kompleksi kojima pripada i RAPTA C [30], kompleks koji je
zbog izuzetnog antimetastatskog dejstva odobren za preklinicka ispitivanja. Drugoj,
znacajnoj grupi ovih jedinjenja pripadaju Ru(ll) polipiridinski kompleksi. Medu njima,
facijalni izomeri su mnogo vise proucavani od njihovih izomera sa meridijalnom
geometrijom. Terpiridinska jedinjenja meridionalne geometrije su pokazala obecavajucu

antitumorsku aktivnost, ali su detaljnija istrazivanja gotovo napustena zbog slabe



rastvorljivosti terpiridinskih derivata u vodi [31]-[35]. Istrazivanja ovih kompleksa su
se pretezno bazirala na ispitivanju citotoksi¢nosti i vezivanju za DNK, dok su
interakcije sa proteinima zanemarene. S tim u vidu, sintetisani su terpiridinski
kompleksi opste formule mer-[Ru(Cl-tpy)(N-N)CI]CI (Cl-tpy - 4'-hloro-2,2":6',2"-
terpiridin; N-N - 1,2-diaminoetan (en), 1,2-diaminocikloheksan (dach) ili 2,2’-bipiridin
(bipy)) koji pokazuju visoku rastvorljivost u vodi, kao i sposobnost vezivanja za
derivate guanina [36]. Ovi kompleksi su koris¢eni kao model za ispitivanje vezivanja za

proteine u ovoj doktorskoj disertaciji.

Opsti cilj ove disertacije je ispitivanje vezivanja, kao i strukturna karakterizacija
proizvoda interakcije izmedu tri navedena mer-Ru(ll) kompleksa i transportnih proteina

seruma, HSA i Tf. U okviru toga, postavljeni su pojedinacni cCiljevi:

e Ispitati citotoksi¢nost odabranih Ru(Il) kompleksa na tumorskim ¢elijskim
linijama.

e Odrediti konstante i stehiometriju vezivanja za odabrane proteine seruma, kao i
uticaj vezivanja kompleksa na sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina.

e Odrediti prirodu interakcije i mesta za vezivanje kompleksa na transferinu
,,bottom-up* proteomskim pristupom uz pomo¢ HPLC/MALDI MS metode.

e Odrediti prirodu interakcije i mesta za vezivanje kompleksa na humanom serum
albuminu ,,bottom-up* proteomskim pristupom uz pomo¢ nano-LC/nano-ESI
MS metode.

e Razviti i optimizovati metodu negativne jonizacije peptida upotrebom nano-ESI
MS, sa svrhom njenog koris¢enja kao komplementarne ili alternativne MS
metode za identifikaciju mesta za vezivanje kompleksa metala na
proteinima/peptidima. Testirati metodu za ispitivanje vezivanja kompleksa za
HSA.

e Racionalizovati eksperimentalno dobijene podatake kroz teorijsko predvidanje
mesta i energija vezivanja, kao i definisanje oblika (hloro, akva ili hidrokso) u

kom se kompleksi vezuju za HSA.



2. Opsti deo

2.1 Antitumorski kompleksi rutenijuma

Rutenijum je otkriven 1844. godine od strane Karla Karlovica Klausa (Karl
Karlovitch Klaus), a ime je dobio po ,,Ruteniji“, lat. nazivu za Rusiju [37]. Ovaj
hemijski element pripada platinskoj (V111) grupi prelaznih metala, ima atomski broj 44 i
atomsku masu 101.07. Od ukupno sedam izotopa rutenijuma (**Ru-Ru'®), Ru je
najzastupljeniji (31.6%). U fizioloskim uslovima, rutenijum moze postojati u tri
oksidaciona stanja (1I-1V), od kojih je oksidaciono stanje Il najzastupljenije. Do
promene oksidacionog stanja Ru(IIl) moze doé¢i u prisustvu bioloskih oksidanata i

reduktanata [38].

Otkri¢e inhibitornog dejstva kompleksa fac-[RuCl3(NH3)s] na deobu céelija
Escherihia coli je pobudilo interesovanje za upotrebu rutenijumovih kompleksa kao
potencijalnih antikancerskih agenasa [39]. Kako je rastvorljivost ovih kompleksa u vodi
bila problem za eventualna klinicka ispitivanja ovog i sli¢nih jedinjenja, istrazivanja su
usmerena na sintezu novih, pretezno jonskih kompleksa sa pove¢anim brojem halidnih
liganada. Nasuprot platinskim kompleksima koji imaju kvadratno-planarnu geometriju,
kompleksi rutenijuma su heksa koordinisani i formiraju oktaedarnu geometriju [40].
Sposobnost rutenijuma da koordiniSe Sest liganada je omogucila sintezu raznovrsnih
jedinjenja sa razli¢itim funkcionalizovanim grupama. Pored toga, spomenuta moguénost
promene oksidacionog stanja Ru(lll) kompleksa u zavisnosti od uslova sredine je,
najpre od strane Klarka (Michael Clarke) i saradnika, predlozena kao strategija za
»aktivaciju redukcijom® koja podrazumeva prelazak inertnijeg Ru(Ill) kompleksa u
reaktivniji Ru(ll) oblik [41]. Naime, nakon redukcije Ru(III), n-donorski ligandi viSe ne
ostaju tako jako vezani za metalni centar [42]. Redukujuéa sredina solidnih tumora je, u
poredenju sa zdravim tkivima, delimi¢no wuzrokovana relativno visokim
koncentracijama glutationa (0,5-10 mM) i askorbinske kiseline (< 10 mM). Zapravo,
redukcija Ru(lll) do Ru(ll) dejstvom navedenih bioreduktanta je podrzana velikim
brojem naucnih studija [43]-[46]. Vazno je istaci da, i glutation i askorbinska kiselina
poseduju kompleksirajuée osobine. Stoga se, zajedno sa jos jacim cCelijskim

kompleksiraju¢im agensom, citratom, mogu takmiciti sa proteinima za koordinaciju za



aktivno Ru mesto na kompleksu [47]. Takode, snizenje pH u tumorskom tkivu do kog
dolazi usled niske koncentracije kiseonika i posledi¢ne prekomerne produkcije laktata,
moze biti faktor koji favorizuje redukciju Ru(lll) kompleksa do Ru(ll) oblika [42]. Do
hipoksije dolazi zbog neuskladenog razvoja krvnih sudova sa rastom tumorskog tkiva,
Sto za rezultat ima smanjenu dostupnost O, tumorskim ¢elijama [48]. Smatra se da ove
razlike u metabolizmu izmedu zdravih i tumorskih ¢elija mogu doprineti selektivnoj

aktivaciji antikancerskih agenasa na bazi rutenijuma [42], [44].

Slicno kao i platinski kompleksi, neki kompleksi rutenijuma pokazuju sporu
kinetiku ligandne izmene koja se, u slu¢aju akvacije, kreé¢e na skali od nekoliko minuta
do nekoliko dana [49]. Sposobnost ligandne izmene zavisi od prirode liganada i
ukupnog naelektrisanja kompleksa, i od klju¢nog je znacaja za biolosku aktivnost [50].
U tom kontekstu, halidni ligandi ¢esto imaju svojstvo izmenjivog liganda. Hidroliza
halidnih liganada sa razli¢itih mono- i bi-funkcionalnih kompleksa metala, koja je
pracena akvacijom kompleksa, se smatra putem aktivacije za vezivanje kompleksa za
bioloSke molekule. Dobro utvrdeni mehanizam vezivanja cisplatine za DNK ukljucuje
aktivaciju leka hidrolizom hloridnih liganada i koordinacijom platine za nukleotide. U
procesu hidrolize, hloridni ligandi bivaju zamenjeni molekulima vode, formirajuci
aktivne akva oblike koji su reaktivniji prema bioloskim nukleofilima u poredenju sa
njihovim hloro analozima. Ovakav vezivni mehanizam je pripisan i mnogim drugim
platinskim, kao i nekim organometalnim jedinjenjima rutenijuma [51]. Pokazano je da
brzina akvacije u velikoj meri zavisi od prirode helatnih liganada i da je u direktnoj vezi
sa citotoksi¢nos¢u leka. Rezultati dobijeni na monofunkcionalnim ,,piano-stool* Ru(II)
arenskim kompleksima ukazuju na to da samo kompleksi koji podlezu brzoj do umereno
sporoj hidrolizi pokazuju citotoksi¢no dejstvo [52]. Kako je koncentracija hlorida u krvi
relativno visoka (104 mM), kompleksi se predominantno nalaze u manje reaktivnom,
hloro obliku. Koncentracija hlorida opada u citoplazmi (23 mM) i nukleusu (4 mM), §to
pogoduje konverziji kompleksa u reaktivnije akva oblike. Dominantno prisustvo manje
reaktivnih hloro oblika u krvotoku i ekstracelularnom okruzenju se smatra dobrim za
redukciju sporedne reaktivnosti pre ulaska kompleksa u ¢eliju. Iako su i hloro i akva
vrste uvek prisutne, njihov odnos zavisi od konstante ravnoteze kao i od lokacije

kompleksa nakon unosa u organizam (tj. od eksperimentalnih uslova).



2.1.1 Kompleksi rutenijuma (111)

Nakon fac-[RuCl3(NHz)s] kompleksa, prvi rezultati koji su bili obe¢avajuéi po
mogucénost primene kompleksa rutenijuma u antikancerskoj terapiji su dobijeni
sintezom trans-[tetrahloridobis(1H-imidazol)rutenat(l11)] (KP418), koji je pokazao
terapeutsku aktivnost u le¢enju misije P388 leukemije i B16 melanoma [53]. Struktura
ovog kompleksa je posluzila kao osnova za sintezu narednih generacija Ru(lll)
jedinjenja koja su wusla u kliniCka ispitivanja, 1 to: imidazolijum [trans-
tetrahloro(DMSO)(imidazol)rutenat(l11)] (NAMI-A) [54], [55], indazolijum [trans-
tetrahlorobis(1H-indazol)rutenat(l11)] (KP1019) [28], [56], i natrijum trans-
[tetrahloridobis(1H-indazol)rutenat(l11)] (NKP-1339) [8] koji je u vodi rastvorna so
KP109 (Slika 1).
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Slika 1. Strukture antitumorskih kompleksa rutenijuma (I11). Preuzeto i modifikovano iz [8].

Uprkos strukturnim i hemijskim sli¢nostima, ovi kompleksi ispoljavaju razlicite
bioloske aktivnosti [10].



2.1.1.1 KP1019/NKP-1339

Kompleks KP1019 je sintetisan 1989. godine od strane Kepplera i saradnika
[57]. Privukao je paznju zbog utvrdene aktivnosti prema miSijem modelu kancera
debelog creva. U ovoj studiji je pokazano da je tretman KP1019 kompleksom veoma
efikasan i da redukuje veli¢inu tumora i do 95%, bez smrtnosti 1 bez znacajnog gubitka
telesne tezine (6%) zivotinje. Pored toga, pokazano je i da je efikasniji od 5-
fluorouracila, standardnog agensa koji se koristi za tretiranje kancera debelog creva.

Stoga je KP1019 izabran za dalja, (pre)klinicka ispitivanja.

Natrijumova so KP1019, NKP1339, je inicijalno pripremljena kao prekursor u
formulaciji KP1019 za klinicka testiranja [58]. Zbog povecane rastvorljivosti u vodi
koja je omogucila unosenje vece doze leka pacijentima, izabran je za vodeceg kandidata
u daljem klinickom razvoju. Izmereni redoks potencijal NKP1339 u fosfatnom puferu
pH 7 iznosi +0,03 V vs. SVE (standardna vodoni¢na elektroda). Buduéi da se opseg
fizioloskih redoks potencijala krece od -0,4 V za NADPH (koji je najjac¢i fizioloski
reduktant) do +0,8 V za O, (najjaci fizioloski oksidans), na osnovu potencijala
NKP1339 se moze pretpostaviti da do aktivacije ovog kompleksa dolazi redukcijom u
bioloSkom okruzenju (u ¢elijama, redoks potencijal O; je obi¢no samo~ +0,14 V) [8].
Vazno je naglasiti da se rutenijumovi kompleksi ne redukuju dok su vezani za serumske
proteine [43], [59], te da do aktivacije redukcijom dolazi tek nakon oslobadanja od
proteina unutar kancerskih éelija. Takode, redukcija Ru i poveéana aktivnost KP1019 je

potvrdena u prisustvu redukovanog glutationa (GSH) i askorbinske kiseline [44], [45].

2.1.1.1.1 Mehanizmi antitumorske aktivnosti KP1019/NKP1339

Iako je pokazano vezivanje rutenijuma za DNK u nukleusu kancerskih celija
koje su tretirane KP1019 kompleksom, pojavili su se dokazi da antikancerska aktivnost
KP1019 nije primarno bazirana na direktnim o$te¢enjima DNK molekula [41], [56].
Ispitivanje vezivanja KP1019 [56], [60] i NKP1339 [56] za ¢elijske proteine u citosolu
kancerskih ¢elija je pokazalo da se rutenijum moze detektovati pretezno u dvema
frakcijama proteina razli¢ite veli¢ine, >700 kDa koja odgovara proteinskim

agregatima/kompleksima i frakciji koja odgovara proteinima male molekulske mase,
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<40 kDa. Ovakav odabir intracelularnih  proteinskin  vezivnih  partnera
KP1019/NKP1339 se u velikoj meri razlikuje od rezultata dobijenih za cisplatinu [8].

Jedna od potencijalnih citosolnih meta NKP1339 kompleksa je protein regulisan
glukozom (GRP78), molekulske mase 78 kDa [61]. Ovaj Saperon endoplazmati¢nog
retikuluma (ER) predstavlja kljuéni faktor odgovora na pogres$no uvijene proteine (engl.
unfolded protein response, UPR), do ¢ije aktivacije dolazi po akumulaciji neuvijenih ili
pogres$no uvijenih proteina u lumenu ER [62]. Vezivanje NKP1339 za GRP78 sugerise
da postoji interakcija ovog kompleksa sa ¢elijskom masinerijom za odrzavanje pravilne
konformacije proteina. U odnosu na zdrave celije, kancerske celije imaju izmenjene
razli¢ite procese u celiji koji im omogucavaju visok stepen proliferacije, povecan
metabolizam glukoze, kao i otpornost na stres i inicijaciju ¢éelijske smrti. Jedan od
nacina na koji tumorske celije postizu otpornost na stres ukljucuje regulaciju kljucnih
faktora UPR-a, kao $to su Saperoni i UPR ciljni geni. Nasuprot zdravim ¢éelijama koje
nisu izloZene ER stresu i kod kojih je UPR u neaktivnom stanju, kancerske ¢elije zavise
od ocuvanja kapaciteta ER za uvijanje proteina. Stoga UPR predstavlja obecavajucu

strategiju za leCenje kancera.

Pored direktnih interakcija sa biomolekulima, smatra se da redoks aktivnost
Ru(Ill) jedinjenja interferira sa celijskom redoks ravnotezom preko direktnih i
indirektnih mehanizama [7]. Kompleksi Ru(IIl) mogu ucestvovati u Fentonovim
reakcijama koje vode ka genezi reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive oxygen
species, ROS). Pored toga, vezivanje za GSH smanjuje nivo slobodnog GSH u ¢elijama,
Sto ih ¢ini podloznijim endogenom i egzogenom oksidacionom stresu. U skladu sa tim,
formiranje intracelularnih ROS je dokazano kod c¢elija kancera debelog creva, ubrzo
nakon tretmana KP1019 kompleksom [63].

Kompleks NKP1339 je, kao i NAMI A, identifikovan kao direktni “hvata¢” azot
oksida, NO- [64]. Pokazano je da reakcija sa NO- dovodi do redukcije Ru(lll) i
formiranja [Ru(11)-NO™] vrsta. Kako je NO- dobro poznati signalni glasnik u razli¢itim
fizioloskim procesima, naroCito u vaskularnoj homeostazi, neurotransmisiji, kao 1 u
inflamatornom/imunom odgovoru i progresiji tumora, moze se pretpostaviti da KP1019

i NKP1339 imaju efekat na migraciju endotelijalnih ¢elija i angiogenezu [65].
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Kao posledica opisanog redoks stresa, tretman KP1019 i NKP1339
kompleksima indukuje apoptozu kancerskih celija preko mitohondrijskog puta [41].
Pokazano je i da tretman NKP1339 kompleksom, sli¢no kao i NAMI A, dovodi do
zaustavljanja celijskog ciklusa u G2/M fazi [66]. Nadeno je i da je zaustavljanje
¢elijskog ciklusa praceno regulacijom MAPK (p38 mitogen-aktivirana protein kinaza)
puta u odgovoru na stres. Ilustrativan prikaz opisanih mehanizama koji leze u osnovi

antitumorskog dejstva KP1019 i NKP1339 kompleksa je prikazan na Slici 2.

Aktivacija
redukcijom

Aktivacija
MAPK P38

Ostecenje proteina
ER stres
GRP78
Mitohondrijska
\\ ostecenja

7
v
N\,

Zaustavljanje

a
celijskog ciklusa u
G2/M fazi

Slika 2. Mehanizmi odgovorni za antikancersku aktivnost KP1019 i NKP1339 kompleksa. Preuzeto i

modifikovano iz [8].

2.1.1.2 NAMI A

Rutenijumov kompleks NAMI A su sintetisali Alessio, Sava i saradnici, pioniri
u proucavanju kompleksa prelaznih metala ranih devedesetih godina proslog veka [54].
Pokazano je da NAMI A ispoljava izuzetnu i selektivnu aktivnost prema kancerskim
metastazama pretezno solidnih tumora, ali da nije efikasan u redukciji primarnih

kancera [27]. U ovom kompleksu, Ru(lll) atom je koordinisan sa Sest liganada, i to:
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jedan molekul imidazola, jedan molekul dimetil sulfoksida (DMSO) i cetiri hloridna
liganda. Svi pobrojani ligandi mogu biti zamenjeni molekulima vode ili hidroksidnim
jonima, $to za rezultat daje smeSu akva vrsta koje su odgovorne za antimetastatsku
aktivnost [67]. In vitro eksperimentima je utvrdeno da NAMI A lako podleze hidrolizi
pri fizioloskim uslovima. Prema mehanizmu hidrolize prikazanom na Slici 3, hloridni
ligandi se najbrze izmenjuju vodom i/ili hidroksidnim jonima [68]. Ovaj proces je
prac¢en progresivnim oslobadanjem liganda DMSO, §to vodi formiranju do sada

neokarakterisanih tamno zelenih poliokso vrsta [69].

l)\l\()j- DMSO j' DMSO _I' DMSO j'
Cly, c -Cl Cly OH -Cl Cly, OH Cly, \OH -DMSO i
g ot RL\ , R|u\ % ol POLI-OKSO
av” | Y a*” | N a*” | on Ho” | N -Im VRSTE
Im Im Im Im
-H" || +H" -H'1 +H" -H'" || +H'
- -
DMSO DMSO —-| DMSO —-|
Cly, ] WOH, Cly, I WOH, Cly, | WOH,
Ru' (Ru' (Ru‘
aY” I N a” | om, 107 | g

Im Im Im
Slika 3. Predlozeni mehanizam hidrolize NAMI A. Preuzeto i modifikovano iz [68].

Sam proces hidrolize kompleksa u velikoj meri zavisi od pH i temperature.
Proces akvacije je gotovo u potpunosti suprimiran na sobnoj temperaturi i niskom pH
(3-5), pri ¢emu dolazi do slabe disocijacije DMSO (2% h™). Ovo su uslovi odabrani za
administraciju NAMI A pacijentima sporom infuzijom. Zbog prisustva DMSO koji je n-
akceptor srednje jac¢ine, NAMI A ima relativno visok redukcioni potencijal (0,235 V vs.
SVE) [70], [71]. Veéina vrsta koje nastaju tokom akvacije kompleksa (osim onih bez
DMSO) ima ve¢i redoks potencijal od primarnog jedinjenja, te su podloZnija redukciji
[72].

2.1.1.2.1 Mehanizam dejstva NAMI A
Manjak citotoksi¢nosti naspram ¢elijskih linija solidnih tumora je najverovatnije
posledica cinjenice da NAMI A podleze brzim ekstracelularnim transformacijama pri

¢emu njegovi metaboliti predominantno interaguju sa cCelijskim zidom 1 ne bivaju

znacajno internalizovani od strane ¢elija [73]. Funkcionalne in vitro studije su dokazale
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kapacitet NAMI A da znacajno uti¢e na tumorske c¢elije koje imaju sposobnost
metastaziranja, kao i njegovu sposobnost da deluje na mikrookolinu tumora,
narusavajuci recipro¢ne interakcije izmedu kancerskih ¢elija i komponenata tumorskog
miljea. Ovaj kompleks inhibira glavne korake u procesu Sirenja metastaza, kao $to su
odvajanje celija od primarnog tumora, sekrecija proteolitickih enzima, migracija i
invazija, re-adhezija na mestima sekundarnog rasta. Ovakvi inhibitorni efekti su
proporcionalni invazivnom stepenu celijske linije i nisu povezani sa citotoksi¢no$¢u
[27]. Sta vie, mehanizam metastatske kontrole bi se mogao pripisati kooperaciji
izmedu anti-angiogenih i anti-invazivnih osobina NAMI A na tumorske ¢elije i krvne
sudove. Kontrola angiogeneze se najverovatnije zasniva na  vezivanju NO-
produkovanog od strane endotelijalnih Celija [64]. Na molekulskom nivou, NAMI A
blokira MEK/ERK signalni put, suprimirajuc¢i ekspresiju regulatornog c-myc gena i
proliferaciju endotelijalnih ¢celija [74]. Takode, NAMI A redukuje oslobadanje matriks
metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9 i spontanu invaziju kancerskih éelija u Matrigelu™
[27], [75]. Kod tretiranih miSeva je primeceno da dolazi do stimulacije fibroblasta na
produkciju kolagena koji se nagomilava oko krvnih sudova i tumorske kapsule,
povecéavajuci debljinu vezivnog tkiva primarnog tumora [76]. Kompleks NAMI A se
efikasno vezuje za kolagen ¢ime se prolongira njegova eliminacija iz organa bogatih
kolagenom [75]. Vezani oblik NAMI A zadrzava svoju aktivnost u pogledu spre¢avanja
invazivnosti tumorskih celija. Pored toga, NAMI A stimuliSe tumor-infiltrirajuce
limfocite [77] i inhibira aktivaciju i/ili ekspresiju integrina. Posledi¢no dolazi do
remodelovanja aktinskog citoskeleta i promena u ¢elijskoj morfologiji, ¢ime se

smanjuje adhezivna moc¢ tumorskih ¢éelija [78].

2.1.2 Kompleksi rutenijuma(ll)

Pretpostavka da do aktivacije Ru(lll) kompleksa dolazi po redukciji metalnog centra je
fokus istrazivanja stavila na ispitivanje antikancerskog potencijala Ru(ll) kompleksa.
Objavljene su brojne studije koje se bave proucavanjem osobina i aktivnosti ovih
jedinjenja, a akcenat je stavljen na dve glavne klase: organometalne arenske Ru(ll)
komplekse i Ru(ll) polipiridinske komplekse.
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2.1.2.1 Organometalni arenski Ru(ll) kompleksi

Razvoj tzv. “half sandwich” Ru(ll) arenskih jedinjenja tipa [(n°-
aren)Ru(YZ)(X)], gde je YZ bidentatni helatni ligand, a X odlazeca grupa predstavlja
znaCajan pomak u razvoju strukturno razli¢itih rutenijumovih jedinjenja sa
potencijalnim antikancerskim osobinama [79]. Jedinjenja su u literaturi poznata i kao
“piano-stool”, zato $to im struktura podsec¢a na stolicu klavira (Slika 4). Popularna su
zbog Sirokih moguénosti derivatizacije arenskog dela koji stabilizuje Ru u +2
oksidacionom stanju, dok tri preostala koordinaciona mesta X, Y i Z mogu biti
funkcionalizovana razli¢itim koordinacionim grupama razli¢itth monodentatnih ili
bidentatnih liganada [42], [79], [80]. Stoga je jasno da arenski kompleksi rutenijuma

dozvoljavaju uvodenje brojnih bioloski aktivnih grupa.

X\\“““lRu St
Y

Z

Slika 4. Opsta struktura Ru(IT) kompleksa sa “piano stool” konfiguracijom. Preuzeto iz [10].

Jedan od kompleksa iz ove grupe koji su medu prvima sintetisani je [Ru(n®-
benzen)(DMSO)CI,], prikazan na Slici 5a. Ispitivanjem antitumorskog potencijala ovog
kompleksa je otkriveno da inhibira topoizomerazu II, koja je vazna za pravilnu
strukturnu organizaciju hromozoma tokom ¢elijske deobe [81].

Slian kompleks, RAPTA C ([Ru(n®-cimen)(PTA)Cl,]) koji umesto DMSO
liganda ima PTA (1,3,5-triaza-7-fosfatriciklo[3.3.1.1]dekan), pokazuje znacajno vecu
rastvorljivost u vodi. Ovaj kompleks, prikazan na Slici 5b, je pokazao obecavajuce
antimetastatsko dejstvo, visoku selektivnost i generalno nisku toksi¢nost $to ga Cini

primamljivim za ispitivanje kao potencijalnog terapeutskog agensa [82].
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Slika 5. Strukturne formule Ru(I1) arenskih kompleksa [Ru(n®-benzen)(DMSO)CI,] (a), RAPTA C (b) i
KP1558 (c). Preuzeto i modifikovano iz [10].

Zamenom PTA sa 3,5,6-biciklofosfit-a-D-glukofuranozid ligandom su dobijena
visoko aktivna jedinjenja KP1558 (Slika 5c) i njegovi analozi [83]. Lipofilnost ovih
jedinjenja se moze menjati prilagodavanjem strukture/duzine ugljenohidratnog dela, sa
svrhom dobijanja kompleksa visoke rastvorljivosti koji su pogodni za intravenoznu
administraciju ili hidrofobnijih vrsta koja olakSavaju preuzimanje kompleksa od strane
¢elija. Hidroliza, afinitet vezivanja za proteine i azotne baze, kao i in vitro
antineoplasti¢na aktivnost kompleksa su ispitani na humanim SW480 (adenokarcinom
debelog creva), CH1 (kancer jajnika), cisplatina-rezistentnim A2780 (karcinom jajnika),
A549 (karcinom plu¢a), Me300 (melanom), LNZ308 (glioblastom), i HCEC
(endotelijalnim) celijskim linijama [83], [84]. U vodi najpre dolazi do hidrolize
hloridnog liganda koja dovodi do aktivacije i hidrolize fosfitnog liganda. Kompleks koji
nastaje nakon hidrolize Ru-Cl i P-O veza liganda pokazuje afinitet za vezivanje
albumina i transferina, a pokazano je i da gradi 1:1 adukt sa 9-etilguaninom. Kompleksi
su pokazali izuzetno visoku aktivnost u svim ispitivanim ¢elijskim linijama, a nadeno je
1 da njihova citotoksi¢nost pozitivno korelira sa prisustvom alkil dela na fosfitnom
ligandu, Sto ih €ini lipofilnijim.

Kompleksi opste formule [Ru(n®-p-cimen)Cly(L)] (L= modulatorni ligandi na
bazi antracena) su ispitivani u svrhu prevazilaZenja rezistencije na veci broj postojecih

lekova [85]. Neki od njih su pokazali opste citotoksi¢no dejstvo prema vecem broju
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¢elijskih linija, dok su drugi pokazali selektivnost prema odredenoj kancerskoj ¢elijskoj
liniji.

Pored navedenih, mnogobrojne strukturne varijacije arenskih kompleksa
rutenijuma su detaljno opisane u literaturi [10]. Zbog istaknutog dejstva i ulaska u

klinicka istrazivanja, dalji pregled ¢e se bazirati na RAPTA tipu kompleksa.

2.1.2.1.1 RAPTA kompleksi

Monodentatni PTA ligand se smatra prepoznatljivim strukturnim obelezjem
RAPTA kompleksa, koje odvaja ovu familiju od drugih rutenijum(ll) arenskih
jedinjenja. U zavisnosti od prirode ko-liganada, PTA moze povecati rastvorljivost
RAPTA kompleksa u vodi. Kompleks RAPTA C [30], koji je medu prvima sintetisan,
je privukao paznju zbog svoje sposobnosti da osteti DNK molekul u zavisnosti od pH
sredine. Naime, oSte¢enja DNK su detektovana na pH < 7, ali ne i na fizioloSkom pH (~
7,4), sto ukazuje na potencijal ovog kompleksa da selektivno oSteti DNK u obolelim

hipoksi¢nim ¢elijama.

Potvrdeno je da RAPTA C podleze brzoj hidrolizi u vodenom rastvoru 4 mM
NaCl [82], dok je u 100 mM NaCl rastvoru hidroliza suprimirana. Pri niskim
koncentracijama hlorida, dominantne vrste RAPTA C i RAPTA B ([Ru(n®-
benzen)Cl,(PTA)]) prikazanim na Slici 6, su monoakvatisani oblici [Ru(n®-
aren)CI(H20)(PTA)]", uz nesto manje zastupljene [Ru(n®-aren)(OH)(H,0)(PTA)]" i
[Ru(n’-aren)Cl,(PTA)] oblike koji su takode prisutni u rastvoru [86]. Stoga se
pretpostavlja da se in vivo RAPTA jedinjenja, kao i cisplatina, aktiviraju prelaskom u
reaktivnije akva oblike u okruzenju sa niskom koncentracijom hlorida, kakva se nalazi
unutar Celija. Kako se kroz krvnu plazmu prenosi u manje aktivhom hlorido obliku,

RAPTA C se moze smatrati prolekom.

17



< o <o > e

|

|
CI\\\/RU\P/\N CI\\\RU\P/\N C"“RU\P/\N H3C \C(H CI“‘/RU\P/\N
3
of N> o &> o A o N>
RAPTA-C N\/ RAPTA-B N\/ RAPTA-T N\/ RAPTA-Im N\/

Slika 6. Strukturne formule RAPTA C, B, T i Im kompleksa. Preuzeto i modifikovano iz [87].

U in vitro ispitivanjima antikancerske aktivnosti RAPTA jedinjenja je pokazano
da RAPTA T ([Ru(n’-toluen)Cl,(PTA)]) i RAPTA Im ([Ru(n’-1,2-dimetil-3-(4
metilfenetil)-1H-3A4-imidazol)CIl,(PTA)][BF4]), koji su takode prikazani na Slici 6,
pokazuju dobru selektivnost prema TS/A ¢elijskoj liniji adenokarcinoma, u poredenju sa
netumorogenom HBL-100 epitelijalnom ¢elijskom linijom (ICsg 74 i 66 UM vs. > 300
MM, respektivno) [82]. In vivo studija na miSevima obolelim od karcinoma dojke je
pokazala da RAPTA B i RAPTA C ne pokazuju aktivnost naspram primarnih tumora,
ali da su efikasni u redukovanju metastaza poreklom od primarnog tumora [87]. Ovi
obecavajuéi rezultati su ukazali na potencijal za upotrebu RAPTA jedinjenja kao

antimetastatskih agenasa.

2.1.2.1.1.1 Mehanizam dejstva RAPTA kompleksa

Kako je RAPTA T pokazao najvecu selektivnost u pogledu citotoksi¢nosti
prema kancerskim c¢elijskim linijama (u odnosu na zdrave ¢elije), uradena je detaljna
evaluacija njegove antimetastatske aktivnosti u seriji in vitro i in vivo eksperimenata.
Ne-kancerogene HBL-100, ne-invazivne MCF-7 (humani kancer dojke) i visoko
invazivne MDA-MB-231 (kancer dojke) celijske linije su koris¢ene u in vitro
eksperimentima koji su obuhvatili simulaciju metastatske progresije i to odvajanja,
pokretljivosti, invazije i ¢elijske adhezivnosti [88]. U poredenju sa kontrolom, MDA-
MB-231 ¢elijska linija je po tretmanu RAPTA T kompleksom postala rezistentnija na
odvajanje od fibronektin i kolagen IV supstrata. Takode, primecena je i smanjena
adhezivnost i redukovana sposobnost migracije MDA-MB-231 celija.Takav efekat nije
primeéen kod HBL-100 i MCF-7 (¢elijskih linija [88]. Sli¢ni rezultati koji pokazuju
antimetastatsku aktivnost RAPTA T, uz zanemarljivu redukciju primarnog tumora, su

dobijeni i in vivo pri tretmanu miseva obolelih od karcinoma dojke [87].
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Kompleks RAPTA T ispoljava odredenu selektivnost prema invazivnim
kancerskim ¢elijama i metastatskim tumorima S§to je, makar delimi¢no, posledica dejstva
kompleksa na povrSinske molekule tumorskih ¢elija. Takode, smatra se da zbog
interakcija kompleksa sa citoskeletom celije postaju rigidne, Sto za posledicu ima
smanjenje njihove adhezivne sposobnosti.

Preklinicko ispitivanje dejstva RAPTA C na modelu humanog A2780 kancera
jajnika je pokazalo da RAPTA C inhibira rast tumora za oko 75% pri dozi od 0,2 mg kg
! po danu, tokom pet dana [89]. Na ise¢cima tkiva tretiranog tumora su se mogle uogiti
velike oblasti neproliferisu¢ih tumorskih ¢elija i znacajno redukovana gustina mikro
krvnih sudova, u poredenju sa dobro vaskularizovanim tumorskim tkivom kontrole. Na
misijem modelu LS174T kolorektalnog adenokarcinoma, tretman kompleksom RAPTA
C pri dozi od 100 mg kg™ po danu, tokom jedanaest dana, je inhibirao rast tumora za
oko 50% u poredenju sa kontrolom [89]. Inhibicija rasta tumora nije primeéena pri
dozama od 10 i 40 mg kg™. Analiza tretiranog tumorskog tkiva je pokazala jaku anti-
angiogenu aktivnost RAPTA C, karakterisanu znacajnim smanjenjem gustine mikro
krvnih sudova. Ovi rezultati su konzistentni sa drugim studijama koje opisuju anti-
angiogenu aktivnost RAPTA C i RAPTA T upotrebom razli¢itih ¢éelijskih eseja [90].
Toksi¢nost nije povezana sa tretmanom miSijeg modela kompleksom RAPTA C, a
ispitivanje biodistribucije rutenijuma 2 h nakon tretmana je potvrdilo brzu renalnu
ekskreciju metala bez znacajne akumulacije u vitalnim organima. Ovi rezultati pokazuju
da, uz odgovarajuéu dozu, RAPTA C moZe biti veoma efikasan u redukciji primarnih
tumora, efektom koji se delimi¢no objasnjava anti-angiogenim osobinama kompleksa.
Najefikasnije dejstvo RAPTA C in vivo je potvrdeno u kombinaciji sa drugim lekovima
kao §to su inhibitori receptora za endotelijalni faktor rasta [87].

Pored interakcija sa komponentama ekstracelularnog matriksa, poznato je da se
RAPTA C vezuje za cCelijske proteine 1 histone nukleozoma, za razliku od njegovog
strukturnog analoga RAED C ([Ru(n®-p-cimen)(en)CI]PFs) koji se u vecoj meri vezuje
za DNK [91]. Pokazano je da vec¢i udeo RAED C oformi adukte sa DNK (6,4%) nego
Sto je to slucaj sa cisplatinom (4,1%). Takode, RAED C i kompleksi platine se vezuju za
razli¢ita mesta na DNK, pri ¢emu RAED C ispoljava vecu selektivnost. Naime, za
razliku od platinskih lekova koji neselektivno formiraju adukte sa dostupnim

guaninskim bazama, RAED C se vezuje samo za najisturenije regione unutar jezgra
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nukleozoma. Za kancerske celije su karakteristicne brojne strukturne i hemijske
abnormalnosti hromatina koje ukljucuju razlike u kompaktnosti, organizaciji
nukleozoma, metilaciji DNK, varijacijama histona i njihovih post-translacionih
modifikacija. Sta viSe, istraZivanja su pokazala da sub-populacija kancerskih éelija
rezistentnih na lekove moze biti utvrdena preko epigenetskih modifikacija hromatina
[92]. Sposobnost RAPTA C i RAED C da prepoznaju ne samo hemijske ve¢ i strukturne
osobine nukleozoma je obecavajuce otkrice koje ukazuje na potencijal ovih i1 drugih
rutenijumovih kompleksa da ciljaju epigenetski “slabe tacke” kancerskih celija [91].
Pored toga, suptilne razlike (jedan ligand) izmedu ova dva strukturno sli¢éna kompleksa
koje za posledicu imaju razli¢it odabir vezivnih partnera i, posledi¢no, drugaciji
mehanizam dejstva, ukazuju na znacaj utvrdivanja veze izmedu strukture i funkcije

kompleksa metala sa ciljem dizajniranja novih, efikasnijih antikancerskih agenasa.

2.1.2.2 Rutenijum(l1) polipiridinski kompleksi

Rutenijumovi kompleksi sa polipiridinskim ligandima su posebno interesantni
zbog lakoc¢e dizajna i korisnih fotofizickih osobina. Polipiridinski ligandi su veliki,
rigidni, multidentatni i daju rutenijumovim kompleksima oblik i hiralnost, §to moze biti
iskori§¢eno za postizanje predefinisanih osobina za vezivanje za DNK [10]. Pored toga
Sto mogu interkalirati u DNK molekul, pokazano je i da se mogu koordinativno vezati
za nukleobaze na sli¢an nacin kao i cisplatina [93]. Rutenijumovi kompleksi koji sadrze
fenilazopiridinske (azpy) ligande, tipa [Ru(azpy).Cl] su privukli paznju zbog
obecavajuce citotoksi¢ne aktivnosti koja je zavisna od njihove strukture, i to na nacin da
a iy izomeri pokazuju vecu toksi¢nost od B izomera [94]. Niske ICsy vrednosti su
izraCunate 1 za kompleks mer-[Ru(tpy)Cls] (tpy =2,2:6',2"-terpiridin), za koji je
pokazano da se u trans konfiguraciji za DNK vezuje interlancano, preko dva derivata
guanina [32].

U literaturi je opisana sinteza i karakterizacija brojnih Ru(ll) kompleksa tipa
mer-[Ru(tpy)(N-N)CI]" koji sadrze razli¢ite N-donorske helatne ligande, ukljuéujuéi
bipiridinske i fenantrolinske derivate [35], [95], [96]. Ovi helatni ligandi ne poseduju
sposobnost gradenja jakih vodoni¢nih veza. Kompleksi ovog tipa se za DNK vezuju
kovalentno grade¢i monofunkcionalne adukte, a za neke je pokazano i da mogu

zaustaviti replikaciju DNK [31]. Nadeno je i da se fac kompleksi Ru(Il) iste opste
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formule [Ru(L3)(N-N)X]" (Ls — tridentatni ligand), kao sto je [Ru([9]aneS3)-(N-
N)CI][PF6] ([9]aneS3 - 1,4,7-tritiaciklononan), vezuju za DNK i pokazuju citotoksi¢nu
aktivnost, ali samo u sluc¢ajevima kada N-donorski helatni ligandi poseduju sposobnost
gradenja vodonic¢nih veza [97]-[99]. lako su i fac i mer kompleksi ovog tipa pokazali
obecavajucu aktivnost, problemi sa rastvorljivos¢u terpiridinskih derivata su smanjili
interesovanje za mer klasu jedinjenja, te su znatno manje ispitivani od onih sa
facijalnom geometrijom [31], [32], [35].

Kako bi se prevaziSli neki od navedenih problema, sintetisani su
monofunkcionalni kompleksi opste formule mer-[Ru(Cl-tpy)(N-N)CI]CI (Cl-tpy - 4'-
hloro-2,2".6",2"-terpiridin; N-N - 1,2-diaminoethane (en), 1,2-diaminocikloheksan
(dach) ili 2,2'-bipiridin (bipy)) [36], prikazani na Slici 7.

Slika 7. Strukturne formule kompleksa [Ru(Cl-tpy)(en)CI]" (1), [Ru(Cl-tpy)(dach)CI]* (2) i [Ru(CI-
tpy)(bipy)CI]" (3).

Helatni bidentatni ligandi en 1 dach poseduju sposobnost gradenja vodoni¢nih
veza, kao i Cl-tpy derivat terpiridina ¢iji Cl moze sluziti kao akceptor vodoni¢nih veza
formiranih sa donorskim atomima biomolekula. Sva tri kompleksa su pokazala visoku
rastvorljivost u vodi (> 25 mg/mL). Po rastvaranju dolazi do hidrolize CI liganda i
formiranja akva vrsta, dok brzina hidrolize zavisi od prirode bidentatnog liganda (minuti
za en i dach, sati za bipy). Stepen hidrolize je slican za sva tri jedinjenja, pri cemu se
ravnoteza dostize pri odnosu hloro i akva vrsta od 1:9. Ispitivanje vezivanja kompleksa
za derivate guanina, 9-metilguanin i 5'-guanozin monofosfat su pokazala da po
inkubaciji dolazi do formiranja monofunkcionalnih adukata preko N7 atoma, pri ¢emu
brzine reakcije zavise od helatnog liganda (1 = 2 >> 3) [36]. Dobijeni podaci sugerisu
da bi ispitivani kompleksi mogli ispoljiti citotoksi¢no dejstvo preko interakcija sa DNK
u kancerskim ¢elijama. Medutim, citotoksi¢nost ovih jedinjenja je nedovoljno ispitana,

a informacije o njihovom vezivanju za proteine nisu dostupne.
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2.2 Transportni proteini seruma

Normalna koncentracija ukupnih proteina u humanom serumu iznosi 63-83 g/L.
Glavne vrste proteina seruma su albumin, globulini, fibrinogen i razli¢iti regulatorni
proteini. Albumin c¢ini 55% ukupnih proteina seruma i ima ulogu u odrzavanju
osmotskog pritiska i transportu razli¢itih malih molekula i lekova [11]. Buduéi da se
antikancerski kompleksi na bazi metala u organizam unose intravenozno, albumin je
najznacajniji protein sa potencijalom za njihov transport. Pored albumina, transferin je
drugi po redu protein seruma koji je od znacaja za transport kompleksa metala, zbog

svoje uloge u transportu gvozda [13].

2.2.1 Humani serum transferin

Transferin (Tf) je jednolancani glikoprotein koji se sastoji od 700 amino kiselina
i ima molekulsku masu od oko 80 kDa. SintetiSu ga hepatociti. Koncentracija Tf u
plazmi iznosi 2,5-3,5 mg/mL od ¢ega je 30% zasi¢eno gvozdem [100]. U serumu, Tf se
moze naéi u tri oblika: bez Fe*" (apotransferin), sa jednim vezanim Fe®" i kao zasiéeni
oblik sa dva vezana Fe®" (holotransferin). Ovaj protein ima ulogu u prenoSenju gvozda
od mesta preuzimanja sistemskom cirkulacijom do ¢elija i tkiva [101]. Takode, Tf je
najverovatnije ukljucen i u transport drugih metala, ukljucujuéi terapeutske (Bi(lll)),
radio-dijagnosticke (*’Ga(lll), *In(111)), kao i neke toksi¢ne jone metala (AI(lIN),
Pu(IV)) [102].

Polipeptidni lanac transferina je uvijen na nacin da formira dva strukturno slicna
ali funkcionalno razlicita lobusa, koji se oznacavaju kao N- i C-lobus. Ova dva lobusa
imaju po jedno vezivno mesto za Fe** i medusobno su spojeni kratkim peptidnim
segmentom (Slika 8). Svaki lobus se sastoji od dva domena koja ograduju duboki
hidrofobni deo u kom se nalazi mesto za vezivanje gvozda. Na svakom vezivnom
mestu, Fe** se koordinise za dva kiseonika iz Tyr, jedan azot iz His, jedan kiseonik iz
Asp, 1 dva kiseonika iz bidentatnog karbonata (sinergisticki anjon), formirajuci
iskrivljenu oktaedarnu geometriju (Slika 8). Ligandi su poreklom iz dva domena i dva
polipeptidna dela, koja se medusobno ukrstaju na straznjoj strani mesta za vezivanje
Fe**. Ovakva vrsta strukturnog uredenja je od krucijalnog znalaja kako bi bilo

omoguceno rastavljanje domena i formiranje otvorene konformacije, Sto dovodi do
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oslobadanja gvozda. Bikarbonat je esencijalan za jako vezivanje gvozda za specifi¢no
mesto na transferinu, a moze imati ulogu i u njegovom oslobadanju . Pored gvozda,
nadeno je da se i mnogi drugi metali vezuju za ovo mesto, stoga se Tf dovodi u vezu sa
transportom i drugih jona metala [102], [103].

Tyr 95 (426) \_'/ N\ ¢

Slika 8. Struktura humanog serum transferina (levo). Preuzeto sa www.chemtube3d.com . Mesto za

vezivanje Fe** (desno). Preuzeto i modifikovano iz [104].

Transferin  podleze konformacionim promenama tokom preuzimanja i
oslobadanja Fe** koje su od kljutne vaznosti za selektivno prepoznavanje od strane
transferinskog receptora (TfR). lako je sam mehanizam otvaranja i zatvaranja lobusa Tf
ekstenzivno proucavan, do danas nije u potpunosti rasvetljen.

Transferinski receptor 1 je transmembranski homodimer koji se sastoji od dva
identicna monomera sa molekulskom masom od oko 90 kDa. Svaki monomer sadrzi
dva disulfidna mosta, kratak NH,-terminalni citoplazmatski region, jedan
tansmembranski deo i veliki ekstracelularni deo (ektodomen) koji je rastvoran i sadrzi
mesto za vezivanje Tf. Ekstracelularni domen sadrzi 1 tri N-vezana mesta za
glikozilaciju na Asn251, Asn317, i Asn727 i jednu O-vezano mesto za glikozilaciju na
Thr104 [105]. Smatra se da su ova mesta krucijalna za funkciju TfR1. Mutacije na
mestu N-glikozilacije smanjuju vezivanje Tf. Sli¢no, eliminacija O-glikozilacije na
Thr104 podsti¢e hidrolizu TfR1 i promoviSe oslobadanje njegovog ektodomena [106].
Iako se Tf moze vezati za TfR1 u bilo kom obliku, afinitet vezivanja je najveci u slucaju

holotransferina [102].
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2.2.1.1 Transport gvozda i kompleksa metala posredstvom
transferinskog ciklusa

Interakcija izmedu Tf 1 TfR1 na povrsini ¢elija omogucava unos gvozda u ¢eliju
preko celijske membrane, posredstvom endocitoze. Najpre dolazi do internalizacije
¢itavog Tf-TFfR1 kompleksa u endozomalne vezikule u kojima, zahvaljuju¢i radu
protonskih pumpi u membrani, pH zna¢ajno opada u odnosu na fiziolosku vrednost (pH
7,4). Nastala kisela sredina pH 5,5 omoguc¢ava disocijaciju Fe** jona od Tf-TfR1
kompleksa [107]. Zatim se Fe** redukuje do Fe?* dejstvom enzima ferireduktaze, a
nakon toga biva transportovan iz endozoma u citoplazmu preko transportera za
dvovalentne jone metala (engl. divalent metal transporter-1, DMT1). Nastali apo-Tf-
TfR1 kompleks se reciklira do povrsine ¢elije, a apo-Tf se oslobada u krvotok [108],
[109] (Slika 9).

Apo TF _ Holo TF
-0 Fe e
/, s 5
TFR1 \I I/ DMT1 \I |/
Celuska Kiatrin =~ i
membrana

~ Endozomalna membrana

Slika 9. Transferinski ciklus i ¢elijsko preuzimanje gvozda posredovano TfR1. Preuzeto i modifikovano
iz [109].

U literaturi postoji veliki broj radova koji potvrduju povecano prisustvo TfR1 na

povrsini kancerskih celija [109]-[111]. Takode, pokazano je i povecano prisustvo

feritina, proteina koji ima funkciju u skladiStenju gvozda, $to ukazuje na povecanu
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potrebu kancerskih ¢elija za gvozdem [110]. 1z toga je proistekla ideja o upotrebi Tf kao
sistema za selektivnu dostavu antikancerskih lekova na bazi metala do turmorskih éelija.
Efikasnost ovakvog pristupa je pokazana testiranjem dejstva adukta izmedu Tf i platine
(MPTC-63) [109]. Nadeni su jaki dokazi da MPTC-63 smanjuje sintezu metalotioneina,
Sto za rezultat ima smanjenje aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD). Smanjena
aktivnost SOD unutar ¢elije dovodi do povecane proizvodnje hidroksil radikala, kao i
drugih slobodnih radikala koji oste¢uju ¢elije i ¢elijske komponente. Prednost transporta
kompleksa prelaznih metala posredovanog transferinom je selektivnost, buduéi da je
Stetan efekat na zdrave ¢elije minimalan [109].

Kako se gvozde i rutenijum nalaze u istoj grupi elemenata periodnog sistema,
ispitivanje potencijala Tf za transport rutenijumovih kompleksa do kancerskih ¢elija je
izazvalo posebno interesovanje. U literaturi je pokazano da je koli¢ina Ru u ¢elijama
SW480 linije kancera debelog creva 2,5 puta veéa kada se one tretiraju KP1019-Fe**-Tf
konjugatima, nego slobodnim kompleksom [112]. Sli¢ni rezultati su dobijeni i na
SW707 ¢celijskoj liniji (takode kancer debelog creva) po inkubaciji sa konjugatom
KP1019 i holo-Tf [113]. Toksi¢nost ovog kompleksa se pokazala vecom i na HLG0
¢elijama promijelociti¢ne leukemije koje prekomerno eksprimiraju TfR1, u odnosu na
¢elije koje ne eksprimiraju ovaj receptor [6]. Pokazano je i da dodatak apo-Tf medijumu
za uzgajanje Hela celija povecava citotoksicnost KP1418 kompleksa, u odnosu na
njegov slobodan oblik [114], [115]. lako su kompleksi Ru(ll) u mnogo manjoj meri
ispitivani, postoje literaturni podaci o potencijalu ovih jedinjenja da koriste Tf za
aktivan transport do kancerskih celija 1 tkiva. Naime, za razliku od cisplatine ¢ija se
citotoksi¢nost prema ispitanoj MCF-7 ¢elijskoj liniji drasti¢no smanjuje kada je u obliku
konjugata sa Tf, konjugati Tf i [Ru(n‘i-aren)(en)CI]+ pokazuju sli¢nu citotoksicnost kao i
slobodni kompleksi, $to ukazuje na to da ova Ru(Il) jedinjenja mogu koristiti Tf za
ulazak u ¢eliju i da vezivanje za protein ne dovodi do njihove inaktivacije [116].

Potvrdeno je da se kompleksi rutenijuma za Tf mogu vezati specifi¢no, za
vezivna mesta za metale i/ili nespecifi¢no, za povrSinske elektron-donorske amino
kiselinske ostatke [117]. 1z svega prilozenog, moze se zakljuciti da je o¢uvanje pravilne
konformacije Tf, koja omoguéava njegovo prepoznavanje od strane TfR1, osnovni

preduslov za ulazak Ru jedinjenja u ¢eliju preko opisanog transferinskog ciklusa.
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2.2.2 Humani serum albumin

Humani serum albumin (HSA) je najzastupljeniji serumski protein ¢ija masa
iznosi 66348 Da, a koncentracija 35-50 mg/mL [118]. Primarno ga sintetisu hepatociti
jetre koja na dnevnoj bazi sintetise ~13.9 g HSA. Zastupljeniji je u ekstravaskularnom (~
242 g) nego u intravaskularnom prostoru (~118 g). Iz ekstravaskularnog prostora se u
cirkulaciju vraca preko limfnog sistema i u toku svog zivotnog veka napravi oko 28
ovakvih obrta. Prosecan poluzivot HSA iznosi 19 dana. Ovaj protein je esencijalan za
odrzavanje osmotskog pritiska u krvi i za transport razli¢itih endogenih molekula
ukljucujuéi masne kiseline, steroide, neke amino kiseline itd. Odgovoran je i za

transport razli¢itih produkata metabolizma, jona metala i egzogenih molekula kao $to su

lekovi [119].

Humani serum albumin je jednolancani (585 amino kiselina) helikalni protein sa
viSestrukim zaokretima 1 izduzenim petljama, koji se sastoji od tri homologa domena
oznacena sa I, IT i 1l (Slika 10). Svaki domen je sacinjen od dva helikalna subdomena
(A 1 B), koja su povezana nasumi¢nim namotajima. lako modularna strukturna
organizacija HSA obezbeduje raznovrsnost u pogledu potencijalnih vezivnih mesta za
lekove, tri glavna vezivna mesta su identifikovana na subdomenima I1A (Sudlovo mesto
1), A (Sudlovo mesto I1) i IB [11].

subdomen IIIB subdomeniB 3

Slika 10. Struktura HSA sa istaknutim glavnim vezivnim mestima za lekove. Sudlova mesta su oznacena

brojevima 1 i 2, dok je treé¢e vezivno mesto na subdomenu IB oznaéeno brojem 3. Preuzeto i

modifikovano iz [120].
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Za Sudlovo mesto I se pretezno vezuju veliki heterocikli¢ni anjoni, a poznato je i
po vezivanju antikoagulanta varfarina. Za Sudlovo mesto Il se vezuje ibuprofen, ne-
steroidni anti-inflamatorni agens, a uopSteno ga preferiraju aromatic¢ni karboksilati [11].
Tre¢i vezivni region za lekove na subdomenu IB je poznat po vezivanju biliverdina, a
nadeno je da se za njega vezuju i1 mnogi drugi molekuli i lekovi, ukljucujuéi i

antikancerske agense (doksorubicin, daunorubicin, suramin, tenipozid itd.) [121].

2.2.2.1 Transport antitumorskih lekova posredstvom HSA

Smatra se da je dostava medikamenata do tumorskog tkiva posredstvom HSA
omogucena efektom povecane permeabilnosti i retencije (engl. enhanced permeability
and retention, EPR) [122]. Naime, tumorska tkiva poseduju defektnu vaskulaturu, sa
brojnim “pukotinama” i razmacima izmedu endotelijalnih ¢elija krvnih sudova. Ovakva
organizacija omogucéava visoku propustljivost i akumulaciju makromolekula (>40 kDa)
u tumorskom tkivu. Nedostatak efikasne limfne drenaze onemogucava uklanjanje
akumuliranih makromolekula, tako da se prolongira njihovo zadrzavanje u tumorskom
tkivu [122], [123]. Pored proteina seruma koji na ovaj nacin uéestvuju u dostavi
razli¢itih lekova, EPR efekat se koristi 1 u strategiji dostave razli€itth formulacija
ukljucujuéi micele, razne biopolimere i nanocestice [119]. Prikaz EPR efekta je
ilustrovan na Slici 11.

Slika 11. lustrativni prikaz efekta povec¢ane permeabilnosti i retencije (EPR). Defektna vaskulatura
tumora omogucava prolaz HSA iz cirkulacije u tkivo, dok je kod normalnih krvnih sudova kod kojih su

endotelijalne ¢elije usko povezane, takav prolaz onemogucen. Preuzeto i modifikovano iz [124].
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Brojne studije sugeriSu da su tumorska tkiva mesta ubrzanog katabolizma
albumina [125]-[127]. Npr., nadeno je da, nakon ubrizgavanja albumina obelezenog H*
rafinozom u miSeve obolele od sarkoma, 2-3 puta vise H® zavr§i u tumorskim u
poredenju sa lizozomima zdravog tkiva [125]. Pored toga, pokazano je i da albumin ima
kraéi poluzivot i veéi broj obrta u tumorskim u poredenju sa zdravim tkivima, bez
obzira na ubrzanu kompenzatornu sintezu u jetri. Iz priloZzenog se moze pretpostaviti da
tumori koriste albumin kao izvor energije, razlazu¢i ga do amino kiselina koje
kancerske c¢elije Kkoriste za ubrzan rast. Ova pretpostavka je 1 potvrdena
hipoalbuminemijom koja se Cesto sreée kod pacijenata obolelih od kancera [127].
Takode, pokazano je i da ekstracelularna suplementacija albuminom reverzibilno deluje
na smanjenu proliferaciju onkogenih Ras-eksprimirajucih ¢elija do koje dolazi usled

potrosnje glutamina [128].

Kako se antikancerski agensi na bazi metala u organizam unose intravenozno,
ispitivanje interakcija sa HSA kao najzastupljenijim proteinom seruma su od izuzetnog
znacaja. U literaturi je detaljno opisano vezivanje HSA za mnoge rutenijumove
komplekse, ukljucujuéi KP1019, KP418, RAPTA C, NAMI A, [Ru(n’-p-
cimen)(aceton);](CFsCO0), [129]. Kako je za vecinu ovih jedinjenja HSA
identifikovan kao glavni vezivni partner u serumu, vazno je ispitati potencijal ovog
proteina za njihov transport i dostavu. Smatra se da klinicki relevantni lekovi, KP1019 i
njegov analog NKP-1339, ispoljavaju svoju antitumorsku aktivnost upravo posredstvom
HSA i EPR efekta [17].

Sa ciljem eksploatacije EPR efekta, sintetisani su i razli¢iti konjugati
rutenijumovih kompleksa sa HSA. Npr., RAPTA kompleks je za HSA vezan
hidrazinskim linkerom, radi specifi¢ne dostave do tumorskog tkiva. Kako je oformljena
veza izmedu proteina i kompleksa labilna u kiselim uslovima, o¢ekuje se da po ulasku u
¢eliju dode do otpustanja RAPTA. Zaista, pokazano je da konjugat HSA-RAPTA
ispoljava znacajno vecu citotoksi¢nost prema A2780 celijskoj liniji, nego §to je to slucaj
sa slobodnim kompleksom [130]. Smanjenje ICso vrednosti na istoj ¢elijskoj liniji je
primeceno i kod konjugata HSA i kompleksa tipa [Ru(n6-aren)CI(L)]CI (gde je aren 4-
formilfenoksiacetil- n6-benzilamid, a L inhibitor ciklin-zavisne kinaze) [131].

Ispitivanje citotoksinosti adukata nastalih inkubacijom HSA i [RuCls(ind)]*
prema MGC-803, HCT-15, SKOV-3 i MDA-MB-231 kancerskim ¢elijskim linijama je
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pokazalo da su ICsy vrednosti HSA-[RuCls(ind)]* dva do pet puta manje nego $to je to
slu¢aj kod slobodnog kompleksa. Interesantno je da ni sam [RuCls(ind)]* ni HSA-
[RuCls(ind)]* nisu pokazali znaGajan efekat na zdravu éelijsku liniju, HL-7702. Takode,
u poredenju sa slobodnim kompleksom, HSA-[RuCls(ind)]* podstice apoptozu MGC-
803 celija 1 ima jaci kapacitet za zaustavljanje celijskog ciklusa u G2 fazi [132].
Pokazano je i da adukti piridinskih derivata KP1019 i KP1339 sa HSA povecavaju
citotoksi¢nost prema SW480 ¢elijskoj liniji [133]. Ispitivanje uticaja adukta BSA-Ru'"",
nastalog po inkubaciji proteina sa NAMI A, na adheziju, pokretljivost i invazivnost

" adukt ima sliénu aktivnost

A459 ¢celijske linije kancera pluca je pokazalo da BSA-Ru
kao i1 slobodan kompleks, tj. da deluje inhibitorno na sve tri ispitivane osobine [134].

Smatra se da ovakav efekat osnova anti-metastatske aktivnosti NAMI A in vivo.

2.3 Masena spektrometrija u analizi interakcija kompleksa metala sa
proteinima

Tehnike masene spektrometrije (MS) su od izuzetnog znacaja za proucavanje
anti-kancerskih kompleksa metala u slozenim bioloSkim uzorcima, kao i1 za
karakterizaciju interakcija koje ova jedinjenja ostvaruju sa biomolekulima. Princip rada
MS tehnika se zasniva na detekciji pozitivnih ili negativnih jona, koji se u gasnoj fazi
razdvajaju u na osnovu odnosa mase prema naelektrisanju. NajceS¢e koriScene
jonizacione tehnike za proucCavanje interakcija kompleksa metala sa bioloskim
molekulima su: matriksom-pomognuta laserska desorpcija i jonizacija (engl. matrix-
assisted laser desorption and ionization, MALDI), elektrosprej jonizacija (engl.
electrospray ionization, ESI) i indukcijom kuplovana plazma (engl. inductively coupled
plasma, ICP). Svaka od ovih jonizacionih metoda daje razlicite, karakteristicne masene
spektre:

e MALDI produkuje pretezno jednostruko naelektrisane vrste, npr. jone nastale
formiranjem adukata izmedu proteina i kompleksa metala.

e ESI generise jednostruko do viSestruko naelektrisane jone preko formiranja
adukata sa protonima, metalima ili deprotonacijom.

e ICP uglavnom produkuje jednostruko naelektrisane vrste usled atomizacije i

jonizacije u plazmi.
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ICP masena spektrometrija se najces¢e koristi za kvantifikaciju metala u
biolo§kim uzorcima, ali ne daje strukturne informacije kakve se mogu dobiti upotrebom
mekih jonizacionih tehnika, kakve su ESI i MALDI [22]. lako postoje i druge metode
poput rendgenske kristalografije [15]-[17] i nuklearne magnetne rezonancije (NMR)
[18], [19], koje se mogu Koristiti za strukturnu karakterizaciju i odredivanje mesta za
vezivanje kompleksa metala na proteinima, MS ima brojne prednosti. Nasuprot NMR
spektroskopiji i rendgenskoj kristalografiji, MS analiza zahteva znatno manju koli¢inu
uzorka kao 1 krace vreme potrebno za analizu i interpretaciju rezultata. U slu€ajevima
kada je dostupna ograni¢ena koli¢ina uzorka, nano-ESI MS osigurava maksimalnu
osetljivost. Kuplovana sa nano-tecnom hromatografijom (engl. liquid chromatography,
LC), ova metoda je gotovo nezaobilazna u bioanalitici i proteomici [135]. Pored toga,
maseno-spektrometrijske metode su pogodne za analizu Sireg spektra razlicitih proteina
dok je npr. kod rendgenske kristalografije analiza fleksibilnih ili membranskih proteina
koji nisu podlozni kristalizaciji jako otezana ili nemoguca [136]. Uz sve navedeno, MS
metode se karakteri$u izuzetnom ta¢nosScu i specificnoséu, kao i moguénoscu simultane

analize smeSe razli€itih proteina.

2.3.1 MALDI jonizacija

U MALDI izvoru dolazi do desorpcije i jonizacije uzorka u ¢vrstoj fazi. Najpre
se uzorak rastvara i mesa sa odgovaraju¢om matricom koja se dodaje u visku u odnosu
na analit, a zatim se nanosi na MALDI plocicu i susi. Na MALDI plocici dolazi do ko-
kristalizacije uzorka i matrice, a komponente te smese se u gasnu fazu uvode dejstvom
lasera. Najcesce se koristi azotni laser na 337 nm ili NdYag laser na 355 nm. Matrice su
uglavnom mali organski molekuli koji apsorbuju energiju lasera i prenose je na analit,
Sto dovodi do desorpcije i jonizacije uzorka. Odabir matrice zavisi od analiziranog
uzorka, pa se tako za analizu celih proteina najc¢eS¢e koristi sinapinska kiselina, za
analizu lipida 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina (DHB), a za peptide a-cijano-hidroksi-
cimetna kiselina (CHCA). llustrativni prikaz MALDI jonizacije je prikazan na Slici 12
[137].
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Slika 12. lustrativni prikaz MALDI jonizacije. Dejstvom laserskog zraka na ko-kristale uzorka i matrice
dolazi do njihove desorpcije i jonizacije u izvoru, nakon ¢ega se joni usmeravaju ka analizatoru masenog

spektrometra. Preuzeto i modifikovano iz [138].

Glavna prednost MALDI jonizacije je brzina snimanja, kao i izvesna tolerancija
na soli, detergente 1 razlicite necistoce u uzorku. Takode, za razliku od ESI MS, MALDI
MS analizom se detektuju pretezno jednostruko naelektrisane vrste, §to je od znacaja za
identifikaciju molekulskih jona analiziranih molekula. Karas i saradnici su formiranje
jednostruko naelektrisanih vrsta objasnili hipotezom da u MALDI izvoru viSestruko
naelektrisani joni bivaju neutralisani elektronima koji nastaju u procesu fotojonizacije
[139]. Zbog visokog vakuuma u kom se izvor nalazi, MALDI MS se ne moze direktno
povezati sa nekom od separacionih tehnika. Jo§ jedna mana MALDI MS je
nemogucnost kvantitativne analize (iako se tehnika moze smatrati semi-
kvantitativnom), koja je posledica hetrogenosti oformljenih kristala uzorka i matrice
[137].

2.3.2 Jonizacija na atmosferskom pritisku
U elektrosprej izvoru se jonizacija uzorka deSava na atmosferskom pritisku

(AP), nakon ¢ega produkovani joni bivaju prebaceni u maseni spektrometar. Kako je u

analizatoru masenog spektrometra vakuum veoma visok (10 Torr), obi¢no se dva
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sredi$nja vakuum odeljka postavljaju izmedu izvora i analizatora zbog velike razlike u
pritiscima. Odeljci su povezani so¢ivima koja na sebi imaju veoma male otvore (tzv.
konuse) kroz koje joni putuju do analizatora. Pritisci sredisnjih vakuum odeljaka se
postepeno redukuju uz pomo¢ nekoliko diferencijalnih faza rada pumpi visokog
kapaciteta (tzv. turbomolekularne pumpe). Takode, sredisnji odeljci su snabdeveni i
optickim sistemom za transfer koji ukljucuje fokusiraju¢a sociva sa ulogom efektnog

usmeravanja jona ka otvorima [140].

Jos jedan od problema jonizacije na atmosferskom pritisku (engl. atmospheric
pressure ionization, API) lezi u hladenju uzrokovanom uzorkom i adijabatskom Sirenju
rastvaraca koje favorizuje stvaranje jonskih klastera. Posledi¢no, desolvacija jona je
takode vazan aspekt u dizajnu AP interfejsa. Efikasna desolvacija se obezbeduje
uvodenjem zagrejane metalizirane cevi za transfer (oko 200°C) ili uvodenjem
zagrejanog gasa suprotnog protoka. Desolvacija se takode poboljSava ubrzavanjem jona
u regionu interfejsa u kom je pritisak u milibarskom opsegu. Ubrzavanje se postize
primenom napona izmedu razli¢itih soCiva za ekstrakciju. Joni se sudaraju sa
rezidualnim molekulima gasa §to povecava njihovu unutrasnju energiju i indukuje
finalnu desolvaciju, sprecavajuci nastanak jonskih klastera. Medutim, ovakvi sudari
mogu dovesti do povecanja energije dovoljnog da izazove fragmentaciju jona. Ovakva
vrsta fragmentacije se zove fragmentacija u izvoru (engl. in-source fragmentation).
Inicijalno je API dizajn podrazumevao aksijalnu konfiguraciju, medutim, danas je ona
uglavnom ortogonalna. Glavna prednost ovakve konfiguracije je to $to konus viSe nije
zasi¢en rastvaratem. Umesto toga, samo joni bivaju usmereni ka ulasku u maseni
spektrometar. Posledi¢no, konusi mogu biti ve¢i nego kod aksijalne konfiguracije.
Kombinacija veéih konusa i redukcije Suma u velikoj meri kompenzuje transmisione
gubitke nastale usled ortogonalne geometrije, Sto rezultuje velikim porastom
osetljivosti. Jo§ jedna prednost ove konfiguracije je moguénost povecanja brzine
protoka. Na kraju, ova konfiguracija pruza bolju zastitu konusa od kontaminacije i

zaCepljivanja, $to povecava robustnost sistema [140].

Najvaznija prednost API izvora je lakoca direktnog onlajn kuplovanja tehnika za
razdvajanje (HPLC, pHPLC, CE, itd.) za maseni spektrometar. Jo$ jedan pozitivan

aspekt ovih izvora je lako¢a uvodenja uzorka u maseni spektrometar zato Sto delovanje
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na AP van masenog spektrometra eliminiSe komplikovane procedure uvodenja uzorka u

visoki vakuum.

2.3.2.1 Elektrosprej jonizacija

Popularnost elektrosprej jonizacije (engl. electrospray ionization, ESI) je pocela
kada su Fen i saradnici [141] pokazali da proteini mogu biti detektovani kao viSestruko
naelektrisani joni, §to je omogucilo odredivanje njihove molekulske mase koriS¢enjem
instrumenata ¢iji je maseni opseg detekcije nizak. Kasnije je upotreba ESI proSirena ne
samo na druge polimere i biopolimere, ve¢ i na analizu malih polarnih molekula.

Principi i bioloske primene ESI MS su nasiroko proucavane [142].

Elektrosprej [143] se postize primenom jakog elektricnog polja, pri AP, na
te¢nost koja prolazi kroz kapilarnu cev niskim protokom (obi¢no 1-10 pmin™).
Elektri¢no polje se stvara usled razlike potencijala od 3-6 kV izmedu kapilare i1 kontra-
elektrode koje na medusobnom odstojanju od 0,3-2 cm, proizvode elektri¢no polje reda
veli¢ine 10® Vm™. Ovo polje indukuje akumulaciju naelektrisanja na povrsini te¢nosti
locirane na vrhu kapilare, koja se dalje raspada formiraju¢i visoko naelektrisane
kapljice. Gas koji se uvodi koaksijalno i1 pri niskom protoku omogucava da disperzija
spreja bude ogranicena u prostoru. Oformljene kapljice zatim prolaze ili kroz zavesu
zagrejanog inertnog gasa, naj¢esce azota, ili kroz zagrejanu kapilaru, kako bi se uklonili
rezidualni molekuli rastvaraca [140]. llustrativni prikaz ES jonizacije je predstavljen na
Slici 13.

Sprej se uspostavlja na pocetnoj (engl. onset) voltazi koja, za dati izvor, zavisi
od povrsinskog napona rastvarac¢a. U izvoru koji ima pocetnu voltazu 4 kV za vodu
(povrsinskog napona 0,073 Nm™), 2,2 kV je procenjeno za metanol (0,023 Nm?), 2,5
kV za acetonitril (0,030 Nm?) i 3 kV za dimetilsulfoksid (0,043 Nm™) [144]. Pri
niskom naponu, kapljica koja se formira na vrhu kapilare izgleda sferi¢no, a zatim se u
jacem elektricnom polju izduZuje pod pritiskom akumuliranog naelektrisanja; kada se
probije povrSinski napon, oblik kapljice se menja u tzv. “Tejlorov konus” i sprej se

pojavljuje.
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Slika 13. lustrativni prikaz elektrosprej jonizacije. Pod dejstvom elektri¢nog polja, naelektrisani
molekuli se akumuliraju na povr$ini oformljenih kapljica koje se dalje raspadaju na iducu generaciju
kapljica sa ve¢im naelektrisanjem po jedinici zapremine. Ovaj proces, pracen isparavanjem rastvaraca, se

ponavlja do desorpcije jona koji se po napustanju izvora razdvajaju u analizatoru masenog spektrometra.

Pokazano je da raspad kapljica moze da se dogodi pre Rayleigh-ove granice,
zato Sto se kapljice mehanicki deformiSu, na taj nacin redukujuéi repulziju koja je
neophodna za raspad kapljice [145]. Rastvara¢ iz kapljica isparava, §to izaziva njihovo
skupljanje i poveéava naelektrisanje po jedinici zapremine. Kapljica se izduzuje pod
uticajem sile nastale kao rezultat akumulacije naelektrisanja, sli¢cno onome §to se deSava
na vrhu kapilare, i finalno produkuje novi Tejlorov konus. 1z formiranog Tejlorovog
konusa, oslobada se oko 20 manjih kapljica. Obi¢no prva generacija kapljica iz kapilare
ima dijametar od oko 1,5 pum i nosi oko 50 000 elementarnog naelektrisanja, ili oko 10
4 C. Novonastale kapljice imaju dijametar od 0,1 um i nose 300 do 400 elementarnog
naelektrisanja. Ukupna zapremina svake novonastale Kkapljice iznosi oko 2%
prekursorne kapljice ali sadrzi 15% naelektrisanja. Naelektrisanje po jedinici zapremine
se stoga mnozi faktorom sedam. Prekursorna kapljica se dalje skuplja usled evaporacije
rastvaraca i produkuje novu generaciju potomaka. Ove male, visoko naelektrisane
kapljice nastavljaju da gube rastvarac, i kada elektricno polje na njihovoj povrSini

postane dovoljno jako, joni se desorbuju sa povrSine [144]. Joni poreklom od velikih
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molekula se najverovatnije oslobadaju evaporacijom i nose vec¢i broj naelektrisanja

ukoliko je prisutno nekoliko potencijalnih jonizabilnih mesta.

2.3.2.1.1 Nano-elektrosprej jonizacija u negativnom jonskom modu

Mogucénost direktnog povezivanja LC za ESI MS je ovu metodu u vecini
slu¢ajeva ucinila metodom izbora u proteomici, zbog moguénosti direktne analize
kompleksnih smeSa peptida. Pored toga, uvodenje mikro- i nano-LC/nano-ESI MS
sistema [146] je znaajno povecalo procenat identifikovanih peptida niske
zastupljenosti. Povecana osetljivost se pripisuje efikasnijem uzorkovanju jona usled
formiranja manjih elektrosprej kapljica. Do sada, ESI MS analiza peptida se gotovo
isklju¢ivo radila u pozitivnom jonskom modu, sa izuzetkom post-translaciono
modifikovanih peptida koji sadrze negativno naelekrisane grupe [147]. Suprotno tome,
analiza peptida u negativhom jonskom modu je zanemarena iz nekoliko razloga koji
ukljucuju slabu moguénost jonizacije pri niskim brzinama protoka (< 5 pL/min), nisku
osetljivost triptickih peptida (Lys 1 Arg ostaci su pozitivno naelektrisani pri kiselom pH)
1 izrazenu zavisnost od prirode analita. U tom kontekstu, negativna jonizacija se
pokazala korisnom u analizi razli¢itih molekula koji nose negativno naelektrisane grupe,
kao $to su karboksilna, fosfatna i sulfatna grupa [148]. U literaturi se moze naéi svega
nekoliko radova koji opisuju detekciju peptida u negativnom jonskom modu, ali su oni
ograni¢eni na specifi¢an amino-kiselinski sastav peptida [149], §to znac¢i da se mogu

koristiti za ciljanu analizu, ali da nisu za Siru upotrebu u proteomici.

Optimalna elektrosprej jonizacija u pozitivnom jonskom modu zahteva
rastvarace razlicitih fizicko-hemijskih karakteristika od jonizacije u negativhom
jonskom modu [148]. Stoga, sistem rastvara¢a odabran za pozitivni jonski mod moze
suprimirati formiranje negativnih jona (i obrnuto), a moze dovesti i do elektrinog
praznjenja [150] nakon promene polarnosti na instrumentu. Sta vise, ¢injenica da su
mobilne faze prilagodene formiranju pozitivnih jona takode prilagodene 1 visoko-
efikasnom hromatografskom razdvajanju peptida jo§ viSe otezava uspostavljanje
efikasne negativne jonizacije pod istim eksperimentalnim uslovima. Tokom elektri¢nog
praznjenja u jonskom izvoru dolazi do nezeljene hemijske jonizacije molekula uzorka i

rastvaraca, Sto za rezultat ima spektre loSeg kvaliteta sa visokim i neuniformnim
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pozadinskim signalom. Pored toga, varni¢enje moze dovesti do gubitka ESI struje, a
prisustvo vodenih ili visoko provodljivih rastvora dodatno doprinosi nestabilnosti
elektrospreja [148]. Efekat je pojacan pri niskim protocima (< 5 pL/min): nizak protok i
mali precnik vrha kapilare (< 50 nm) dovode do produkcije uskog i konvergentnog
spreja saCinjenog od kapljica male zapremine (konvencionalni ESI izvor produkuje
kapljice veli¢ine 1-2 pum, dok se u nano-ESI izvoru produkuju kapljice veli¢ine 100-200
nm). Sprej takvih karakteristika je izuzetno osetljiv i na najmanje promene u geometriji
izvora, temperaturi, naponu, protoku azota ili sastavu rastvora. Budu¢i da se vrednost
elektricnog napona elektrospreja koja je neophodna za jonizaciju povecava sa
kvadratnim korenom povrSinskog napona [151], rastvori visokog povrS§inskog napona
imaju vecu tendenciju da dovedu do elektricnog praZnjenja koje moZe narusiti ESI
proces. Stoga bi post-kolonski dodatak hemijski inertnog rastvaraca koji je mesljiv sa
vodom, lako isparljiv i ima nizak povrsinski napon, mogao doprineti ES stabilnosti.
Izopropanol (IPA) zadovoljava sve navedene uslove i veé¢ je pokazano da moze
stabilizovati ES suprimiranjem elektriénog praznjenja [152]. Na zalost, acetonitril i
metanol koji najceS¢e ulaze u sastav mobilnih faza ne mogu biti zamenjeni sa IPA u
te¢noj hromatografiji (IPA je viskozan rastvara¢ koji generiSe relativno visok pritisak u
sistemu). Imajuéi to u vidu, IPA bi bio idealan izbor kao post-kolonski modifikator za
poboljsanje ES stabilnosti, bez uticaja na hromatografsko razdvajanje. Pored upotrebe
nepolarnih ili rastvaraca koji sadrze Cl, pokuSaji reSavanja problema negativne
jonizacije su ukljucivali i upotrebu ,,elektron-skevindzing™ gasova [152], ali ni jedan od
ovih pokusaja nije resio problem neadekvatne ES negativne jonizacije peptida pri mikro
I nano brzinama protoka. Takode, nekoliko pokuSaja poboljSanja negativne jonizacije je
ukljucivalo upotrebu modifikatora mobilne faze. Wu i saradnici su ispitivali efekte
nekoliko baza, neutralnih soli i slabih kiselina kao modifikatora negativne jonizacije u
analizi modulatora androgenih receptora [153]. Ovaj rad je pokazao da, za razliku od
neutralnih soli 1 baza, slabe kiseline poboljSavaju negativni odgovor, u skladu sa
»obrnutim* ESI konceptom [154]. Takode, nadeno je da formaldehid (FA) pri
koncentracijama od 10-100 mM povecava ESI odgovor testiranih analita. Kao glavno
objaSnjenje pozitivnog efekta FA, kao i slabih kiselina male molekulske mase, je
navedena mala veli¢ina njegovog anjona koji ima manje supresivan efekat na negativan

ESI odgovor hidrofilnih jedinjenja koja se akumuliraju na povrsini ES kapljica.
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Medutim, dato objasnjenje bi trebalo reevaluirati u kontekstu hemije gasne faze, sa

predlozenim reakcionim mehanizmom.

2.3.3 Maseni analizatori

Maseni analizator je sastavni deo masenog spektrometra, u kom se razdvajanje
jona vrsi na osnovu m/z vrednosti. Najcesc¢e koris¢eni tipovi masenih analizatora su
kvadrupol (Q), kvadrupol jonski trap (QIT), analizator koji razdvaja jone na osnovu
vremena preleta (engl. time of flight, TOF) i jon ciklotronska rezonancija sa Furijeovom
transformacijom (engl. Fourier transform ion cyclotron resonance, FT-ICR). Ovi
analizatori se razlikuju u pogledu veli¢ine, rezolucije, masenog opsega i moguénosti za
tandem masenu analizu (MS/MS). Tako se uredaji sa QIT analizatorom mogu koristiti
za viSestruku tandem masenu analizu (MS"), dok su FT-ICR uredaji pogodni za merenje

ta¢ne mase [137].

U kvadrupolnom masenom analizatoru, joni razli¢itth m/z vrednosti se
razdvajaju na osnovu stabilnosti njihovih trajektorija u osciluju¢em elektricnom polju.
Kvadrupolni analizatori se ¢esto kombinuju sa TOF analizatorima kod kojih se princip
razdvajanja jona zasniva na vremenu preleta, grade¢i qTOF hibridni analizator. Za
razliku od qTOF analizatora koji se vezuju za ESI jonski izvor, TOF/TOF hibridni

analizatori se najéeSce srecu kod uredaja sa MALDI izvorom jonizacije [137].
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3. Nasi radovi

Kompleksi rutenijuma poseduju veliki potencijal za koris¢enje u terapiji
primarnih kancera i kancerskih metastaza. Mehanizam dejstva kompleksa rutenijuma
zavisi od njihove strukture i sposobnosti da interaguju sa DNK i/ili proteinima. Kako se
antikancerski agensi na bazi metala u organizam unose intravenozno, vezivanje
kompleksa za proteine seruma znacajno utice na njihovu biodistribuciju i efikasnost. 1z
tog razloga je ispitivanje interakcija kompleksa metala sa proteinima seruma od

izuzetnog znacaja.

U ovoj disertaciji su prikazani rezultati dobijeni ispitivanjem interakcija tri
kompleksa Ru(ll): mer-[Ru(Cl-tpy)(en)CI]CI (1), mer-[Ru(ClI-tpy)(dach)CI]CI (2) i mer-
[Ru(Cl-tpy)(bipy)CI]CI (3) sa transportnim proteinima seruma, humanim serum
albuminom (HSA) i transferinom (Tf). U literaturi je pokazan potencijal ovih jedinjenja
za vezivanje za DNK molekul, ali interakcije sa proteinima nisu ispitane.

Kako bi se stekao uvid u bioloSku aktivnost odabranih kompleksa, najpre je
ispitana njihova citotoksi¢nost na kancerskim ¢elijskim linijama. Nakon toga, ispitan je
potencijal kompleksa za vezivanje za odabrane proteine seruma. U okviru toga su
odredeni: stehiometrija vezivanja, konstante vezivanja, kao i uticaj vezivanja kompleksa
1, 2 i 3 na sekundarnu i tercijarnu strukturu HSA i Tf. Odredivanje mesta vezivanja je
uradeno uz pomo¢ mekih jonizacionih tehnika masene spektrometrije. U okviru toga,
mesta vezivanja kompleksa na transferinu su odredena upotrebom MALDI MS, a na
albuminu uz pomo¢ nano-ESI MS. Sa ciljem unapredenja i pojednostavljenja upotrebe
masene spektrometrije u odnosu na postoje¢e pristupe u strukturnoj karakterizaciji
interakcija kompleksa metala sa proteinima, razvijena je i optimizovana metoda nano-
ESI MS u negativnom jonskom modu. Pored navedenog, uradena je i doking studija
koja teorijski predvida mesta vezivanja za protein koji se pokazao kao glavni vezivni
partner za odabrane komplekse. U okviru toga, ispitan je uticaj oblika (hloro, akva i
hidrokso) kompleksa na odabir mesta vezivanja za protein.

3.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti terpiridinskin kompleksa Ru(ll)
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Citotoksicnost Ru(Il) jedinjenja je ispitana na tri kancerske celijske linije: HelLa
(kancer grlica materice), A375 (melanom) i SKBR3 (kancer dojke), nakon 24 h i 48 h
inkubacije sa kompleksima. Dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima koji su pod
istim uslovima dobijeni za cisplatinu (cis-Pt). Histogrami koji prikazuju dejstvo
ispitivanih koncentracija [Ru(Cl-tpy)(en)CI]CI (1), [Ru(Cl-tpy)(dach)CI]CI (2), [Ru(CI-
tpy)(bipy)CI]CI (3) i cis-Pt, na vijabilnost A375 ¢elijske linije su prikazani na Slici 14.
Tokom prva 24 h, jedinjenja 1 i 2 su pokazala relativno sli¢nu efikasnost kao i cis-Pt,
do znacajnog pada vijabilnosti ispitivane Celijske linije. Nakon 48 h, vijabilnost ¢elija je
pod dejstvom vecih koncentracija (100 i 200 uM) 3 pala ispod 50% u odnosu na
kontrolu. Zabelezen pad vijabilnosti pri istim koncentracijama je znatno izraZeniji u
slucaju 1, 2 i cis-Pt, koja je i pri nizim koncentracijama (10 i 50 uM) dovela do pada

vijabilnosti ispod 25% u odnosu na kontrolu.
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Slika 14. Histogramski prikaz efekta razli¢itih koncentracija kompleksa 1, 2, 3 i cis-Pt na vijabilnost
A375 ¢elijske linije, nakon 24 h i 48 h inkubacije.
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Histogrami koji prikazuju efekat razlicitih koncentracija ispitivanih jedinjenja na
vijabilnost HeLa ¢elijske linije su prikazani na Slici 15. Jedinjenje 1 je pri gotovo svim
koncentracijama pokazalo vecu efikasnost na HeLa celije nego na A375. Postignuti
efekat je sli¢an kao i sa Cis-Pt, ve¢ posle 24 h. Jedinjenje 2 se, kao i u sluc¢aju A375,
pokazalo neSto manje efikasnim od 1 i cis-Pt. Izrazen pad vijabilnosti Celija se
primecuje nakon 48 h. Jedinjenje 3 se, u poredenju sa ostalim kompleksima, pokazalo
najmanje efikasnim.
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Slika 15. Histogramski prikaz efekta razli¢itih koncentracija kompleksa 1, 2, 3 i cis-Pt na vijabilnost
HeLa ¢elijske linije, nakon 24 h i 48 h inkubacije.

Histogramski prikaz efekta ispitivanih jedinjenja na vijabilnost SKBR3 ¢elijske
linije je prikazan na Slici 16. Pri nizim koncentracijama, jedinjenje 1 je nakon 24 h
pokazalo bolji efekat od cis-Pt, dok se nakon 48 h cis-Pt pokazala efikasnijom. Kao i u
slucaju A375 i HeLa ¢elijskih linija, jedinjenje 2 je pokazalo slabiji efekat na vijabilnost
u poredenju sa 1 i cis-Pt, dok se jedinjenje 3 pokazalo najmanje efikasnim.
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Slika 16. Histogramski prikaz efekta razli¢itih koncentracija 1, 2, 3 i Cis-Pt na vijabilnost HeLa Celijske

linije, nakon 24 h i 48 h inkubacije.

Dobijene ICsq vrednosti za efekat svakog ispitivanog jedinjenja na vijabilnost
A375, HeLa i SKBR3 ¢elijskih linija su prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1. ICso vrednosti (UM) za 1, 2, 3 i cis-Pt na razli¢itim kancerskim ¢elijskim linijama.

Celijska Vreme 1 2 3 cis-Pt
linija inkubacije

HelLa 24 39,2 >100 >100 23,6
48 h 35,0 76,0 >100 <10

A375 24 h >100 >100 >100 >100
48 h 40,2 55,6 87,7 <10

SKBR3 24 h >100 >100 >100 >100
48h 55,6 >100 >100 <10
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Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da ispitivani kompleksi pokazuju manju
citotoksi¢nu aktivnost u poredenju sa cis-Pt. Takode, njihova aktivnost najverovatnije
zavisi od prirode helatnog liganda: kompleksi sa en i dach ligandima, koji mogu da
grade vodoni¢ne veze, su se pokazali efikasnijim. Sudeci po vecoj citotoksicnosti
kompleksa 1, verovatno je i da veli¢ina helatnog liganda ima uticaja na citotoksi¢nost,
te da je manja veli¢ina en u poredenju sa dach ligandom, odgovorna za neSto vecu
citotoksi¢nu aktivnost. Pored toga, mogu se uociti i razlike u efikasnosti u zavisnosti od
ispitivane Celijske linije. Kompleks 1 se pokazao najefikasnijim u tretmanu HeLa ¢elija,

dok su kompleksi 2 i 3 pokazali vecu citotoksi¢nost prema A375 ¢elijama.

Iako se citotoksi¢nost novih kompleksa metala standardno poredi sa Ccis-Pt,
lekom koji je najduze u klinickoj upotrebi, treba imati u vidu da se mehanizmi dejstva
kompleksa metala mogu znacajno razlikovati i da rezultati citotoksi¢nosti ne moraju
obavezno korelirati sa efikasnoS¢u ispitivanog agensa. Preciznije, smatra se da
citotoksi¢nost pozitivno korelira sa sposobnoS¢u kompleksa da interaguje sa DNK
molekulom. Kao $to je i navedeno u uvodnom delu ove disertacije, pojedini kompleksi
rutenijuma koji su odabrani kao kandidati za klinicka ispitivanja imaju alternativan
mehanizam dejstva i gotovo da ne pokazuju citotoksi¢nost prema kancerskim ¢elijskim

linijama.

3.2 Karakterizacija terpiridinskih kompleksa Ru(ll) upotrebom
MALDI MS

Upotreba MALDI MS za analizu kompleksa prelaznih metala se pokazala
veoma korisnom, zato §to omogucava dobijanje vaznih informacija o strukturi ovih
jedinjenja [155], [156]. Dobar odabir matrice je od krucijalnog znacaja za analizu
budu¢i da mnoge matrice pokazuju tendenciju ka gradenju adukata sa kompleksima
metala. Pored toga, signali poreklom od matrica se naj¢e$ce detektuju u niskom m/z
opsegu (m/z < 1000) koji je od interesa u analizi, pa je preklapanje sa signalima uzoraka
malih masa veoma cesto. Pored toga, moze doci i do suprimiranja signala od interesa
zbog velikog viska matrice u smesi. Efikasnost matrice u apsorbovanju energije lasera i
prenoSenju iste na uzorak je takode veoma znacajno jer moze do¢i do njegove

fragmentacije $to, uz ve¢ napomenute faktore, znacajno otezava interpretaciju dobijenih
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MS spektara. Jacina lasera treba da bude podesena u skladu sa radnim vekom lasera (pri
kraju iskoriStenja lasera, podeSena vrednost intenziteta mora biti veca) i1 tipom
upotrebljivane matrice. Nalazenje granice izmedu ova dva parametra pod
eksperimentalnim uslovima je klju¢no za produkciju MS spektara bez nezeljenih

fragmenata i adukata.

U cilju pronalaska idealne matrice i instrumentalnih uslova za analizu 1, 2 i 3,
testirani su ditranol, mezo-tetrakis(pentafluorofenil)porfirin (MTPP), DHB i CHCA
matrice. Maseni spektri su snimljeni pri razliCitim intenzitetima lasera kako bi se stekao
uvid u fragmentaciju ispitivanih jedinjenja. Identifikacija glavnih fragmenata je bila
vazna za dalju upotrebu MALDI MS u identifikaciji ciljnih sekvencija kod ispitivanja
interakcija 1, 2 i 3 sa proteinima (Poglavlje 3.7.2 ). Primenom intenziteta lasera blago
iznad praga jonizacije, koji je u ovom slucaju iznosio 50% relativnog intenziteta, bilo je
moguce dobiti signale poreklom od intaktnih 1, 2 i 3 (Slika 17) samo u slu¢aju kada je

ditranol kori$¢en kao matrica.
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Slika 17. MALDI MS spektri jedinjenja 1 (A), 2 (B) i 3 (C) pri 50% relativnog intenziteta lasera, sa

ditranolom kao matricom. Strukturne formule kompleksa su prikazane iznad detektovanih signala.

Povecanjem relativnog intenziteta lasera na 80%, detektovana su dva glavna
signala koja odgovaraju [Ru(4’ Cl-tpy)CI]" i [Ru(4' Cl-tpy)]" fragmentima u slu¢aju sva
tri ispitivana kompleksa. Spektar jedinjenja 1 sa signalima na m/z 404 i m/z 369 koji
odgovaraju opisanim fragmentima, prikazan je na Slici 18. Ovi fragmenti su nastali
gubitkom en/dach/bipy, odnosno en/dach/bipy i Cl liganada. Pored njih, u spektru je
detektovano jos nekoliko signala koji odgovaraju [Ru(tpy)]” (m/z 334), [Ru(4’' ClI-
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tpy)(H20)]" (m/z 386), [Ru(4’ Cl-tpy)(H.0)CI]*(m/z 422) i [Ru(4’ Cl-tpy)(H,0),CI]*
(m/z 441), koji se takode mogu videti na Slici 18.
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Slika 18. MALDI MS spektar jedinjenja 1 pri 80% relativnog intenziteta lasera, sa ditranolom kao

matricom.

Adukti sa matricom nisu detektovani pri ispitivanim eksperimentalnim
uslovima. Pik na m/z 227 poreklom od ditranola, nije ometao analizu. Sli¢an efekat je
primecen 1 u analizi relativne jacine vezivanja kod serije terpiridinskih kompleksa
metala koris¢enjem MALDI MS [157]. U toj studiji je pokazano da su kompleksi koji
su za metalni jon imali Cd, Co, Cu, Fe, Mn ili Ni gradili adukte sa ditranolom.
Medutim, adukti Ru kompleksa sa istom matricom nisu detektovani. Koris¢enjem
MTPP i DHB matrice, jedinjenja 1, 2 i 3 su na isti nadin fragmentisala ve¢ pri
relativnom intenzitetu lasera od 50%, dok je kod CHCA matrice pored fragmentacije
doslo i do formiranja adukata sa ispitivanim jedinjenjima [158]. Detektovane vrste su
iste i u slucaju 2 i 3. Na osnovu navedenog se moze zakljuciti da se intaktne vrste
kompleksa koje sadrze helatne ligande mogu detektovati samo sa ditranolom, pri nizim
intenzitetima lasera (~ 50% relativnog intenziteta). Ovi rezultati mogu biti od znacaja i
za analizu drugih kompleksa rutenijuma, narocito u sluc¢ajevima kada se MALDI MS

koristi za odredivanje tatne mase sa svrhom potvrde sinteze novih jedinjenja.

3.3 Ispitivanje vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) za HSA i Tf
upotrebom MALDI MS

U literaturi postoji nekolicina radova u kojima je MALDI MS koris¢en za
ispitivanje vezivanja kompleksa metala za proteine male [159] i velike [160]

molekulske mase. Kod analize proteina u nizem m/z opsegu, rezolucija instrumenta
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omogucava razlikovanje signala poreklom od vezanog i nevezanog proteina. Kako bi se
ispitala pouzdanost metode za detekciju proizvoda interakcije ispitivanih Ru(ll)
kompleksa sa proteinima, najpre je ispitano vezivanje kompleksa 2 za lizozim (Lyz),
model protein male molekulske mase (14 kDa). Na Slici 19C je prikazan spektar
lizozima i njegovih adukata sa kompleksom 2 nakon 3 h i 24 h inkubacije. Na spektrima
se jasno razlikuje signal poreklom od Lyz za koji kompleks nije vezan, od signala Lyz
za koji je vezano pet (3 h) ili sedam (24 h) molekula 2. Takode, uocljive su razlike u
intenzitetu signala sa porastom vremena inkubacije, tako da, posle 24 h, slobodan
lizozim vise nije najzastupljenija vrsta, vec¢ njegov adukt sa vezanim jednim molekulom
kompleksa 2. Razlike u masi izmedu pikova ukazuju na to da se vezani kompleks
detektuje u vidu fragmenta [Ru(4> Cl-tpy)]**.

Vezivanje odabranih Ru(ll) jedinjenja za HSA i Tf je takode ispitano i
potvrdeno MALDI MS-om u linearnom modu, koji se najéesce i koristi za analizu celih
proteina i jedinjenja velikih molekulskih masa. Na Slici 19A su prikazani spektri samog
HSA i njegovih adukata sa jedinjenjem 2, nakon 3 h i 24 h inkubacije pri molarnom
odnosu proteina prema kompleksu od 1:10. Na spektrima adukata se mogu primetiti
promene koje ukljuuju pomeraj ka visim m/z vrednostima prilikom porasta vremena
inkubacije, kao 1 Sirenje pika u odnosu na slobodan protein. Na osnovu razlike izmedu
detektovane mase slobodnog proteina (66483 Da) i njegovih adukata sa kompleksom 2
(68213 Da nakon 3h i 69902 Da nakon 24 h), moze se ste¢i uvid u broj vezanih
molekula kompleksa. Uzimajuéi u obzir masu [Ru(4’ Cl-tpy)(dach)]** i njegovog
fragmenta [Ru(4’ Cl-tpy)]**, dobijena razlika odgovara vezivanju 4-5 molekula nakon 3
h, odnosno 8-9 molekula kompleksa 2 nakon 24 h. U slu¢aju jedinjenja 1, dobijene
vrednosti su 4-5 molekula nakon 3 h i 7-8 molekula nakon 24 h. Pri vezivanju jedinjenja
3 su detektovani najmanji pomeraji, koji odgovaraju vezivanju 1 ili 2 molekula, ¢ak i
nakon 24 h inkubacije.

Na isti na¢in je detektovano vezivanje ispitivanih jedinjenja za Tf (Slika 19B).
Detektovana masa samog Tf iznosi 79136 Da, dok su mase njegovih adukata sa
kompleksom detektovane na 80029 Da (3 h) i 80722 Da (24 h), $to odgovara vezivanju
2-3, odnosno 3-4 molekula 2. U slu¢aju jedinjenja 1, vrednosti su 1-2, odnosno 2-3
nakon 3 h i 24 h, respektivno. Nakon inkubacije Tf sa jedinjenjem 3 nisu primecéene

znacajne razlike, §to moze znaciti da je interakcija ovog kompleksa sa proteinom slaba.
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Slika 19. MALDI MS spektri HSA (A), Tf (B) i Lyz (C) i njihovih adukata sa 2, oformljenih nakon 3 h i
24 h inkubacije. Spektri su snimljeni u linearnom jonskom modu, a kao matrica je kori$¢ena sinapinska

kiselina.

Kod analize proteina ve¢e molekulske mase, kakvi su HSA i Tf, kompleksnost
izotopske raspodele onemogucava razlikovanje signala poreklom od proteina za koje su
vezani i onih za koje nisu vezani kompleksi. Medutim, jasno je da takva
mikroheterogenost uzorka postoji i da je to uzrok Sirenja pikova HSA i Tf nakon
inkubacije sa kompleksima. Fragmentacija kompleksa, kao i greSka merenja na velikim
masama su dodatni uzroci zbog kog se tacna stehiometrija vezivanja ne moze odrediti
ovom metodom, na nacin na koji je odredena za lizozim. Medutim, kao $to je i
pokazano, ova metoda moze sluziti za brzu potvrdu vezivanja i aproksimativnu procenu
broja vezanih molekula. U ovom slucaju, najveéi maseni pomeraji su detektovani kod
vezivanja jedinjenja 2, i za HSA i za Tf. Za odredivanje preciznije stehiometrije

vezivanja su kori$¢ene druge metode, o cemu ¢e biti re¢i u narednom delu disertacije.

3.4 Odredivanje stehiometrije vezivanja terpiridinskih kompleksa
Ru(ll) za HSAi Tf

Opticka emisiona spektroskopija sa induktivno kuplovanom plazmom (engl.
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy, ICP OES) je koris¢ena za
odredivanje stehiometrije vezivanja jedinjenja 1, 2 i 3 za HSA i Tf. Radi poredenja,
stehiometrija vezivanja za ispitivane proteine je odredena i za Cis-Pt.

Metoda se zasniva na uvodenju uzorka u plazmu koja dostize temperature i do
10 000 K, a u kojoj dolazi do njihovog razlaganja do atoma i jona. Daljom kolizionom
ekscitacijom, dobijene vrste prelaze u pobudeno stanje. Pri spontanom prelasku iz

pobudenog u osnovno stanje dolazi do emisije fotona, ¢ije se talasne duzine koriste za
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identifikaciju elemenata od kojih vode poreklo. Dakle, svaki element prisutan u plazmi
se karakteriSe talasnom duzinom emisione linije na osnovu koje se vrsi kvalitativna
analiza, dok se kvantitativna analiza vrsi na osnovu intenziteta linija [161].

Sva tri Ru(ll) jedinjenja i cis-Pt su zasebno inkubirana sa HSA i Tf u molarnom
odnosu proteina prema kompleksu od 1:10, tokom 24 h. U sluc¢aju HSA, alikvot je uzet
za analizu i nakon 3 h inkubacije. Nevezani kompleksi su uklonjeni ultrafiltracijom. ICP
OES analiza adukata proteina i ispitivanih kompleksa je pokazala da se sva tri Ru(ll)
jedinjenja vezuju za metal-transportne proteine: HSA i Tf, premda u razli¢itoj meri
(Tabela 2).

Tabela 2. Sardzaj metala (Ru/Pt) u aduktima HSA/Tf sa 1, 2, 3 i cis Pt odreden ICP OES-om. r;
predstavlja po¢etni molarni odnos proteina prema kompleksu u inkubacionoj smesi; rpoznacava koli¢inu

Ru/Pt u aduktima izrazenu u molima metala po molu proteina+SD triplikata merenja.

fi b
HSA/metal 1 2 3 cisplatina
1:10 (3h) 4,60+0,12 5,30+0,20 1,11+0,22 1,28+0,05
1:10 (24h) 6,92+0,42 8,35+0,25 1,51+0,15 4,00+0,01
Tf/metal 1 2 3 cisplatina
1:10 (24h) 2,75+0,30 3,36+0,10 0,35+0,01 2,00+0,01

Kako se broj vezanih molekula kompleksa za HSA povecava sa vremenom
inkubacije, moze se zakljuéiti da 3 h inkubacije nije dovoljno dug vremenski period za
kompletno vezivanje proucavanih jedinjenja za ovaj protein. Pokazano je da se
jedinjenje 2 u najvecoj meri vezuje za oba ispitivana proteina, kao i da HSA pokazuje
veéi vezivni kapacitet od Tf u slucaju sva tri Ru(Il) kompleksa (Tabela 2). Izracunata
stehiometrija vezivanja cis-Pt za HSA i Tf je u dobrom slaganju sa literaturnim
vrednostima u kojima se navodi da pri molarnom odnosu proteina prema leku od 1:10,
HSA vezuje~ 4 molekula cis-Pt, kao i da pri molarnom odnosu proteina prema leku od
1:5, Tf vezuje~2 molekula cis-Pt [116], [162].

Budu¢i da bioloska sudbina potencijalnog leka na bazi kompleksa metala u
velikoj meri zavisi od raspodele izmedu njegovog slobodnog i vezanog oblika, mera u

kojoj se neki lek vezuje za glavne proteine plazme uti¢e na njegovo biolosko dejstvo
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[163], [164]. Informacije o stehiometriji vezivanja Ru(lll) kompleksa za proteine
humanog seruma su dostupne u ve¢em broju nauc¢nih radova, dok su Ru(Il) kompleksi u
tom kontekstu znatno manje proucavani. Npr., pokazano je da Tf moZe vezati najmanje
pet ekvivalenata KP1019 [112]. Dobijeni rezultati po inkubaciji sa 1 i 2 pokazuju da je
sardzaj Ru vezanog za Tf priblizno tri puta ve¢i nego Sto je to slucaj sa Ru(Il)
jedinjenjima tipa [Ru(n®-aren)(en)CI][PFs] [116].

Rezultati dobijeni u ovom eksperimentu su u dobrom slaganju sa procenom
vezivanja dobijenom uz pomo¢ MALDI MS. lako je ICP OES metoda dala preciznije
rezultate, treba imati u vidu da i ova metoda daje samo prosecnu vrednost vezanih
molekula kompleksa. Kao $to je i pokazano ispitivanjem vezivanja kompleksa za
lizozim upotrebom MALDI MS, neki molekuli proteina u ispitivanoj smesi imaju

manje, dok neki imaju viSe vezanih molekula kompleksa.

3.5 Odredivanje afiniteta vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) za
HSA i Tf

Pored stehiometrije vezivanja, na biolosku aktivnost potencijalnih antitumorskih
lekova na bazi metala utice 1 jacina interakcije koju ostvaruju sa glavnim transportnim
proteinima seruma. Od ovog parametra zavisi i koncentracija otpuStenog leka u
tumorskom tkivu. Shodno tome, uz pomo¢ fluorescencije su odredeni relativni afiniteti
vezivanja ispitivanih kompleksa za HSA i Tf (izrazeni kao konstante vezivanja, Kp).
Ekscitaciona talasna duZina na 295 nm je odabrana jer odgovara iskljucivo ekscitaciji

ostataka Trp u proteinima [165], [166].

3.5.1 Vezivanje kompleksa Ru(ll) za HSA

Eksperimenti gasSenja fluorescencije su uradeni nakon Sto su razli¢ite koli¢ine
jedinjenja 1, 21 3 (0-31,25 uM) dodate rastvoru HSA (2,5 uM) u 20 mM PBS-u pH 7,4,
I inkubirane 24 h na 37 °C. Slika 20 pokazuje promene u intenzitetu fluorescencije HSA
u prisustvu rastuce koli¢ine ispitivanih jedinjenja 1 (HSA+1), 2 (HSA+2) i 3 (HSA+3).
Znatan, koncentraciono zavisan, pad HSA fluorescencije je detektovan u slucaju
jedinjenja 1 i 2. Pri molarnom odnosu proteina prema kompleksu od 1:5, jedinjenja 11 2
gase fluorescenciju HSA tako da vrednosti intenziteta fluorescencije iznose 53% (1),
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odnosno 47% (2) od pocetne vrednosti. Jako gaSenje fluorescencije Trp-214 ostatka
ukazuje na konformacione promene u hidrofobnoj Supljini subdomena I1A, gde se ovaj
ostatak i nalazi na proteinu [166]. Ove promene su najverovatnije posledica vezivanja
kompleksa 1 i 2 za HSA. Po ekscitaciji na 295 nm, ni jedno od tri ispitivana jedinjenja

nije pokazalo emisiju fluorescencije u opsegu od 310 do 450 nm.

Karakteristicni HSA emisioni maksimum se pomera sa 347 nm na 342 nm za
HSA+1, odnosno 339 nm za HSA+2 (Slika 20). Detektovani plavi pomeraj se neretko
uocava kod formiranja adukata HSA i Ru koordinacionih jedinjenja. Do pomeraja
dolazi usled vezivanja jedinjenja, $to utice na mikrookolinu Trp-214 na nacin da ona
postaje hidrofobnija [167]. U poredenju sa 1 i 2, jedinjenje 3 je u mnogo manjoj meri
dovelo do gasenja fluorescencije HSA: pri molarnom odnosu HSA prema 3 od 1:10,
jedinjenje 3 je snizilo intenzitet fluorescencije HSA na oko 90% od pocetne vrednosti.

Plavi pomeraj u ovom slucaju nije detektovan.

HSA+3

300 l

200

100

Intenzitet fluorescencije
Intenzitet fluorescencije
Intenzitet fluorescencije

Slika 20. Emisioni spektri fluorescencije HSA i njegovih adukata sa Ru(ll) terpiridinskim jedinjenjima 1
(HSA+1), 2 (HSA+2) i 3 (HSA+3). Emisioni intenziteti su korigovani za unutra$nji filter efekat. Na
spektrima se uocava gaSenje fluorescencije proteina u prisustvu rastuée koncentracije kompleksa, Sto

ukazuje na vezivanje kompleksa za protein.

Intenziteti fluorescencije su korigovani za unutrasnji filter efekat koriS¢enjem

jednacine (1).

Aex +Aem

Eor =Fps x10 2 (1)

Skracenice Fcor | Fops S8 0dnose na korigovane i izmerene vrednosti intenziteta

fluorescencije, dok su Ae i Aem ekscitaciona i emisiona talasna duzina.
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Stern-Volmerova konstanta je izracunata preko jednacine (2):

2= 14 K1o[Q] = 1+ Kgy[Qloooooeece, )

Fo 1 F su intenziteti fluorescencije u odsustvu i prisustvu gasitelja (ispitivanih Ru
jedinjenja), K, je biomolekularna konstanta gaSenja, 1, poluzivot fluorofore u odsustvu

gasitelja, [Q] je koncentracija gasitelja, a Ksy Stern-Volmerova konstanta.
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Slika 21. Stern-Volmerov grafik zavisnosti F,/F od koncentracije ispitivanih Ru(ll) jedinjenja (A) i

zavisnost log F-F/F od log[Q] za vezivanje jedinjenja 1, 2 i 3 za HSA (B).

Kako je Stern-Volmerov grafik linearan (Slika 21A) u opsegu koncentracija
gasitelja od najmanje 12,5 puta viska u odnosu na koncentraciju HSA, moze se
pretpostaviti da je u slucaju sva tri jedinjenja prisutna jedna vrsta gasenja [165].
Izracunate Stern-Volmerove konstante su prikazane u Tabeli 3. Vrednosti Ksy su takve
daje2>1>>3.

Tabela 3. Vrednosti Ksy, Kq i R dobijeni iz eksperimenata gasenja fluorescencije HSA.

Ru(11) kompleks Ksv (10* M7 Kq (10 M7s™) R
1 7,25+0,13 12,08+0,21 0,9989
2 8,7 0,16 14,48+0,27 0,9988
3 0,37+0,73 0,62+0,12 0,9009
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Bimolekularna konstanta gaSenja, Kq je izraCunata iz Ksy konstante uz pomo¢
jednacine (2) i pretpostavke da je 1, = 6 ns za HSA. Maksimalna vrednost K, koja moze
biti rezultat kolizionog gasenja biopolimera je 2 x 10*° M™s™ [165]. Kako su dobijene
vrednosti Ky znatno veée od ove vrednosti, pogotovo u slucaju 1 i 2, moze se zakljuciti
da je u reakciji ispitivanih jedinjenja predominantno statiCko gasenje fluorescencije

HSA (tj. formiranje kompleksa u osnovnom stanju).

Konstante vezivanja (Kp) i broj mesta vezivanja (n) jedinjenja 1, 2 i 3 na HSA su
izraCunati iz jednacine (3):
log%z logK +nlog[Q].....cccevvvvnnnnn (3)

Kb su izracunate iz odsecaka, a n iz nagiba pravih na grafiku zavisnosti log Fo-
F/F od log[Q] (Slika 21B). Njihove vrednosti su prikazane u Tabeli 4.

Tabela 4. Konstante vezivanja (Ky) i broj mesta vezivanja (n) jedinjenja 1, 2 i 3 za HSA.

Ru(11) kompleks Kp (M) n R
1 (7,19+0,0001) x 10* 1,00+0,02 0,9985
2 (8,59+0,0001) x 10* 1,00+0,01 0,9994
3 6,72+3,87 0,41+£0,12 0,8193

lako su vrednosti Ky i za 1 i za 2 u okviru 10*-10° M, 2 se pokazao kao nesto
bolji vezivni partner za HSA od jedinjenja 1 (Tabela 4). Kako je jedinjenje 3 pokazalo
veoma slabu efikasnost u gasenju fluorescencije HSA, njegova veoma niska konstanta
vezivanja je o¢ekivana. Relativno visoke vrednosti K, za 1 i 2 reflektuju umerene do
jake interakcije izmedu ovih jedinjenja i HSA, $to ukazuje na formiranje stabilnih
adukata. Nasuprot njima, niska Ky za 3 ukazuje na njegovo slabo vezivanje za ispitivani

protein i, posledi¢no, loSu distribuciju u plazmi.

U literaturi se mogu naéi sli¢ne vrednosti za Ky, u opsegu od 10* do 10° M, za
vezivanje Ru(Il) arenskih jedinjenja za HSA [168]. Takode, Ru(II) polipiridil jedinjenja
koja poseduju bipy ili phen ligande se za HSA vezuju konstantom reda veliCine 10° M
[169]. U skladu sa literaturnim podacima, fluorescencijom je odredeno jedno vezivno

mesto za 1 i 2 na HSA. Medutim, treba imati u vidu da broj mesta vezivanja odreden na
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ovakav nacin reflektuje samo ona vezivna mesta koja se nalaze u blizini Trp ostataka i
ne iskljucuje postojanje veceg broja vezivnih mesta, kao $to je u sluc¢aju ovih jedinjenja

i dokazano drugim metodama opisanim u ovom radu.

3.5.2 Vezivanje kompleksa Ru(ll) za Tf

Merenja intenziteta fluorescencije su uradena nakon inkubacije (24 h, 37 °C)
rastvora Tf (2,6 UM) sa razli¢itim koli¢inama jedinjenja 1, 2 i 3. Intravenozna
administracija  natrijumove  soli  indazolium trans-[tetrahlorobid(1H-indazol)
rutenat(IIl)] (KP1339) rezultuje u dvadesetostrukom molarnom visku ovog jedinjenja u
odnosu na Tf u krvi [8]. Stoga je i u ovom eksperimentu kori$¢en slican molarni odnos
Tf prema svakom od ispitivanih jedinjenja. Slika 22 prikazuje gaSenje intenziteta
fluorescencije Tf sa porastom koncentracije Ru(Il) jedinjenja. U sluéaju 1 i 2, intenzitet
fluorescencije na emisionom maksimumu (327 nm) pri molarnom odnosu od 1:10 opada
na 81% 1 77% pocetne vrednosti. Jedinjenje 2 pokazuje nesto veci vezivni afinitet za Tf
nego 1, dok se vezivanje 3 moze smatrati zanemarljivim budu¢i da pri maksimalnom
gasenju intenzitet iznosi 97% vrednosti F,. Prestanak gasSenja fluorescencije Tf je
detektovan pri molarnim odnosima ve¢im od 1:12,5 (Tf+2), 1:10 (Tf+1) i 1:7 (Tf+3).

700 700

Intenzitet fluorescencije
Intenzitet fluorescencije
Intenzitet fluorescencije

Anm

Slika 22. Emisioni spektri fluorescencije Tf i njegovih adukata sa Ru(l1) terpiridinskim jedinjenjima 1

(Tf+1), 2 (Tf+2) i 3 (Tf+3). Emisioni intenziteti su korigovani za unutra$nji filter efekat.

Izmereni intenziteti fluorescencije su korigovani za unutra$nji filter efekat uz
pomo¢ jednaCine (1). Stern-Volmerove konstante su izraCunate iz jednacine (2).
Linearni oblik grafika (Slika 23A) ukazuje na prisustvo jednog tipa gasenja [170]. K,

konstante su, kao i u slu¢aju HSA, izracunate iz nagiba pravih.
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Slika 23. Stern-Volmerov grafik zavisnosti F,/F od koncentracije ispitivanih Ru(ll) jedinjenja (A) i
zavisnost log F,-F/F od log[Q] za vezivanje jedinjenja 1, 2 i 3 za Tf (B).

Pod pretpostavkom da je 1, = 6 ns za Tf [170], izracunate su vrednosti za Kq
(Tabela 5). Prema jednacini (3) (grafic¢ki prikaz na Slici 23B) izracunati su konstanta

asocijacije (Kqpp) 1 broj mesta vezivanja n (Tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti Ksy, Kq, Kagp | 1 za vezivanje ispitivanih Ru(ll) jedinjenja za Tf.

Ru(lIl) Ksy (10° M) Ky (107 M™s™) R Kapp (10° M™) n R
kompleks
1 7,51%0,60 1,25¢0,09 09782  0,64+0,02  0,54%0,04 0,9793
2 11,52+0,41 1,90£0,07  0,9949  10,00£0,01  0,77+0,04 0,9916
3 2,39+0,55 0,40£0,09  0,8878  0,025+0,03  0,36+0,08 0,9298

Dobijene vrednosti Ksy za jedinjenja 1 i 2 su relativno sli¢ne vrednostima
dobijenim za vezivanje NAMI-A za apo-Tf (12,8 x 10° M) [170]. Vrednost Kq reda
veli¢ine 10 Ms™ sugerise isti tip vezivanja 1 i 2 za Tf. Razlog slabog vezivanja
kompleksa 3 za protein je verovatno u prirodi bipy liganada, odnosno nemogucénosti

istog da gradi klasi¢ne vodoni¢ne veze sa amino-kiselinskim ostacima na proteinu.

Nasuprot HSA, koji ima samo jedan Trp-214 kao fluoroforu, humani Tf

poseduje osam ostataka Trp [171]. Buduéi da su svi ovi ostaci manje ili vise osetljivi na
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promene u mikrookolini, analiza fluorescencijom je teza. Vezivanje koje bi dovelo do
gasenja fluorescencije svih Trp ostataka nije verovatno [170]. Ovo je evidentno i iz
samog poredenja snimljenih emisionih spektara koji pokazuju razli¢itu efikasnost
gaSenja fluorescencije vezivanjem ispitivanih kompleksa za HSA i Tf. Stoga, izraCunate

vrednosti za vezivne konstante ne predstavljaju istinske Ky, ve¢ rade Kqpp.

Osim par izuzetaka koji se ticu jedinjenja koja su usla u klinicka istrazivanja,
postoji jako malo literaturnih podataka 0 Kapp za vezivanje Ru koordinacionih jedinjenja
za Tf. Jedan od primera je KP1019 koji se vezuje za Tf konstantom asocijacije od 5,6-
6,5 x 10° M [172], [173]. Od ispitivanih kompleksa 1, 2 i 3, vrednost Kapp Za kompleks
2 je najbliza vrednosti dobijenoj za KP1019, dok je vezivanje kompleksa 1 i 3 znatno

slabije.

Iz podataka dobijenih fluorescencijom se moze zakljuciti da ispitivani Ru(II)
kompleksi imaju znatno veci afinitet prema HSA u poredenju sa Tf, koji je u oba slucaja

2>1>>3.

3.6 Ispitivanje uticaja vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) na
konformacione promene HSA i Tf

Vezivanje kompleksa za proteine moze dovesti do promena u njihovoj strukturi.
Promene u nativnoj konformaciji proteina mogu uticati na njegovu funkciju, a velike
promene su naj¢esc¢e bioloski signal za degradaciju proteina. Imajuci to u vidu, uticaj
vezivanja jedinjenja 1, 2 i 3 na sekundarnu i tercijarnu strukturu HSA i Tf je ispitan CD

spektroskopijom.

Efekat cirkularnog dihroizma se zasniva na razlicitoj apsorpciji levo i desno
cirkularno polarizovane svetlosti i javlja se kod hiralnih (opticki aktivnih) jedinjenja.
Kod proteina, hromofore od interesa ukljucuju peptidnu vezu (apsorpcija ispod 240
nm), ostatke aromati¢nih amino kiselina (apsorpcija u opsegu od 260 nm do 320 nm) i

disulfidne veze (blaga Siroka apsorpciona traka centrirana na oko 260 nm) [174].
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3.6.1 Uticaj vezivanja kompleksa na sekundardnu strukturu HSA i Tf

CD spektri samog HSA i njegovih adukata sa ispitivanim Ru(ll) kompleksima
su prikazani na Slici 24. Spektri su snimljeni u dalekoj UV oblasti i reflektuju
sekundardnu strukturu proteina, kao i promene nastale kao posledica vezivanja Ru(ll)
jedinjenja.
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Slika 24. Spektri humanog serum albumina i njegovih adukata sa Ru(ll) terpiridinskim jedinjenjima 1
(A), 2 (B), and 3 (C), snimljeni u dalekoj UV oblasti. Promene u sekundardnoj strukturi su pracene po

inkubaciji razli¢itih molarnih odnosa proteina i kompleksa.

Na CD spektru slobodnog HSA se uocava intenzivna negativna traka sa dva
signala na 209 i 222 nm, §to je u dobrom slaganju sa literaturnim podacima za ovaj
protein [175], [176]. Kako je prisustvo negativnih maksimuma na oko 208 i 228 nm
karakteristiéno za a heliks [177], moZe se zakljuCiti da dobijeni spektar reflektuje
pretezno a helikalnu strukturu proteina.

Poredenjem spektra slobodnog HSA sa spektrima njegovih adukata sa Ru(ll)
kompleksima, moze se primetiti da ne dolazi do znacajnih promena u sekundarnoj
strukturi nakon vezivanja ispitivanih Ru(Il) jedinjenja, te da spektri adukata zadrzavaju
isti oblik kao i u slu¢aju slobodnog proteina. Intenzitet negativnih pikova na 209 i 222
nm pokazuje vrlo diskretne promene nakon formiranja adukata (Tabela 1, Prilog 1).
Maksimalna razlika izmedu dva merenja istog uzorka, uzrokovana komplikovanim
pakovanjem u rasklopivu kivetu, je iznosila 2,6 mdeg. Sve razlike u elipticitetu koje su
veée od ove vrednosti se mogu smatrati promenama u sekundarnoj strukturi. Shodno
tome, dve minimalne promene su detektovane u slucaju HSA/1 adukta pri molarnom

odnosu 1:2 (blago stabilisuca) i HSA/3 adukta pri odnosu 1:5 (blago destabilisuca).
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U slucaju slobodnog Tf, na CD spektru se takode moze uociti intenzivna
negativna traka sa dva signala na 209 i 222 nm (Slika 25). Oblik spektra pokazuje da je
sekundarna struktura Tf pretezno sadinjena od naizmeni¢no postavljenih a heliksa i
plocica [102], Sto je u dobrom slaganju sa literaturnim podacima [178]. Vezivanje
jedinjenja 2 i 3 skoro da nije dovelo do promena u sekundarnoj strukturi Tf (Tablela 2,
Prilog 1). Nedostatak bilo kakvih promena u slucaju jedinjenja 3 je ocekivan, shodno
veoma niskoj vrednosti Kapp (Tabela 5) i niskoj stehiometriji vezivanja (Tabela 2).
Blaga destabilizacija a heliksa je detektovana samo u sluéaju jedinjenja 1, pri molarnom

odnosu proteina prema kompleksu od 1:2.
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Slika 25. CD spektri transferina i njegovih adukata sa Ru(l1) terpiridinskim jedinjenjima 1 (A), 2 (B), and
3 (C), snimljeni u dalekoj UV oblasti. Promene u sekundardnoj strukturi su pracene po inkubaciji

razli¢itih molarnih odnosa proteina i kompleksa.

3.6.2 Uticaj vezivanja kompleksa na tercijarnu strukturu HSA i Tf

CD spektar proteina u bliskoj UV oblasti (320-260 nm) predstavlja otisak prsta
tercijarne strukture proteina i reflektuje disulfidne veze i mikrookolinu aromati¢nih
amino-kiselinskih ostataka. Aromati¢ne amino kiseline daju karakteristicne maksimume
u opsegu talasnih duzina od: 270-290 nm i 290-305 nm za Trp; 270-280 nm za Tyr;
255-270 nm za Phe [177], [179]. Slika 26A pokazuje CD spektre intaktnog HSA i
njegovih adukata sa 1, 2 i 3, snimljene u bliskoj UV oblasti. Izgled spektra HSA je u
dobrom slaganju sa literaturnim podacima [175]. Od sva tri ispitivana kompleksa, 2 je
izazvao najmanje promene u tercijarnoj strukturi HSA. Spektar HSA se od spektara
adukata HSA/1 i HSA/3 razlikuje pretezno u opsegu talasnih duzina od 260-280 nm,
poreklom od Phe i Trp ostataka. Detektovani negativni porast signala po vezivanju
Ru(ll) jedinjenja ukazuje na kompaktniju strukturu HSA adukata u odnosu na njegov

56



nativan oblik [176]. Kako znaCajne promene signala nisu detektovane, moze se
zakljuciti da je vezivanje ispitivanih jedinjenja dovelo do diskretnih promena u

tercijarnoj strukturi HSA.
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Slika 26. CD spektri intaktnog humanog serum albumina (A), transferina (B), i njihovih adukata sa
kompleksima 1, 2 i 3, snimljeni u bliskoj UV oblasti. Spektri su snimljeni nakon 24 h inkubacije proteina

i kompleksa u molarnom odnosu od 1:2.

CD spektar intaktnog Tf i njegovih adukata sa 1, 2 i 3 u bliskoj UV oblasti je
prikazan na Slici 26B. Spektar intaktnog Tf sa karakteristi¢cnim maksimumom na oko
290 nm odgovara literaturnim podacima [180]. lako spektri adukata Tf sa Ru(ll)
jedinjenjima zadrzavaju sli¢an oblik kao i nativan protein, razlike u intenzitetu signala
ukazuju na promene u tercijarnoj strukturi. Ove promene su izraZenije u oblasti signala
poreklom od Tyr, u odnosu na Trp. U slucaju jedinjenja 1 i 2, veéi molarni odnos
proteina prema kompleksu nije snimljen zbog visokih vrednosti napona na detektoru.
Jedinjenje 3 nije dovelo do promena u tercijarnoj strukturi ni pri molarnom odnosu 1:10,
Sto potencijalno ukazuje na postojanje malog broja mesta za vezivanje ovog kompleksa

za Tf i u skladu je sa rezultatima ICP OES analize (Tabela 2).

3.7 Strukturna karakterizacija proizvoda interakcije kompleksa Ru(ll)
sa HSA i Tf metodama tecne hromatografije i masene spektrometrije

U prethodnom delu ove disertacije su prikazani rezultati eksperimenata koji su
omogucili potvrdu vezivanja ispitivanih Ru(ll) jedinjenja za HSA i Tf, kao i dobijanje
vaznih informacija o stehiometriji, jacini i uticaju vezivanja na nativnu strukturu

proteina. Medutim, iz do sada prikazanih rezultata se ne mogu dobiti informacije o



prirodi interakcije izmedu kompleksa i1 proteina, kao ni o mestima na kojima se
ispitivani kompleksi vezuju za odabrane proteine. U tu svrhu su kori$¢ene metode tecne
hromatografije i masene spektrometrije. Kako se meke jonizacione tehnike MALDI i
ESI MS najcesce koriste za analizu bioloSkih molekula, ispitana je njihova pogodnost za
strukturnu karakterizaciju vezivanja kompleksa 1, 2 i 3 za odabrane proteine. Za
odredivanje mesta vezivanja kompleksa na Tf je upotrebljen LC/MALDI pristup, a na
HSA nano-LC/nano-ESI MS pristup.

3.7.1 ldentifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na BSA i Tf
upotrebom HPLC/MALDI MS

Sa ciljem odredivanja prirode interakcije i mesta vezivanja kompleksa za
proteine, optimizovana je “bottom-up” HPLC/MALDI MS metoda. Metoda se zasniva
na razdvajanju i detekciji rutenovanih vrsta. Najpre je testirana na model proteinu,
govedem serum albuminu (engl. bovine serum albumin, BSA), a zatim je iskori§¢ena za
detaljnu strukturnu karakterizaciju proizvoda interakcije ispitivanih Ru(Il) kompleksa sa
Tf.

3.7.1.1 Ispitivanje vezivanja i hromatografsko razdvajanje rutenovanih
vrsta

Kao sto je prethodno i opisano [36], jedinjenja 1 i 2 imaju gotovo identi¢ne
UV/VIS spektre (Slika 1, Prilog 1) sa nekoliko intenzivnih maksimuma u UV oblasti
(200-330 nm) koje odgovaraju transferu naelektrisanja unutar liganada (engl. intraligand
charge transfer), kao i Sirokom trakom u VIS oblasti (490-550 nm), poreklom od
transfera naelektrisanja od metala ka ligandima (engl. metal-to-ligand charge transfer,
MLCT). Spektar jedinjenja 3 se od spektara 1 i 2 razlikuje po poloZaju (apsorbcionom
maksimumu) i izgledu MLCT trake. Budu¢i da proteini apsorbuju na 215 nm (peptidna
veza) i 280 nm (aromati¢ne amino kiseline), razlike u talasnim duzinama na kojima
apsorbuju proteini i kompleksi su iskoris¢ene za pracenje vezivanja upotrebom teéne
hromatografije sa UV/VIS detekcijom.

Formiranje adukata izmedu odabranih proteina i kompleksa je potvrdeno HPLC-
om, koris¢enjem gel-hromatografske (engl. size exclusion, SEC) kolone za razdvajanje

nevezanih Ru(ll) jedinjenja od frakcije koja je vezana za proteine. Za detekciju
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formiranih adukata je odabran apsorpcioni maksimum kompleksa na 316 nm. Kao Sto se
vidi na Slici 27A, retenciono vreme adukta BSA (koji je koris¢en kao model sistem
umesto HSA) sa kompleksom 2 je iznosilo 7,6 min (8,1 min za Tf), a slobodnih
kompleksa 27,7 min (Slika 27A). Takvi maksimumi nisu zabeleZeni na spektru

kontrolnih proteina, buduéi da ne apsorbuju na odabranoj talasnoj duzini od 316 nm.
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Slika 27. Preklopljeni SEC HPLC hromatogrami BSA i njegovog adukta sa 2 na 316 nm (A): za razliku
od samog BSA, njegov adukt sa 2 apsorbuje na 316 nm i oznacen je zvezdicom; RP HPLC hromatogram
peptida BSA (B); RP HPLC hromatogram peptida adukta BSA i 2 na 280 nm: rutenovane frakcije su

oznacene zvezdicom.

Apsorpcioni maksimum na 316 nm, poreklom od vezanih molekula kompleksa,
se jasno moze videti na UV/VIS spektru BSA nakon hromatografskog razdvajanja
(Slika 29A) potvrdujuci interakciju Ru(Il) kompleksa sa proteinom u rastvoru.

Sa ciljem detekcije pojedinacnih peptidnih frakcija koje sadrze komplekse,
uradena je tripsinska digestija formiranih adukata. Nakon digestije, dobijeni peptidi su
razdvojeni na reverzno-faznoj (engl. reversed phase, RP) LC koloni (Slika 27C), a
dobijeni hromatogram je uporeden sa kontrolnim BSA peptidima (Slika 27B). Peptidne
frakcije na ¢ijim spektrima se mogao uociti isti karakteristiéni maksimum na 316 nm su
obelezene zvezdicom na Slici 27C. Vecina razdvojenih peptidnih frakcija je sadrzala
peptide sa vezanim molekulima kompleksa 1 i 2, iz ¢ega se moze zakljuciti da BSA ima

visok vezivni kapacitet za ove komplekse. Ovaj rezultat je u dobrom slaganju sa
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rezultatima dobijenim ICP OES metodom (Poglavlje 3.4). Primer spektra peptidne
frakcije koja sadrzi peptide koji su vezali kompleks 2 je prikazan na Slici 28B.
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Slika 28. UV/VIS spektri: BSA (crno) i adukta BSA sa 2 (crveno) dobijeni nakon SEC HPLC separacije
(A) i BSA peptida (crno) i peptida adukata BSA sa 2 (crveno), dobijeni nakon RP HPLC separacije (B).

Uodljivo je da se, pored maksimuma na 316 nm, na spektru pojavljuje i MLCT
traka na 490-550 nm, koja dodatno potvrduje prisustvo kompleksa. Takvi apsorpcioni
maksimumi nisu detektovani u kontrolnoj peptidnoj frakciji (Slika 28B). Ove razlike u
apsorpciji izmedu rutenovanih i kontrolnih peptida su omogucile sakupljanje samo onih
frakcija koje sadrze peptide koji su vezali kompleks. Ovo je vazno jer hromatografsko
razdvajanje peptida koje prethodi MS analizi omogucava snimanje spektara koji nisu
pretrpani signalima i smanjuje mogucnost njihovog preklapanja, odnosno omogucava
pouzdaniju detekciju i identifikaciju. Pored toga, detekcija rutenovanih vrsta u rastvoru
predstavlja direktan dokaz da rezultati dobijeni MS analizom nisu posledica
nespecifi¢nog vezivanja kompleksa u gasnoj fazi masenog spektrometra.

Ovim eksperimentima je pokazano: a) da je veza izmedu rutenijumovih
kompleksa i ciljanih sekvencija na proteinima stabilna, te da digestija tripsinom ne
dovodi do otpustanja vezanih kompleksa 1 b) da je moguce razlikovati rutenovane
peptide dobijene nakon digestije proteina od kontrolnih i drugih slobodnih peptida u
uzorku. Uzimajuci u obzir i rezultate koji su dobijeni na celim proteinima, moze se
zakljuciti da metoda poseduje potencijal za razdvajanje i detekciju ciljanih peptida i/ili
proteina i u kompleksnijim uzorcima.

Nakon $to je metoda testirana na BSA, na isti nain je ispitano vezivanje

kompleksa 1 i 2 za Tf. Preklopljeni spektri samog Tf i njegovog adukta sa kompleksom
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1 su prikazani na Slici 29A, dok se spektar odabrane peptidne frakcije koja sadrzi
peptide Tf sa vezanim kompleksom 1 moze videti na Slici 29B. Izgled dobijenih

spektara je slican kao i kod BSA.
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Slika 29. UV/VIS spektri: Tf (crno) i adukta Tf sa 1 (crveno) dobijeni nakon SEC HPLC separacije (A) i
Tf peptida (crno) i peptida adukata Tf sa 1 (crveno), dobijeni nakon RP HPLC separacije (B).

lako kompleks 3, kao i kompleksi 1 i 2, poseduje intenzivan maksimum na 316
nm, vezivanje 3 za ispitivane proteine nije moglo biti detektovano na ovaj nacin, §to
sugeriSe nizak vezivni kapacitet proteina prema ovom kompleksu. Ovaj rezultat je u
skladu sa prikazanim rezultatima koji su dobijeni fluorescencijom i ICP OES metodom
(Poglavlja 3.4 i 3.5), a koji ukazuju na nizak vezivni afinitet i nisku vrednost
stehiometrije vezivanja kompleksa 3 za ispitivane proteine.

3.7.1.2 Detekcija i identifikacija rutenovanih vrsta upotrebom MALDI
MS

Upotreba MALDI MS za identifikaciju mesta vezivanja ispitivanih Ru(ll)
kompleksa “bottom-up” pristupom je testirana na BSA, pri ¢emu je detaljno opisana
identifikacija peptida sa vezanim kompleksima na osnovu masenog pomeraja, izotopske
raspodele i fragmentacionog (MS/MS) spektra. Metoda je zatim primenjena i za

identifikaciju vezivnih mesta kompleksa na transferinu.
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3.7.1.2.1 Identifikacija ciljnih sekvencija za vezivanje kompleksa
Ru(ll) na BSA

Frakcije peptida dobijenih digestijom adukata BSA sa kompleksima 1 i 2 su,
nakon elucije sa RP hromatografske kolone, analizirane MALDI masenom
spektrometrijom. Na spektrima su detektovani signali poreklom od nekoliko peptidnih
sekvencija koje imaju vezane ispitivane komplekse rutenijuma. Analiza spektara je bila
znacajno olakSana zbog karakteristicne izotopske raspodele Ru, koja je omogudila
nedvosmislenu identifikaciju ciljnih sekvencija usled jasnih razlika izmedu izotopske
raspodele slobodnih peptida i onih koji nose vezane molekule kompleksa. Ovo je
narocito izrazeno u slucaju peptida ¢iji su signali detektovani u m/z opsegu do 2000, jer
su razlike u izotopskoj raspodeli tad najociglednije. Kod vecih peptida raste procenat
manje zastupljenih izotopa, pa raspodela poprima Gausovski oblik koji je sli¢an
raspodeli Ru. Na Slici 30B je prikazan primer MALDI MS spektra u kom se vidi signal
peptida koji ima izotopsku raspodelu karakteristicnu za rutenijum. Kako je to bio
najintenzivniji takav signal u spektrima peptida adukta BSA sa kompleksima 1 i 2,

odabran je za detaljniju analizu.
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Slika 30. MALDI TOF/TOF MS spektar peptida BSA (A) i peptida BSA adukta sa 1 (B). Spektar je

snimljen u pozitivnom jonskom modu sa CHCA matricom.

Region spektra (m/z 1300-1800) koji prikazuje odabrani, najintenzivniji signal

na m/z 1672 je prikazan na Slici 30B. Kao §to se moze videti, pik nije detektovan na
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kontrolnom uzorku BSA (Slika 30A) koji sadrzi peptide eluirane na istom retencionom
vremenu na kom su eluirani i peptidi adukta BSA i 1. Na osnovu masenog pomeraja
koji odgovara fragmentu ispitivanih kompleksa, [Ru(4’ Cl-tpy)]”, je predlozena ciljna
sekvencija ““?HLVDEPQNLIK*? (m/z 1305). Kao §to je veé¢ opisano (Poglavlje 3.2),
[Ru(4’ Cl-tpy)]" nastaje fragmentacijom 1 i 2 u izvoru masenog spektrometra, pri jadim
intenzitetima lasera kakvi se upotrebljavaju za efikasnu jonizaciju peptida u prisustvu
CHCA matrice. Dodatni dokaz da je fragmentacija liganada zaista uzrokovana laserom,
a ne disocijacijom u rastvoru, predstavlja prisustvo MLCT trake na UV/VIS spektru
rutenovane frakcije peptida dobijene nakon RP LC separacije (Slika 29B). lako je do
fragmentacije doslo tokom MALDI analize, ona nije onemogucila odredivanje vezivne

sekvencije, buducdi da je veza izmedu metala i peptida ostala ocuvana.

3.7.1.2.2 ldentifikacija ciljne amino-kiseline za vezivanje kompleksa
Ru(ll) na BSA

Kako bi se potvrdio identitet predlozene sekvencije, kao i ciljna amino-kiselina
za vezivanje kompleksa, uradena je tandem masena analiza odabranog peptida BSA na
m/z 1672. Analiza fragmenata dobijenih u MS/MS spektru (Slika 31) je omogucila
nedvosmislenu identifikaciju predlozene ciljne sekvencije i otkrila histidin kao ciljnu
amino-kiselinu za vezivanje ispitivanog kompleksa. Odabrani prekursor na m/z 1672 je
neutralni peptid sa koordinovanim [Ru(4’ Cl tpy)]*. Kako naelektrisanje poti¢e od jona
metala, fragmentacija peptida je dirigovana polozajem vezivnog mesta za metal u
sekvenciji [181], [182]. Primarni produkti fragmentacije su rutenovani [a,-H]" i [by-H]"
joni. Fenomen gubitka protona tokom koliziono idukovane disocijacije (engl. colission
induced dissociation, CID) u analizi peptida koji na sebi imaju vezan metal je opisan u
literaturi (44). Radi uproS¢avanja, deprotonacija fragmentnih jona nije naznacena na
Slici 31. Na vezivanje 1 za His402 ukazuje prisustvo rutenovanih a; i b; jona. Buduéi da
je His lociran na N-terminalnoj strani vezujuce sekvencije, svi a, i b, joni nastali C-
terminalnim raskidanjem nose vezani fragment Ru(ll) kompleksa. Signal na m/z 369,

poreklom od [Ru(4’ C1 tpy)]", se takode mozZe videti u spektru.
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Slika 31. MALDI TOF/TOF MS/MS spektar “?HLVDEPQNLIK**?*+[Ru(4’ Cl-tpy)]*. Identifikovani
rutenovani fragmentni joni peptida su oznaceni crvenom zvezdicom, koja odgovara [Ru(4’ Cl-tpy)]".
Peptidni fragmenti poreklom od MPCTEDYLSLILNR sekvencije m/z 1667,8) se takode mogu videti u

spektru, zbog §irine prozora za odabir prekursora od 5 Da.

Najintenzivniji signal u spektru, poreklom od rutenovanog peptidnog fragmenta
je detektovan na m/z 1208. Na osnovu $irine pika i njegove izotopske raspodele, moze
se zakljuciti da poti¢e od preklopljenih fragmentnih jona. Predlozena su dva moguca
objasnjenja detekcije signala na m/z 1205: mogao bi se pripisati rutenovanom [c;+H]",
fragmentnom jonu nastalom cepanjem HN-CH(R) veze asparagina (N), ili rutenovanom
[b7-H+NH;]" jonu. Jo$ dva signala koja odgovaraju rutenovanim [c, + H]" jonima su
vidljiva u spektru: [cs + H]+ (m/z 1076) i [cio + H]+ (m/z 1545) koji su nastali
raskidanjem HN-CH veze glutamina (Q) i lizina (K). Alternativno, opisani joni se mogu
pripisati i odgovarajué¢im [by,-H + NH3]" jonima. Predlozeni identitet fragmentnih jona
je baziran na studiji fragmentacije Cu-vezivnih peptida kod kojih je jon metala vezan za
N-terminalni arginin (45). Studija je otkrila da je predlozeno raskidanje veza c-tipa
favorizovano na Q, K i N ostatacima. Predlozeno objasnjenje ukljucuje transfer NH,
grupe Q, N i K na metal preko bidentatnih interakcija peptida sa metalom. Budu¢i da
kod Ru-vezanih kompleksa dolazi do gubitka bidentatnih liganada (en i dach)
indukovanog laserom, dostupna su dva moguca koordinaciona mesta na Ru; stoga
transfer NH, grupe tokom CID-a moze objasniti opisanu fragmentaciju c-tipa. Medutim,
predloZeni mehanizam ukljucuje transfer protona sa bo¢nih lanaca na amidni azot, Sto
verovatnije slabi amidnu vezu i dovodi do njenog raskidanja (b joni), nego raskidanja
susedne HN-CH(R) veze (c joni). Predlozeni mehanizam za b tip fragmentacije
ukljucuje transfer protona sa N-terminusa na NH; grupu boc¢nih lanaca Q, N i K.

Raskidanje bo¢nog lanca ostavlja NH3 grupu vezanu za metalni centar, dok se [bp-H +
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NH3]" joni formiraju raskidanjem amidne veze. lako je ovaj mehanizam verovatniji,
udaljenost Q, N i K od N-terminalno vezanog Ru(ll) kompleksa u ciljnoj sekvenciji ga
¢ini upitnim. Stoga se sa sigurnos¢u ne moze iskljuciti ni jedan od ova dva predlozena

mehanizma za nastajanje detektovanog jona.

3.7.1.2.3 ldentifikacija ciljnih sekvencija i ciljnih amino-kiselina za
vezivanje kompleksa Ru(ll) na Tf

Na primeru BSA je pokazano da je MALDI MS pogodna metoda za ispitivanje
vezivanja Ru(ll) jedinjenja za proteine, pa je primenjena i za detaljno odredivanje mesta
vezivanja kompleksa 1 i 2 na Tf. Eksperimentalni pristup je bio identi¢an kao i kod
prethodnog proteina: nakon HPLC razdvajanja, sakupljene su frakcije peptida dobijenih
digestijom adukata Tf kod kojih je detektovano prisustvo kompleksa, nakon ¢ega su
snimljeni njihovi MALDI MS spekiri.

Identifikovano je pet peptidnih sekvencija za vezivanje jedinjenja 1 i 2 (Slika
32). Budu¢i da zbog fragmentacije helatnih liganada sekvencije na sebi nose [Ru(4' Cl-
tpy)]”, detektovane mase su iste za oba kompleksa. Na signalima ciljnih sekvencija se

primecuje izotopska raspodela karakteristi¢na za rutenijum.
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Slika 32. MALDI MS spektri ciljnih sekvencija Tf za vezivanje jedinjenja 1 i 2: LHDR+[Ru(4' Cl-tpy)]”
(A),DSAHGFLK+[Ru(4' Cl-tpy)]" (B), APNHAVVTR+[Ru(4’ Cl-tpy)]" (C), EFQLFSSPHGK+[Ru(4'
Cl-tpy)]” (D) i EDLIWELLNQEHFGK-+[Ru(4' Cl-tpy)]* (E). Spektri su snimljeni u pozitivnom jonskom

modu sa CHCA matricom.
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Potvrda identiteta predlozenih sekvencija, kao i ciljne amino kiseline za koje se
kompleksi vezuju su odredene MS/MS analizom. Spektar koji prikazuje fragmentne
jone LHDR+[Ru(4’ Cl-tpy)]* sekvencije je prikazan na Slici 33. Identifikovani su joni a
i b serije (za nomenklaturu fragmentacije peptida videti Poglavlje 4.7.1.2), na osnovu

kojih se moze zakljuciti da se kompleksi vezuju za His642.
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Slika 33. MALDI TOF/TOF MS/MS spektar LHDR+[Ru(4' Cl-tpy)]" sekvencije Tf. Identifikovani

rutenovani fragmentni joni peptida su oznaceni crvenom zvezdicom, koja odgovara [Ru(4’ Cl-tpy)]".

Identifikovani joni nastali fragmentacijom preostalih vezivnih sekvencija su
prikazani u Tabeli 6. Rezultati potvrduju da se 1 i 2, pored His642, vezuju jo$ i za
His300, His585, His289 i His273, iz ¢ega se moze zakljuciti da ispitivani kompleksi

pokazuju izrazen afinitet prema histidinu.

Tabela 6. MALDI MS/MS analizom identifikovani fragmentni joni ciljnih sekvencija za vezivanje
jedinjenja 1 i 2 na Tf. * predstavlja [Ru(4' Cl-tpy)]".

Peptidna sekvencija Identifikovani fragmentni joni

*I_ HDR*™ * 8,% b,* b, *+H,0,b3* by*+H,0,a,*,a4*-NH;
*'DSAHGFLK** * a5*,bs*,Ys*-NHa,Ye* y-*,bs*,b7*-H;0,85*-NHj,a5*, bg*
*?APNHAVVTR*® * H* by*,ag*-NHj,a*,bg*

SIEFQLFSSPHGK™! * byy*, yio*, b-H,0 (QLFSSPHG), ys*, y4*, ys*

*PEDLIWELLNQAQEHFGK?™  *y17%,b17* b1s*+H,0,b16* a16%-NHg,Y15* Y14*,814% Y 15* Yo *-
N H3:y8*yY7*:y5*yY4*,Y4*'N H3

Poredenjem dobijenih rezultata sa literaturnim podacima o vezivanju kompleksa

rutenijuma za Tf, zapaZene su odredene slicnosti. Naime, analiza Kristalne strukture
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adukta laktotransferina i KP1019 je pokazala da postoje visoko i nisko afinitetna mesta
za vezivanje ispitivanog Ru(lll) kompleksa na proteinu. Visoko afinitetna mesta
ukljucuju mesta za vezivanje gvozda, locirana na N i C lobusu. lako je potvrdeno samo
vezivanje za His253 na N lobusu, smatra se da dolazi i do ekvivalentnog vezivanja za
His597 na C lobusu, ali ono nije moglo biti potvrdeno zbog njegove zatvorene
konformacije u kristalnoj strukturi proteina. Pored visoko afinitetnih, identifikovana su i
dva nisko afinitetna mesta za vezivanje koja ukljucuju ostatke His590 i His654, a smatra
se da i ostali ostaci His koji su locirani pri povr$ini proteina mogu biti potencijalne mete
za vezivanje Ru kompleksa [117]. Sli¢éno navedenom, iz rezultata dobijenih u ovoj
disertaciji se vidi da se 1 i 2 za protein mogu vezati i specificno, za mesto za vezivanje
Fe**, i nespecifi¢no, za povrSinske ostatke His. Identifikovano mesto za vezivanje F %
ukljucuje His585 ostatak na C lobusu koje ujedno ima i najjaci afinitet za vezivanje
ovog metala. Ovakav rezultat ukazuje na potencijal ispitivanih kompleksa Ru(ll) da
zamene Fe** i koriste Tf kao aktivnu rutu ulaska u kancerske éelije.

Vezivanje kompleksa Ru(ll) za Tf je u mnogo manjoj meri ispitivano nego §to je
to slucaj sa kompleksima Ru(III). Medutim, postoje podaci o vezivnim mestima Ru(ll)
kompleksa tipa [(n°-aren)Ru(en)CI]* na apo- i holo-transferinu. Pored toga to nisu
pronadene razlike u vezivnim mestima izmedu ova dva oblika Tf, nadeno je da se ovi
kompleksi vezuju pretezno za povrSinske ostatke His, i to His242, His273, His578 i
His606 [116]. Od identifikovanih nespecifiénih mesta za vezivanje 1 i 2 na Tf,
vezivanje za His273 je u skladu sa rezultatima dobijenim na kompleksima tipa [(n°-
aren)Ru(en)CI]*. Takode, ova amino kiselina je identifikovana i kao vezivno mesto za
cisplatinu na Tf [116].

Rezultati eksperimenata koji su predstavljeni u ovoj disertaciji su radeni na
humanom serum Tf koji je parcijalno zasi¢en gvozdem, kako bi $to bolje reflektovali
vezivanje ispitivanih jedinjenja u kontaktu sa Tf u serumu, odnosno kako bi se dobio
uvid u proces vezivanja pod fizioloSkim uslovima. Na osnovu identifikovanih mesta za
vezivanje, moze se zakljuciti da se ispitivani kompleksi za apo-Tf mogu vezati i
specificno i nespecificno, dok je vezivanje za holo-Tf koji je zasicen Fe®* iskljuc¢ivo
nespecific¢no.

Neophodno je naglasiti da je ocuvanje pravilne konformacije Tf veoma vazno

za prepoznavanje proteina od strane TfR1 i ulaska kompleksa metala u kancerske celije
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koje prekomerno eksprimiraju ovaj receptor. Iz rezultata dobijenih CD spektroskopijom
(Poglavlje 3.6) se vidi da pri vezivanju 1 i 2 za definisana mesta ne dolazi do velikih
promena na strukturi Tf, $to ukazuje na potencijal ispitivanih jedinjenja za eksploataciju

transferinske rute aktivnog transporta metala u ¢elije.

3.7.2 ldentifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na HSA
upotrebom nano-LC/nano-ESI MS

Detekcija peptida pri mikrolitarskim i nanolitarskim protocima je do sada bila
moguca samo u pozitivnom jonskom modu, dok su problemi negativne elektrosprej
jonizacije ostali neprevazideni (Poglavlje 2.3.2.1.1). Identifikacija peptida (proteina) se
vr$i automatski, uz pomo¢ softvera za analizu dobijenih podataka. Medutim, kada se
ESI MS u pozitivnom jonskom modu primeni za odredivanje mesta za vezivanje
kompleksa rutenijuma proteomskim “bottom-up” pristupom, potrebno je ru¢no pronaci
ciljne sekvencije i identifikovati fragmentne jone iz tandem masenih spektara, kako bi
se odredila vezivna amino-kiselina. lako isti postupak vazi i za MALDI analizu, ESI
proizvodi viSestruko naelektrisane jone peptida pa su razlike u izotopskoj raspodeli
izmedu jona peptida koji imaju i1 onih koji nemaju vezane komplekse znatno diskretnije,
Sto otezava identifikaciju ciljnih sekvencija 1 tumacenje tandem masenih spektara.
Odredivanje ciljnih sekvencija za vezivanje kompleksa metala primenom ESI MS u

negativnom jonskom modu do sada nije opisano u literaturi.

Sa ciljem odredivanja mesta vezivanja ispitivanihn kompleksa na HSA i
poboljsanja upotrebe nano-ESI MS za ispitivanje vezivanja kompleksa metala za
peptide/proteine, kao 1 pojednostavljenja interpretacije rezultata, u narednim

poglavljima ¢e biti opisani:

e Razvoj i optimizacija metode za poboljSanje negativne jonizacije peptida
upotrebom nano-ESI MS

e Ispitivanje vezivanja kompleksa Ru(ll) za model peptid, angiotenzin 11, u
pozitivnom i negativnom jonskom modu

e Automatska identifikacija mesta vezivanja Ru(ll) kompleksa na HSA u

pozitivnom jonskom modu
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¢ Identifikacija ciljnih sekvencija za vezivanje Ru(ll) kompleksa za HSA u

negativnom jonskom modu

3.7.2.1 Ispitivanje efikasnosti formaldehida kao modifikatora
negativne jonizacije peptida

Na osnovu literaturnih podataka predstavljenih u uvodnom delu ove disertacije
(Poglavlje 2.3.2.1.1), formaldehid (FA) je odabran kao modifikator mobilne faze sa
svrhom poboljSanja negativne ES jonizacije peptida pri nanolitarskim i mikrolitarskim
protocima. Ispitana je efikasnost nekoliko razli¢itih koncentracija rastvora FA u
izopropanolu (IPA). Svaki ispitivani rastvor se u izvor masenog spektrometra uvodio
post-kolonski, na nacin koji je omogucio njegovo meSanje sa mobilnom fazom i
analitima eluiranim sa nano-LC kolone. Kao model sistem za pracenje efikasnosti

jonizacije su koris¢eni peptidi dobijeni tripsinskom digestijom BSA.

Hromatogram dobijen nakon razdvajanja i detekcije peptida BSA u negativnom
jonskom modu bez post-kolonskog dodatka FA je prikazan na Slici 34A. Sa Slike se
vidi da ne dolazi do deprotonovanja uzorka u negativnom jonskom modu, pri uslovima
koji se standardno koriste za detekciju u pozitivnom jonskom modu. PodeSavanje
parametara poput napona kapilare i konusa, ili geometrije izvora nije uticalo na
poboljsanje negativne jonizacije. Post-kolonski dodatak IPA (Slika 34B) poboljsava
detekciju negativnih jona, zahvaljujuéi povoljnim fizicko-hemijskim osobinama IPA
koje omogucavaju uspostavljanje stabilnog spreja pri niskom pocetnom potencijalu i
omogucavaju rad pri visim vrednostima napona, bez elektri¢nog praznjenja [152]. lako
IPA znacajno doprinosi stabilnosti elektrospreja i efikasnosti negativne jonizacije, tek
po dodatku FA dolazi do jonizacije uzorka u negativnom jonskom modu cija je
efikasnost uporediva sa jonizacijom u pozitivnom jonskom modu. Hromatogram peptida
BSA dobijen nakon post-kolonskog dodatka 5 mM FA u IPA je prikazan na Slici 34C.
Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da sinergisticki efekat FA i IPA dovodi do
efikasne negativne jonizacije peptida koja se moze koristiti u proteomici, kao

komplement analizi u pozitivnom jonskom modu.
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Slika 34. BPI hromatogrami peptida BSA dobijeni bez post-kolonskog dodatka modifikatora (A), nakon
post-kolonskog dodatka IPA (B) i nakon post-kolonskog dodatka 5 mM FA u IPA (C).

Tri koncentracije FA, 5 mM, 10 mM i 20 mM, su ispitane sa ciljem pronalaska
optimalne, tj. najnize koncentracije koja daje najveéi porast negativne jonizacije
peptida. Intenziteti TIC (engl. total ion current) i BPI (engl. base peak intensity)
hromatograma dobijeni pri svakoj od ispitivanih koncentracija su prikazani u Tabeli 7.
Intenzitet TIC hromatograma predstavlja ukupnu struju jona koja dolazi do detektora, tj.
Suma, dok BPI

sumu signala i intenzitet predstavlja ekstrahovanu vrednost

najintenzivnijih signala u svakoj tacki TIC hromatograma.

Tabela 7. Intenziteti TIC i BPI hromatograma dobijeni nakon post-kolonskog dodatka razliitih
koncentracija formaldehida (5 mM, 10 mM i 20 mM).

Formaldehid (mM) TIC/10’ BPI1/10°

5mM 6,93 2,74
8,25 2,58

7,59 2,62

x 7,59 2,65
%RSD 8,70 3,15
10 mM 7,95 2,76
6,93 2,46

7,51 2,60

x 7,46 2,61
%RSD 6,85 5,76
20 mM 9,49 2,32
8,61 2,63

9,01 2,49

x 9,04 2,48
%RSD 4,88 6,26
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Budu¢i da ispitane koncentracije FA manje od 5 mM nisu dovele do
uspostavljanja stabilnog spreja (tj. nije bilo moguce posti¢i efikasnu jonizaciju), ova
koncentracija se smatra najnizom moguc¢om koncentracijom FA koja se moze koristiti
kao modifikator mobilne faze za poboljSanje negativne jonizacije peptida. Kao Sto se
vidi iz Tabele 7, povecanje koncentracije FA nije dovelo do poboljsanja u negativnhom
ESI odgovoru, pa se koncentracija FA od 5 mM ujedno pokazala i kao optimalna. Iz tog
razloga je koriS¢ena u daljim analizama. KoriS¢enje $to nize koncentracije modifikatora
je vazno zato §to se na taj nacin smanjuje moguénost kontaminacije izvora masenog
spektrometra, §to za rezultat ima kvalitetnije spektre sa velikim odnosom signala prema

Sumu.

3.7.2.1.1 Mehanizam transfera protona formaldehida

U kiselim uslovima, kakvi su prisutni u LC mobilnoj fazi, FA podleZe reakciji
formiranja metandiola [183]. Reakcioni mehanizam se sastoji od tri koraka koja su

prikazana na Shemi 1.

1) Protonovanje karbonilnog kiseonika:

H
H
H /‘—\ (-\+/ H . N ‘O/
>:O + H'—_O\ - >:O\ Y \
H H H H H

2) Nukleofilna adicija na protonovani formaldehid:

E ]
A N OH _— N ¢ + g
0. + H—O: = O—H LN
/ \ / HO OH
H H H e ..

Shema 1. Reakcioni mehanizam transfera protona formaldehida
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Klju¢ pozitivnog efekta FA kao poboljSivaca negativne jonizacije peptida je u
tome $to protoni Koji ometaju proces formiranja negativno naelektrisanih jona, u
prisustvu FA podlezu reverzibilnoj reakciji stvaranja metandiola, Sto olakSava proces

negativne jonizacije.

3.7.2.2 Ispitivanje vezivanja kompleksa Ru(ll) za angiotenzin I1:
poredenje pozitivnhog i negativnog moda

Sa ciljem ispitivanja adukata kompleksa 1, 2 i 3 sa peptidima u uslovima
elektrosprej jonizacije, MS spektri su snimljeni u pozitivnom i negativhom jonskom
modu nakon inkubacije svakog od ispitivanih jedinjenja sa model peptidom,
angiotenzinom Il (DRVYIHPF). Jedinjenja se za peptid najverovatnije vezuju preko

koordinacije azota iz ostatka histidina, nakon hidrolize hloridnog liganda.

e Analiza MS spektara u pozitivnom jonskom modu

Pri vezivanju kompleksa za peptid dolazi do blokiranja mesta za protonovanje
His, ali peptid dobija dva dodatna pozitivna naelektrisanja poreklom od metala. Pored
toga, peptid sadrzi arginin koji je pozitivno naelektrisan, dok su asparaginska kiselina i
tirozin protovani na niskom pH. Stoga je, usled viSka pozitivnog naelektrisanja,
favorizovano formiranje viSestruko naelektrisanih vrsta u pozitivnom jonskom modu.
Na Slici 35 su prikazani spektri angiotenzina sa vezanim kompleksima 1, 2 i 3. Kao §to

je 1 ocekivano, adukti peptida su detektovani kao trostruko naelektrisani joni.

B) 509.8 509.8 c) 523.8

A) 4918 510.5

509.5

509.2
508.8

508.5
ul

510.8

511.2
511.5
[511.8

560.0
5237 a7 382.6568 L mfim 212'5371'2 7852
Al TR AN | - _ miz —L IR NN 1 ! I

L m/z

Slika 35. ESI MS spektri adukta angiotenzina 1l sa kompleksima 1 (A), 2 (B) i 3 (C) u pozitivhom
jonskom modu. Inset u svakom spektru pokazuje izotopsku raspodelu detektovanog trostruko pozitivno

naelektrisanog jona.
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Iz razlike u masi izmedu detektovanih adukata i1 slobodnog peptida
(monoizotopske mase 1045,5423 Da) se vidi da dobijena vrednost odgovara masama
kompleksa bez odlaze¢eg hloridnog liganda. Vazno je istaci da, za razliku od MALDI
analize, upotreba ESI MS ne dovodi do fragmentacije i gubitka bidentatnih liganada.
Shodno tome, nije potrebno upotrebljavati dodatnu metodu detekcije kako bi se dobile
kompletne i nedvosmislene informacije o obliku u kom se kompleksi vezuju za peptid.
Kod MALDI analize je bilo potrebno dokazati da do gubitka helatnih liganada dolazi
fragmentacijom u izvoru masenog spektrometra, a ne hidrolizom u rastvoru (Sto je i
potvrdeno fragmentacionom analizom kompleksa i prisustvom MLCT trake na
peptidnim frakcijama detektovanim nakon hromatografskog razdvajanja).

e Analiza spektara u negativnom jonskom modu

Spektri adukata peptida sa ispitivanim Ru(ll) kompleksima su u negativhom
jonskom modu snimljeni nakon post-kolonskog dodatka 5 mM rastvora formaldehida u
izopropanolu. Signali poreklom od adukata su detektovani kao jednostruko naelektrisani
joni (Slika 36). Dva dodatna signala ve¢a za po 46 Da, odnosno 92 Da, od osnovnog
signala koji odgovara svakom oformljenom aduktu se mogu primetiti u spektrima. Ovi
signali su poreklom od mono- i di- adukata sa mravljom kiselinom, prisutnom u
mobilnoj fazi. Kako je ukupno naelektrisanje rutenovanog angiotenzina pozitivno,
gradenje adukata sa mravljom kiselinom predstavlja na¢in na koji Se negativna
jonizacija analita olakSava. Pored adukata, u spektrima se vidi i signal na m/z 1044,5
koji odgovara slobodnom angiotenzinu. Ovaj signal je najintenzivniji u slucaju
kompleksa 3, sto ukazuje na nizak vezivni afinitet prema peptidu. U slucaju jedinjenja 1
I 2, intenzitet signala poreklom od slobodnog angiotenzina je znacajno nizi, pogotovo u
slucaju 2 gde je najveci udeo peptida detektovan u rutenovanom obliku. Ovi rezultati su
u dobroj korelaciji sa prethodno odredenim afinitetom vezivanja ispitivanin Ru(ll)

jedinjenja za proteine (3 << 1< 2).
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Slika 36. ESI MS spektri adukta angiotenzina 1l sa kompleksima 1 (A), 2 (B) i 3 (C) u negativhom
jonskom modu. Inset u svakom spektru pokazuje izotopsku raspodelu detektovanog jednostruko

negativno naelektrisanog jona.

Detekcija jednostruko naelektrisanih jona se moze objasniti pozitivnim
naelektrisanjem rutenovanog peptida koje otezava nastanak viSestruko naelektrisanih
vrsta u negativnom jonskom modu. Stoga se koriS¢enje negativne jonizacije moze
posmatrati kao nadin za redukciju naelektrisanja, Sto znacajno pojednostavljuje
interpretaciju rezultata. Tacnije, kao rezultat ovakve analize se dobijaju ESI spektri
nalik MALDI spektrima. Na ovaj nadin se, u jednom eksperimentu, prednost nastajanja
jednostruko naelektrisanih jona karakteristi¢cna za MALDI analizu spaja sa prednos$éu
ESI analize u pogledu mekoce jonizacije i o€uvanja oformljenog rutenovanog peptida u

intaktnom obliku, bez nezeljene fragmentacije u izvoru.

3.7.2.3 ldentifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na HSA u
pozitivnom jonskom modu

Sa ciljem optimizacije nano-ESI MS pristupa za olakSanu identifikaciju ciljnih
sekvencija, MSF spektri peptida HSA adukata sa ispitivanim kompleksima su snimljeni
u pozitivnom jonskom modu, nakon razdvajanja na RP nano-LC koloni. Snimanje
spektara u MS® modu omogucava simultanu detekciju jona pri niskoj i visokoj vrednosti
kolizione energije, tako da se tokom jednog hromatografskog razdvajanja dobiju
informacije o peptidima prisutnim u smesi (MS) i njihovim fragmentnim jonima
(MS/MS) [184]. Slika 2A (Prilog 1) prikazuje hromatogram peptida HSA adukta sa 1,
snimljenih u pozitivnom jonskom modu. Prethodno opisan problem manuelne
identifikacije ciljnih sekvencija je prevaziden tako S$to su monoizotopske mase
kompleksa (bez odlazeceg CI liganda) podesene kao amino-kiselinske modifikacije

boc¢nog lanca, a podaci obradeni upotrebom ProteinLynx Global Server (PLGS)
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softvera. Budu¢i da se MSF podaci sastoje od spektara snimljenih pri niskoj energiji
(engl. low energy, LE) i spektara snimljenih pri visokoj energiji (engl. high energy,
HE), i ciljne sekvencije i ciljne amino kiseline za vezivanje Ru(ll) jedinjenja su u
analiziranim uzorcima odredene iz jednog seta podataka. To zna¢i da nije bilo
neophodno ru¢no identifikovati ciljne sekvencije, tj. odabrati prekursore za tandem

masenu analizu i odredivanje vezivnih amino-kiselina.

Za vezivanje jedinjenja 1 (Slika 37) i 2 (Slika 3, Prilog 1) je pronadeno 6 ciljnih
sekvencija, dok je jedinjenje 3 (Slika 4, Prilog 1) pokazalo nizi vezivni afinitet sa Cetiri
identifikovane ciljne sekvencije. Razlog verovatno lezi u prirodi bipy liganda koji nema
sposobnost gradenja klasi¢nih vodoni¢nih veza sa okolnim amino-kiselinskim ostacima
na proteinu. Kako en i dach ligandi sadrze NH grupe koje mogu imati ulogu donora u
formiranju vodoni¢nih veza, lakSe ostvaruju interakcije sa amino-kiselinama
polipeptidnog lanca. Odsustvo ovih grupa kod bipy liganda smanjuje sposobnost
formiranja vodoni¢nih veza, dok je tendencija ka ,steking® interakcijama povecana.

Identifikovane ciljne sekvencije za sva tri Ru(ll) kompleksa su sumirane u Tabeli 8.

Tabela 8. Lista identifikovanih ciljnih peptidnih sekvencija HSA za vezivanje 1, 2 i 3. Ciljne amino-
kiseline su podvucene u svakoj sekvenciji. Monoizotopske m/z su navedene u pozitivnom (3+) i

negativnom (1-) jonskom modu.

Jedinjenje 1 Jedinjenje 2 Jedinjenje 3
Peptidna sekvencija 3+ 1- 3+ 1- 3+ 1-
'DAHK* 297,7527 887,2069  315,7621 941,2589  329,7509  985,2335
SSEVAHR™ 373,7895 1115,3309 391,7990 1171,3953 405,7886 1211,0553
®SLHTLFGDK" 480,1825 1434,5259 498,1963 1489,5558 512,1762 1532,5255

YHPYFYAPELLFFAK®® 7219536 2161,9209 739,9736 2215,9282 - -
SDVELGMFLYEYAR®® 6822635 2042,7911 700,2694 2096,8191 714,2571 2138,7625

$¥HPDYSVVLLLR*® 578,2404 1730,7406 596,2534 1783,7639 - -
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Slika 37. LE MSF spektri [Ru(Cl-tpy)(en)]-vezanih HSA sekvencija: DAHK (A), SEVAHR (B),
SLHTLFGDK (C), HPDYSVVLLLR (D), DVFLGMFLYEYAR (E) i HPYFYAPELLFFAK (F), u

pozitivnom jonskom modu. Ciljne sekvencije su oznac¢ene zvezdicom u svakom spektru.

Ciljne amino-kiseline za koje su Ru(ll) jedinjenja vezana u svakoj
identifikovanoj sekvenciji su odredene softverski, na osnovu identifikovanih jona
nastalih fragmentacijom peptida pri visokoj kolizionoj energiji. Primer PLGS

generisanog HE MSF spektra na kome je prikazana fragmentacija adukta
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3¥HPDYSVVLLLR**® sekvencije sa jedinjenjem 1 je prikazan na Slici 38. Nadeno je
da se jedinjenja 1 i 2 vezuju za ukupno pet bo¢nih ostataka histidina i jedan ostatak

asparaginske kiseline, dok jedinjenje 3 vezuje tri His i jedan Asp.

Precursor mass 1732.7535, charge 2.92
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Slika 38. PLGS generisan HE MSF spektar adukta **HPDYSVVLLLR*® sekvencije HSA sa jedinjenjem
1. Identifikovani prekursor je trostruko pozitivno naelektrisan jon i ima masu od 1732 Da. Identifikovana

masa odgovara masi adukta peptida sa 1, nakon hidrolize Cl liganda.

Kako sva tri kompleksa imaju zajednicke ciljne sekvencije, broj i identitet
fragmentnih jona sekvencija za vezivanje odabranog kompleksa 2 je prikazan u Tabeli
9. Medu identifikovanim sekvencijama, DAHK sekvencija je pronadena ru¢no, te ¢e

rezultati tandem masenih eksperimenata za nju biti prikazani u narednom odeljku.

Tabela 9. Fragmentni joni u LE MSF spektrima, identifikovani uz pomoé PLGS softvera. °oznatava
neutralni gubitak (H,O, NHs).

Peptidna sekvencija I_3roj Identitet fragmentnih jona
jona
*SEVAHR? 12 bz, ba, b, by, b, Ds5,Y2, Y3, Va, Vs, Vs, Ve
®SLHTLFGDK" 9 Y2 Y2, Ya Yo Ya Vs Yoo Y7, V7
Y HPYFYAPELLFFAK™® 10 bio, V2. Va1 Yar Yo Y7 Yoo Yizr Yaz Yia
*DVFLGMFLYEYAR®® 7 by, ba1, e, Yo, Y10, Va1, Y12
*¥*HPDYSVVLLLR*® 13 by, bs, Yo, Y3, Yar Vs Ve Y7, Ve Yer Yoo Yao, Yan
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Na osnovu dobijenih rezultata, moZze se pretpostaviti da opisani pristup poseduje
potencijal za identifikaciju ciljnih proteina za vezivanje kompleksa metala i u
kompleksnijim uzorcima. Primenom sli¢nog pristupa, Will i saradnici su uspeli da
odrede ciljne proteine za vezivanje cis-Pt i [Ru(n®-p-cimen)(DMSO)CI,] u éelijskom
ekstraktu Echerichia Coli [185], [186]. Prednost pristupa koji je opisan u ovoj
disertaciji je upotreba nano-LC/nano-ESI MS sistema koji zahteva znatno manju
koli¢inu uzorka i pokazuje povecanu osetljivost u odnosu na konvencionalne ESI
masene spektrometre. Navedene prednosti mogu biti od klju¢ne vaznosti, buduéi da su
relevantne mete lekova uglavnom proteini niske zastupljenosti kao i da je koli¢ina
uzorka dostupnog za analizu neretko mala. Pored toga, snimanje MSF spektara
omogucava dobijanje svih potrebnih informacija tokom jednog hromatografskog
razdvajanja, $to znacajno skracuje vreme potrebno za analizu. Medutim, treba imati u
vidu da softverski paketi koji su dostupni za obradu MS rezultata u proteomici ne
uzimaju u obzir izotopsku raspodelu jona metala ve¢ samo raspodelu standardnih
elemenata koji ¢ine prose¢nu amino-kiselinu. 1z tog razloga je pozeljno vizuelno
proveriti izgled spektara identifikovanih sekvencija, kako bi se minimizovale eventualne

greske.

3.7.2.4 ldentifikacija mesta za vezivanje kompleksa Ru(ll) na HSA u
negativnom jonskom modu

Sposobnost peptida i metalo-peptida da jonizuju u negativnom jonskom modu
pri mikrolitarskim i nanolitarskim brzinama protoka je pripisana efektu brzog uklanjanja
protona od strane FA i elektrosprej stabiliSu¢em efektu IPA. Post-kolonski dodatak FA
ne utice na hromatografsko razdvajanje ili jonizacionu efikasnost uzorka u pozitivnom
jonskom modu, tako da komplementarni set podataka moze biti dobijen bez dodatnih
izmena u podeSavanjima instrumenta osim zamene polarnosti (Slika 2B, Prilog 1).
Stoga bi dobijanje rezultata u negativnom jonskom modu predstavljalo direktnu potvrdu
rezultata dobijenih u pozitivnhom jonskom modu, i obrnuto. S tim u vidu, ciljne
sekvencije za vezivanije ispitivanih jedinjenja su ru¢no identifikovane u snimljenim MSF
spektrima (Slika 39 i Slike 5 i 6, Prilog 1). Kao i u slu¢aju angiotenzina, u vecini

spektara se mogu videti dodatni signali, mase vece za 46 Da, koji odgovaraju aduktima
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sa mravljom kiselinom. Identifikovane ciljne sekvencije za sva tri Ru(ll) kompleksa su
sumirane u Tabeli 8.
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Slika 39. LE MSF spektri [Ru(Cl-tpy)(en)]-vezanih HSA sekvencija: DAHK (A), SEVAHR (B),
SLHTLFGDK (C), HPDYSVVLLLR (D), DVFLGMFLYEYAR (E) i HPYFYAPELLFFAK (F) u

negativnom jonskom modu. Ciljne sekvencije su oznacene zvezdicom u svakom spektru.

Na spektrima su detektovani signali kod kojih se primecuje redukovano

prisustvo viSestruko naelektrisanih, odnosno predominantno prisustvo jednostruko
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naelektrisanih vrsta. Posledicno, ocigledne razlike izmedu izotopske raspodele
slobodnih peptida i peptida koji imaju vezane Ru(Il) komplekse znacajno olakSavaju
identifikaciju ciljnih sekvencija. lako intenzitet jona snimljenih u negativhom modu,
kao i kvalitet spektara, opada u poredenju sa pozitivnim jonskim modom (narocito sa
rastuéim m/z), dobijeni su zadovoljavajuéi rezultati. Sta viSe, postignuta je dobra
komplementarnost pozitivnog i negativnog jonskog moda, tj. istih Sest ciljnih sekvencija

je identifikovano i u pozitivu i u negativu.

Slicnost ESI MS spektara snimljenih u negativnom jonskom modu sa MALDI
MS spektrima u pozitivnom modu je ilustrovana na primeru adukta DAHK sekvencije
sa kompleksom 2 (Slika 40). Na spektrima se vidi da MALDI analiza dovodi do
potpunog gubitka helatnog liganda, dok kod ESI analize dach pretezno ostaje
koordinovan za Ru centar. lako je i na primeru Tf pokazano da MALDI MS" moze biti
koris¢en za ispitivanje vezivanja ovih kompleksa za proteine, upotreba ESI MS™ daje
kompletniju sliku i ne zahteva dodatnu metodu kojom bi se potvrdilo da do gubitka

helatnih liganada dolazi u izvoru masenog spektrometra, a ne hidrolizom u rastvoru.

/%1.2787

{DAHK+[Ru(Cl-tpy)(dach)]}
MS ESI -

C.H..N,

T~

8351651  {DAHK+[Ru(Cl-tpy)l}’

...-u._...MIWKMM Maoraall Ltaslly " YT TS

[ I T T T T 1
800 830 I\Bﬁﬂ 890 920 950 980

MS MALDI+ 8371776 (DAHK+[Ru(CI-tpy)]}

m/z
I T T T T 1
800 836 872 908 944 980

Slika 40. Poredenje ESI MS™ i MALDI MS" spektara adukta DAHK sekvencije HSA sa kompleksom 2.
Za razliku od MALDI MS* analize koja u potpunosti dovodi do fragmentacije, pri ESI MS™ analizi helatni

ligandi ostaju koordinovani za Ru centar.
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Buduéi da je DAHK sekvencija u pozitivnom modu identifikovana ru¢no na
osnovu masenog pomeraja, a ne softverski na osnovu fragmentacijskog spektra, nisu
dobijeni podaci o vezivnoj amino-kiselini, kao ni ta¢na potvrda identiteta predlozene
sekvencije. Iz tog razloga je uradena tandem masena analiza prekursora koji po masi
odgovara aduktu DAHK peptida i kompleksa 2. Kao i u slu¢aju MS analize, MS/MS
spektar dobijen uz pomo¢ ESI analize u negativhom modu je uporeden sa MS/MS

spektrom dobijenim MALDI analizom u pozitivnom jonskom modu (Slika 41).
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Slika 41. Poredenje MS/MS spektara adukta DAHK sekvencije HSA sa kompleksom 2, snimljenih u ESI”
i MALDI" jonskom modu. Detektovani su razli¢iti fragmentni joni koji, u oba slu¢aja, ukazuju na

vezivanje kompleksa za His3. * ozna¢ava [Ru(Cl-tpy)]".

Za razliku od MS analize, tokom fragmentacije peptida u negativhom ESI
jonskom modu dolazi do gubitka helatnih liganada kao i kod MALDI analize. Svi
fragmentni joni u oba spektra su jednostruko naelektrisani ali se medusobno razlikuju.
Naime, u ESI spektru je prisutan veci broj fragmentnih jona pretezno y serije, dok su u
MALDI spektru dominantniji fragmenti a i b serije. Prisustvo rutenovanih y; i X, jona u
ESI, odnosno bs i a3 jona u MALDI spektru ukazuje na vezivanje kompleksa za His3.
Razlike u nacinu fragmentacije izmedu pozitivhog 1 negativnog jonskog moda, kao i

tipa koriS¢enog izvora jonizacije (MALDI vs. ESI) ukazuju na metodolosku
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komplementarnost. To znaci da se odredeno mesto vezivanja kompleksa moze potvrditi
komplementarnim pristupom, kao i da, u sluc¢ajevima kada se iz detektovanih jona
dobijenih jednom metodom ne moze nedvosmisleno odrediti vezivno mesto, drugaciji

tip fragmentacije omoguc¢ava dobijanje dodatnih informacija.

3.8 Doking studija vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) za HSA

Na osnovu dobijenih MS rezultata i prostorne lokalizacije identifikovanih
sekvencija, mogu se definisati tri vezivna regiona HSA za koje se ispitivani Ru(ll)
kompleksi mogu vezati koordinativno kovalentno (Slika 42). Prvi je lociran na domenu
I, u blizini “HPYFYAPELLFFAK"® sckvencije. Drugi region je lociran izmedu
subdomena IA i A i zauzima prostor izmedu ‘DAHK® °SEVAHRY i
®SLHTLFGDK"™ sekvencija. Tre¢i vezivni region je lociran na subdomenu IIB, izmedu
S2*DVFLGMFLYEYAR®® i 3¥HPDYSVVLLLR?*® sekvencija. Od ova tri regiona,

samo jedan pripada glavnim vezivnim mestima za lekove.

HPYFYAPELLFF
= SEVAHR
HPDYSVVLLLR

5/ SLHTLFGDK
% DVFLGMFLYEY

Slika 42. Pozicija ciljnih sekvencija HSA za vezivanje kompleksa 1, 2 i 3.

Po rastvaranju ispitivanih kompleksa dolazi do hidrolize CI liganda i akvacije,
pri cemu se akva ligandi lako deprotonuju formirajué¢i hidrokso komplekse [36]. lako
ravnoteZa reakcije moze biti pomerena prema hloro ili akva/hidrokso kompleksima u
zavisnosti od uslova sredine, sve tri vrste (Cl, H,O i OH) su prisutne u rastvoru i stoga
su ukljucene u doking studije. Doking je raden na nacin da je za svaki od tri oblika

ispitivanih  kompleksa omoguceno 100 energetski najpovoljnijih protein-ligand
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konformacija. Pri tumacenju rezultata razmatran je onaj broj vezivnih mesta koji
odgovara prosecnom broju vezanih molekula kompleksa po molekulu proteina,
odredenom ICP OES metodom (sedam za kompleks 1, devet za 2 i dva za kompleks 3).
Polozaj odabranih vezivnih mesta sa najniZim energijama vezivanja je prikazan na Slici

43.
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Slika 43. Vezivna mesta -Cl, -OH i -H,0 oblika kompleksa 1, 2 i 3 na HSA. Hloro oblici kompleksa su
prikazani zelenom bojom, hidrokso crvenom, dok su akva vrste prikazane plavom bojom. Ciljne

sekvencije HSA odredene masenom spektrometrijom su obojene crnom bojom.

Vrednosti vezivnih energija za svako odabrano mesto za koje se kompleksi u
bilo kom od svoja tri oblika mogu vezati, su prikazane u Tabeli 10. U slu¢aju da se dva
oblika vezuju za isto mesto, prikazano je ono sa niZzom energijom. Dobijene vrednosti

pokazuju da se, u sluéaju sva tri kompleksa, hloro oblici neznatno jace vezuju od
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hidrokso kompleksa. I hidrokso i hloro oblici imaju najnize energije vezivanja za HSA u
slu¢aju kompleksa 2, dok su kod kompleksa 3 energije najvece. Kod kompleksa 1, akva
oblici pokazuju manji broj vezivnih mesta od Cl i OH oblika, ali su im energije
vezivanja sli¢ne. Kod kompleksa 2 i 3, energije vezivanja akva vrsta su zna¢ajno manje
(1 >> 2> 3). Dakle, akva vrste se mogu vezati za najmanji broj mesta na HSA pri ¢emu
ostvaruju nekovalentne interakcije sa dva do tri amino kiselinska ostatka i ni jedno od

tih mesta ne odgovara MS odredenim sekvencijama.

Tabela 10. Vezivne energije hloro, akva i hidrokso oblika 1, 2 i 3 za svako od vezivnih mesta na HSA.
Energije vezivanja hloro kompleksa koje odgovaraju MS odredenim ciljnim sekvencijama su oznagene
zelenom bojom, dok su u slu¢aju hidrokso kompleksa oznac¢ene crvenom. Preostale vrednosti vezivnih

energija koje najverovatnije odgovaraju nekovalentno vezanim kompleksima su oznac¢ene crnom.

Kompleks Broj Vezivna energija (kcal/mol)
Ru(11) V%L"Srt‘;’g -Cl “OH -H,0
1 -8,12 -7,80 -7,90
2 -7,27 -6,32 -7,83
1 3 -7,22 -5,84 -7,40
[RuL(4’-Cl-tpy)(en)] 4 -7,09 5,77 -
5 -6,99 -5,42 -
6 -6,83 -5,34 -
7 -6,74 -5,22 -
1 9,14 -8,56 -3,02
2 -8,67 -7,75 -2,95
3 -8,53 -7,08 -2,73
2 4 -8,53 -6,93 -2,66
[RuL(4’-Cl-tpy)(dach)] 5 -8,38 -6,82 -
6 -8,37 -6,77 -
7 -7,46 -6,55 -
8 -7,18 -6,48 -
9 - -6,47 -
3 1 -7,97 -6,33 -1,78
[RuL(4’-Cl-tpy)(bipy)] 2 -6,98 -5,84 -1,44
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Poredenjem vezivnih mesta definisanih doking studijom sa polozajem MS
identifikovanih sekvencija, moze se zakljuciti da na HSA postoji pet mesta za koje se
kompleksi 1 i 2 mogu vezati koordinativno kovalentno. U slu¢aju kompleksa 3 mogu se
definisati dva takva vezivna mesta (Slika 44). Kompleks 1 se u hloro obliku vezuje u
blizini His67, His9 i His338, dok vezivna mesta u blizini His146 i Asp324 preferiraju
hidrokso oblik kompleksa. Kako je His3 u strukturi HSA lociran blizu His67,
najverovatnije je da se, u nekom procentu, vezani hloro oblik kompleksa koordiniSe za

His3 umesto His67 §to je rezultovalo MS detekcijom obe ciljne amino kiseline.

Slika 44. Strukture HSA sa nazna¢enim vezivnim mestima za 1, 2 i 3. Hloro oblici kompleksa su obojeni

zelenom bojom, dok su hidrokso oblici crveni. MS indentifikovane sekvencije su obojene crnom bojom.

Kompleks 2 se u hloro obliku vezuje za mesta u blizini His67/His3, His9 i
Asp324, a u hidrokso obliku za His338 i His146. Kompleks 3 se u hloro obliku vezuje
za mesto u blizini His9/His3/His67, dok drugo vezivno mesto u blizini Asp324 preferira
3 u hidrokso obliku. Vrednosti energija vezivanja, oblik kompleksa i vezivne amino
kiseline na mestima na kojima se ispitivani kompleksi Ru(ll) za HSA mogu vezati
koordinativno su sumirani u Tabeli 13. Dobijene razlike u vrednostima vezivnih
energija za razliite oblike kompleksa ukazuju na to da smanjenje reaktivnosti nekih
kompleksa metala u krvi ne mora isklju¢ivo biti posledica manje reaktivnosti hloro
oblika u odnosu na njihove akva analoge (zbog prirode odlazeéeg liganda), ve¢ da na
nju mogu uticati i sposobnost odredenog oblika kompleksa da ostvari interakcije sa
amino-kiselinskim ostacima na proteinu, kao i jacina ostvarenih interakcija (tj. energije

vezivanja).
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Tabela 11. Vezivne energije kompleksa 1, 2 i 3 za svako od definisanih mesta za koje se kompleksi mogu

vezati koordinativno kovalentno.

Vezivna energija (kcal/mol)

Vezivno
mesto
1 2 3
-8,12 -9,14 -6,98
1 [RuCl(4’-Cl-tpy)(en)]” [RuCl(4’-Cl-tpy)(dach)]” [RuCl(4’-Cl-tpy)(bipy)]”
His67, His3 His67, His3 His9,His3,His67
-7.80 -8,38 -5,84
2 [RuOH(4’-Cl-py)(en)] [RuOH(4’-Cl-tpy)(dach)]” [RuOH(4’-Cl-tpy)(bipy)]
His146 His9 Asp324
-7,09 -8,37
3 [RuCl(4’-Cl-tpy)(en)]” [RuOH(4’-Cl-tpy)(dach)]” -
His338 Asp324
-6,83 -6,48
4 [RuCl(4’-Cl-tpy)(en)]” [RuOH(4’-Cl-tpy)(dach)]” -
His9 His338
-5,84 -6,47
5 [RuOH(4’-Cl-tpy)(en)]* [RuOH(4’-Cl-tpy)(dach)]” -
Asp324 His146

Sva tri kompleksa pokazuju najveci afinitet za vezivanje za vezivni region
lociran izmedu IA i IIA subdomena, koji obuhvata '‘DAHK? °SEVAHRY i
®SLHTLFGDK" sekvencije. Kompleksi 1 i 2 se u ovom regionu mogu vezati za dva
vezivna mesta, dok se kompleks 3 moze vezati za jedno. 'DAHK* sekvencija koja ulazi
u sastav ovog vezivnog regiona je poznata kao obeleZje albumina za vezivanje metala.
Sastoji se od N-terminalnog mesta (engl. N-terminal site, NTS) za koje se metali vezuju
pretezno preko koordinacije His3 koji je takode identifikovan 1 kao meta za vezivanje 1,
2 1 3. Oko 2% NTS HSA popunjava Cu(Il) §to ovaj protein ¢ini drugim najve¢im
skladistem bakra u humanom serumu [187], [188]. Druga sekvencija koja je deo ovog
vezivnog mesta je ®SLHTLFGDK™. Ova sekvencija sadrzi His67 &iji je azot
imidazolovog prstena ligand za vezivanje razli¢itih metala, i u literaturi je opisan kao
HSA vezivno mesto za metale A [188]. Takode, i His67 i His9 iz SEVAHR™

sekvencije su identifikovani kao vezivna mesta za cisplatinu na HSA [189], [190].

Vezivni region koji obuhvata ***HPYFYAPELLFFAK™® sekvenciju je lociran

na donjem ulazu u subdomen IB, koji je pretezno sacinjen od tri a heliksa koji formiraju
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hidrofobni zleb. Kompleks 1 pokazuje veci vezivni afinitet za ovo mesto od kompleksa
2. Kako je potrvdeno MS analizom, Ru se na ovom mestu koordinuje za azot imidazola
His146. Nedavno objavljeni rezultati rendgenske kristalografije pokazuju da je ova

amino-kiselina meta i za vezivanje klini¢ki relevantnog KP1910 [17].

Tre¢i vezivni region je lociran na subdomenu IIB, 1 obuhvata
S DVFLGMFLYEYAR®**® i *¥HPDYSVVLLLR**® sekvencije. Kompleks 1 pokazuje
vedi afinitet za vezivanje za His338, u poredenju sa Asp324, dok je u slucaju kompleksa
2 situacija obrnuta. Kompleks 3 se u ovom regionu vezuje samo za Asp324.
Monodentatno vezivanje jedinjenja na bazi rutenijuma, kroz interakcije sa O atomima

Asp ostataka je opisano u literaturi u slu¢aju nekoliko razli¢itih proteina [191].

Vazno je istaci da ni jedan od pet ciljnih ostataka His i1 jednog Asp nije direktno
ukljucen u interakcije koje inicijalno nastaju na svakom vezivnom mestu. Pretpostavlja
se da vezivanje ispitivanih Ru(Il) jedinjenja, koje je pretezno bazirano na vodoni¢nom
vezivanju, hidrofobnim i elektrostatickim interakcijama izmedu Ru-koordinovanih
liganada i okolnih amino-kiselinskih ostataka, dovodi do diskretnih konformacionih
promena koje omogucavaju koordinaciju za elektron-donorske ostatke His/Asp iz
identifikovanih sekvencija na svakom vezivnom mestu. Ova pretpostavka je u skladu sa
rezultatima analize promena u strukturi HSA po vezivanju kompleksa identifikovanih

CD spektroskopijom.

Uzimajuéi u obzir moguéi broj kovalentno vezanih molekula kompleksa i
stehiometriju vezivanja odredenu ICP OES metodom, moglo bi se zakljuciti da HSA u
proseku nekovalentno vezuje dva molekula kompleksa 1, ¢etiri molekula kompleksa 2 i
ni jedan molekul kompleksa 3. Medutim, treba imati u vidu da su ovi rezultati dobijeni
pri desetostrukom visku kompleksa nakon 24 h inkubacije, kako bi se dobila kompletna
slika o svim mogu¢im vezivnim mestima na proteinu. 1z ICP OES rezultata se vidi da se
vezivanje kompleksa za protein ne zavrSava nakon 3 h inkubacije i da se do tada, u
proseku, vezuje priblizno pet molekula kompleksa 1 i 2, i priblizno jedan molekul 3. Na
osnovu vezivnih energija prikazanih u Tabeli 12, moze se videti da postoje mesta
nekovalentnog vezivanja sa ve¢im vezivnim afinitetom od pojedinih mesta na kojima se
kompleksi za protein mogu vezati koordinaciono kovalentno, $to zna¢i da bi u

fizioloskim uslovima dobar deo kompleksa mogao biti transportovan do tkiva i ¢elija u
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nekovalentno vezanom obliku, §to bi potencijalno olakSalo njihovo otpusStanje sa
proteina. Ovo se narocito odnosi na kompleks 2 koji je, od sva tri ispitana kompleksa,
pokazao najveéi vezivni kapacitet, sa najpovoljnijim vezivnim energijama. Kompleks 1
je pokazao nesto manji vezivni kapacitet sa ve¢im brojem mesta koje imaju povoljnije
vezivne energije za kovalentno vezivanje. Kompleks 3 je pokazao najmanji vezivni
afinitet prema HSA. Razlog za to lezi u prirodi bipy liganda koji, za razliku od en i dach
liganada koji poseduju NH grupe, ne moze da gradi vodoni¢ne veze sa amino-
kiselinskim ostacima na proteinu. Ovaj ligand moze da gradi interakcije m-tipa koje su

slabije od vodoni¢nih veza, te je i vezivanje ovog kompleksa za protein slabije.

Uz sve navedeno, vazno je ista¢i i da se amino-kiseline His i Asp, koje su
identifikovane kao mete za vezivanje ispitivanih kompleksa, ¢esto nalaze u aktivnim
centrima enzima. Vezivanje kompleksa za ove amino-kiseline ukazuje na njihov
potencijal da menjaju enzimsku aktivnost, $to moZe biti od znacaja za njihov

mehanizam dejstva.
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3.9 Zakljudci

U ovoj doktorskoj disertaciji su prikazani rezultati detaljnog ispitivanja
interakcija izmedu tri terpiridinska kompleksa Ru(ll): mer-[Ru(Cl-tpy)(en)CI]CI (1),
mer-[Ru(ClI-tpy)(dach)CI]CI (2) i mer-[Ru(Cl-tpy)(bipy)CI]CI (3) i transportnih proteina
seruma, humanog serum albumina i transferina. Iz dobijenih rezultata, zakljucuje se

sledece:

» lIspitivani Ru(ll) kompleksi sa bidentatnim helatnim ligandima koji poseduju
sposobnost gradenja jakih vodoni¢nih veza (en i dach) pokazuju znacajno veci
afinitet za vezivanje transportnih proteina seruma od bipy kompleksa koji nema
tu sposobnost. Postoji pozitivna korelacija izmedu ove osobine bidentatnih

.....

bipy kompleksa).

» Sva tri kompleksa pokazuju ve¢i afinitet i stehiometriju vezivanja za albumin, u
poredenju sa transferinom. Kako je albumin najzastupljeniji protein u serumu,
transport i biodistribucija ovih kompleksa bi znacajno zavisila od vezivanja za

ovaj protein. U slu¢aju oba proteina, afinitet vezivanja je takav da je 2>1>> 3.

» Na transferinu postoji pet ostataka histidina za koje se ispitivani Ru(ll)
kompleksi 1 i 2 mogu vezati koordinativno kovalentno, dok je vezivanje
kompleksa 3 zanemarljivo i najverovatnije uklju¢uje nekovalentne interakcije.
Kompleksi 1 i 2 se za protein vezuju specifi¢no, za mesto za vezivanje gvozda, i
nespecifi¢no, za povrsinske ostatke histidina. S obzirom na to da vezivanje
kompleksa ne dovodi do velikin promena u nativnoj strukturi proteina,
pretpostavlja se da bi ovi kompleksi mogli u¢i u kancerske celije aktivnim
transportom posredstvom transferinskog ciklusa.

» Na albuminu postoji pet ostataka histidina i jedan ostatak asparaginske kiseline
za koje se ispitivani Ru(ll) kompleksi 1 i 2 mogu vezati koordinativno
kovalentno. Od toga, tri histidina i asparaginska kiselina mogu biti mete za
vezivanje kompleksa 3. Ovi amino-Kkiselinski ostaci ulaze u sastav pet mesta za
vezivanje kompleksa 1 i 2, i dva mesta za vezivanje kompleksa 3. Pored toga,

kompleksi se za protein mogu vezati i nekovalentnim interakcijama. Odabir
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mesta za vezivanje na proteinu zavisi od toga da li se kompleksi nalaze u hloro,
akva ili hidrokso obliku. Hloro oblici kompleksa se neznatno jace vezuju od
hidrokso oblika, dok je vezivanje akva vrsta najslabije 1 ukljuc¢uje nekovalentne
interakcije sa amino-kiselinskim ostacima na povrSini proteina. Vezivanje
kompleksa gotovo da nema uticaja na nativnu strukturu proteina.

Po prvi put je pokazano da je odredivanje peptidnih sekvencija i ciljnih amino-
kiselina za vezivanje kompleksa metala moguce upotrebom nano-ESI MS u
negativnom jonskom modu. Metoda je komplementarna postoje¢im pristupima i
ima prednosti u odnosu na upotrebu MALDI i ESI MS u pozitivnom jonskom
modu. Konkretno, u negativnom jonskom modu su detektovani jednostruko
naelektrisani joni peptida sa vezanim kompleksima 1, 2 i 3, a da pri tom nije
doslo do fragmentacije helatnih liganada u izvoru masenog spektrometra koja je

karakteristi¢na za MALDI analizu.
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4. Eksperimentalni deo

Spisak korisc¢ene opreme:

Tehnicka i analiticka vaga, Radwag

Centrifuga miniSpin plus, Eppendorf
Inkubator-muckalica, Eppendorf ThermoMixer

Heraeus CO; inkubator za uzgoj kultura celija

Wallac, VICTOR2 1420 Multilabel counter, PerkinElmer

4800 Plus MALDI TOF/TOF maseni spektrometar, AB Sciex
Agilent 1100 HPLC, Agilent
SPECTROFLAME-ICP Model P, Spectro Analytical Instruments

Varian Cary Eclipse spektrofluorimetar, Agilent
J-815 CD Spektropolarimetar, Jasco
Nano-ACQUITY UPLC, Waters

SYNAPT G2-Si maseni spektrometar, Waters
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4.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti Ru(Il) terpiridinskih jedinjenja

Celijske kulture humanog melanoma A375, adenokarcinoma dojke SKBR3 i
cervikalnog kancera HeLa su gajene u RPMI 1640 medijumu, sa 10% fetalnim govedim

serumom i penicilin/streptomicin antibioticima, u vlaznoj atmosferi pri 5% CO; i 37 °C.

Celije su zasejane u mikrotitar plo¢ice sa 96 bunara sa ravnim dnom, i gustinom
od 2 x 10° ¢elija po bunaru. U eksponencijalnoj fazi rasta su izlozene dejstvu razlicitih
koncentracija (10° — 2 x 10” M) 1, 2, 3 i cis Pt. Citotoksi¢nost ispitivanih Ru(Il)
jedinjenja je ispitana sulforodamin B (SRB) esejem, koji se zasniva na odredivanju
¢elijskog sadrzaja proteina. Esej je uraden na osnovu metode Skehan i saradnika [192],
24 h i 48 h nakon tretmana. Celije su fiksirane 10% trihlorsiréetnom kiselinom (1h, 4
°C), nakon ¢ega su plocice isprane vodom i obojene 0,4% SRB u 1% siréetnoj kiselini,
tokom 15 min na sobnoj temperaturi. Visak boje je uklonjen, a ploce su isprane 1%
sircetnom kiselinom i ostavljene da se suSe na vazduhu. Boja koja se vezala za proteine
je rastvorena u 10 mM rastvoru Tris, tokom 5 minuta. Apsorbance su merene na 550 nm

(sa referentnom A na 690 nm) pomocu ¢itac¢a mikrotitarskih plo€ica.

Sva merenja su u toku jednog eksperimenta ponovljena Cetiri puta, dok je svaki
eksperiment ponovljen dva puta. Znacaj razlika izmedu eksperimentalnih grupa je
odreden nezavisnim Studentovim t-testom, sa podeSenim nivoom znacajnosti < 0,05.

Rezultati su prezentovani kao srednja vrednost + standardna devijacija (S.D.).

4.2 Karakterizacija terpiridinskih kompleksa Ru(ll) upotrebom
MALDI MS

e Priprema uzoraka

Za MALDI analizu, ispitivani kompleksi su rastvoreni u dejonizovanoj vodi do
koncentracije od 1 mM. Uzorci su na plo¢icu od nerdajuceg ¢elika naneti tzv. metodom
osusene kapljice. Zapremina od 0,5 pL rastvora svakog od ispitivanin kompleksa je
naneta na zasebne bunare na MALDI plocici. Uzorci su osuseni na vazduhu, a zatim je
jednaka zapremina (0,5 pL) svake od ispitivanih matrica (ditranol, MTPP, DHB,

CHCA), koncentracije 5 mg/mL, naneta preko uzoraka i ostavljena da se susi. Rastvori
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matrica su pripremljeni rastvaranjem odmerenih supstanci u 50% acetonitrilu (CHCA)
ili metanolu (DHB, MTPP, ditranol).

e Uslovi snimanja

Nakon su$enja, uzorci su analizirani na MALDI TOF/TOF uredaju opremljenim
sa Nd:YAG laserom emisije na 355 nm i frekvencije od 200 Hz. Spektri su snimljeni u
pozitivnom reflektornom jonskom modu, uprose¢njavanjem 700 udara lasera pri

razli¢itim relativnim intenzitetima (50-90%). Opseg snimanja je bio od 100 do 800 m/z.

4.3 Ispitivanje vezivanja terpiridinkih kompleksa Ru(ll) za HSA i Tf
upotrebom MALDI MS

Uzorci adukata izmedu 1, 2 i 3 sa HSA i Tf su pripremljeni na nacin opisan u
Poglavlju 4.4. Rastvori nativnih proteina koji su pripremljeni na isti na¢in kao i adukti
(samo bez dodatka kompleksa) su koris¢eni kao kontrole. Zapremina od 0,5 pL svakog
uzorka je pomeSana sa 0,5 pL rastvora sinapinske Kkiseline (10 mg/mL u 50%
acetonitrilu), naneta na MALDI plocicu i ostavljena da se suSi. Spektri su snimljeni u
pozitivnom linearnom jonskom modu sa 800 udara lasera, u opsegu od 20000 do

150000 Da. Vreme ekstrakcije (engl. extraction delay time) je podeseno na 500 ns.

4.4 Odredivanje stehiometrije vezivanja terpiridinskih kompleksa
Ru(ll) za HSA i Tf

e Priprema uzoraka

Ispitivani proteini, HSA (2,0 mg) i Tf (1,66 mg), su zasebno inkubirani sa
desetostrukim molarnim viskom jedinjenja 1, 2, 3 i cisPt u 0,5 mL 20 mM fosfatnog
pufera pH 7,4. Nakon 3h (HSA) i 24 h (HSA i Tf) inkubacije uz mesanje na 37 °C,
kompleksi koji se nisu vezali za proteine su od vezanih odvojeni ultrafiltracijom
pomocu centrifugalnih filter jedinica (<10 000 Da) sa membranom za koncentrovanje
(Microcon, Millipore Inc.). Uzorci su centrifugirani na 7000 g pri temperaturi od 10 °C,
nakon ¢ega su nekoliko puta isprani fosfatnim puferom. Dobijeni retentati proteinskih
adukata sa ispitivanim kompleksima metala su digestovani preko no¢i u koncentrovanoj
azotnoj kiselini. Finalna zapremina svakog uzorka je podesena na 2,2 mL KoriS¢enjem

2% azotne kiseline. Uzorci su potom analizirani na sadrzaj metala. Uzorci HSA 1 Tf
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kojima nisu dodavani kompleksi, a koji su tretirani na opisan nacin su sluzili kao slepe
probe. Standardi Ru i Pt (NCS Analytica Instruments, 1000 pg/mL) su razblazeni
dejonizovanom vodom do koncentracije od 100 pg/mL. Od ovog $tok rastvora su dalje,

razblazivanjem uz pomo¢ 2% azotne kiseline, napravljeni rastvori za kalibraciju

koncentracija 1, 2, 51 10 pg/mL (Slika 45).
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Slika 45. Kalibraciona prava za odredivanje sadrZaja Ru u uzorcima rutenovanih HSA i Tf.

e Uslovi merenja

Za odredivanje sadrzaja metala u ispitivanim uzorcima je koris¢en ICP OES
spektrometar frekvencije generatora 27,12 MHz i izlazne snage 2,5 kW. Detektovane su
tri spektralne liniije rutenijuma (Slika 46). Najintenzivnija spektralna linija na 372,803

nm je kori$¢ena i za kalibraciju 1 za merenja.

94



*372.803 nm

2800 ﬂ
2600 |
2400 372.703 nm
2200 -
2000 -] 373.035 nm
1800
1600
1400
1200
1000
800

600
400
200
0 7 T

v T T 1
0 50 100 150 200

Slika 46. Tri spektralne linije Ru detektovane ICP OES spektrometrom. Najintenzivnija linija na 372,803

nm je oznacena zvezdicom. Inset pokazuje fotografiju CCD kamere.

4.5 Odredivanje afiniteta vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) za
HSA i Tf

Afiniteti vezivanja ispitivanih kompleksa Ru(ll) za odabrane proteine su

odredeni uz pomo¢ fluorescentne spektrospkopije.

e Priprema uzoraka

Adukti HSA ili Tf i ispitivanih Ru(ll) jedinjenja su pripremljeni nakon
inkubacije (uz konstantno mesanje) fiksne koli¢ine proteina sa rastu¢im koli¢inama 1, 2
I 3 u fiksnoj zapremini (2,0 mL) 20 mM PBS-a pH 7,4, tokom 24 h na 37 °C. Finalni
molarni odnosi proteina prema rutenijumu su u inkubacionim smeSama iznosili: 1:0
(kontrola), 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:10, 1:12.5, 1:15 i 1:20. Koncentracija HSA
je iznosila 2,5 uM, a koncentracija Tf 2,6 M.

e Uslovi merenja

Spektrofluorimetar je skupljao podatke na svakih 1 nm pri brzini skeniranja od
120 nm/min i vremenom usrednjavanja od 0,5 s. Sirine otvora za ekscitacione i

emisione snopove su podesene na 5 1 10 nm. Intenzitet fluorescencije je pra¢en na 25 °C
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u opsegu talasnih duzina od 310-450 nm, nakon ekscitacije na 295 nm (ekscitaciona
talasna duzina Aeyc). KoriSéena je kvarcna kiveta (Hellma Analytics) duzine svetlosnog
puta od 1 cm. Emisioni spektri rastvora koji sadrze samo Ru(Il) jedinjenja u puferu su
takode snimljeni pod identi¢nim uslovima. Odgovarajuc¢e slepe probe su koriS¢ene za
korekciju pozadinske fluorescencije. Korekcija zbog efekta razlblazenja nije bila
neophodna jer su veoma male zapremine (<10 pL) koncentrovanih rastvora kompleksa
dodavane u rastvore proteina. Apsorbancija svih uzoraka je izmerena u opsegu od 250

do 450 nm, a dobijene vrednosti su iskoriS¢ene za korekciju unutrasnjeg filter efekta.

4.6 Ispitivanje uticaja vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) na
konformacione promene HSA i Tf

Ispitivanje konformacionih promena HSA i Tf po vezivanju ispitivanih

kompleksa je praceno CD spektroskopijom u bliskoj i dalekoj UV oblasti.

e Priprema uzoraka

Jednake koli¢ine (2,5 mg) HSA 1 Tf su inkubirane sa rastu¢im koncentracijama
jedinjenja 1, 2 i 3 u 0,5 mL 20 mM fosfatnog pufera pH 7,4. Koli¢ine proteina su
odrZavane konstantnim, dok je molarni odnos proteina prema svakom pojedinacnom
kompleksu u uzorcima iznosio: 1:1, 1:2 1 1:5. Nakon 24 h inkubacije uz mesanje na 37
°C, kompleksi koji se nisu vezali za proteine su od vezanih odvojeni ultrafiltracijom
pomocu centrifugalnih filter jedinica (<10 000 Da) sa membranom za koncentrovanje
(Microcon, Millipore Inc.). Uzorci su centrifugirani na 7000 g, pri temperaturi od 10 °C.
Dobijeni retentati (oko 0,1 mL) su nekoliko puta isprani fosfatnim puferom koji je
prethodno degasiran i profiltriran kroz 0,45 um filtere (Sartorius). Nakon ispiranja,
uzorci su istim puferom razblazeni do zapremine od 2 mL, tako da je finalna
koncentracija HSA iznosila 18 puM, a koncentracija Tf 15 pM. Uzorci proteina kojima

nisu dodavani kompleksi, a koji su tretirani na isti nacin, su kori$¢eni kao kontrole.

e Uslovi merenja

Spektri rutenovanih HSA i Tf, kao i kontrola, su snimljeni u dalekoj (190-260
nm) i bliskoj (260-320 nm) UV oblasti. Koris¢ena su dva tipa kvarcnih kiveta (Hellma):

rasklopiva Kiveta sa optickom duzinom puta od 0,01 cm, za daleku oblast, i Kiveta sa
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optickom duZzinom puta od 1 cm za blisku UV oblast. Parametri snimanja su bili slede¢i:
rezolucija, 0,1 nm; brzina skeniranja, 50 nm/min; $irina trake, 1 nm; odgovor, 1.
Spektri su snimljeni u triplikatu pri konstantnoj temperaturi od 25 °C i protoku azota od
5 L/min, tako da je svaki spektar bio produkt akumulacije cetiri skeniranja instrumenta.
Spektar radnog pufera je oduzet od svakog snimljenog uzorka. Napon na detektoru nije
prelazio 0,6 kV. Instrument je kalibrisan (+)-10-kamforsulfonskom kiselinom na 290,5

nm.

4.7 Strukturna karakterizacija proizvoda interakcije kompleksa R(I1)
sa HSA i Tf metodama tecne hromatografije i masene spektrometrije

Sa svrom identifikacije vezivnih mesta ispitivanih kompleksa na Tf i BSA,
koris¢ene su metode HPLC i MALDI MS, dok je odredivanje vezivnih mesta na HSA
uradeno uz pomo¢ nano-UPLC/nano-ESI MS.

4.7.1 HPLC/MALDI MS

Detekcija vezivanja ispitivanin kompleksa za BSA i Tf, kao i razdvajanje
rutenovanih vrsta je uradeno uz pomo¢ HPLC uredaja sa UV/VIS detekcijom.
Identifikacija ciljnih sekvencija i amino-kiselina za vezivanje kompleksa je uradena uz
pomo¢ MALDI MS i MS/MS analize.

4.7.1.1 Hromatografsko razdvajanje rutenovanih vrsta

e Priprema uzoraka

Stok rastvor BSA/Tf je pripremljen rastvaranjem proteina u amonijum
bikarbonatnom puferu pH 7,2 do 37,5 uM koncentracije. Alikvot Stok rastvora je
pomesan sa vodenim rastvorom svakog kompleksa zasebno, tako da je molarni odnos
proteina prema kompleksu iznosio 1:20 za BSA, odnosno 1:10 za Tf. Rastvori su
razblaZeni radnim puferom do koncentracije proteina od 15 uM i inkubirani 24 h na 37
°C. Nakon inkubacije, alikvoti su iz svakog uzorka uzeti za SEC analizu (engl. size
exclusion chromatography, SEC). Ostatak (po 0,5 mL) svake inkubacione smese je

nekoliko puta ispran puferom koris¢enjem Centrikon ultrafiltracionih jedinica (<10
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kDa; Milipore Co.), kako bi se uklonili nevezani kompleksi. Retentati su razblazeni do
pocetne zapremine radnim puferom. Nakon dodatka tripsina (5 pL, 1 mg/mL), digestija
proteina se odvijala na 37 °C tokom 18 h. Dobijeni peptidi su razdvojeni na C4 RP LC
koloni.

e Uslovi HPLC razdvajanja

Eksperimenti su uradeni na HPLC uredaju sa gradijentnom pumpom, auto-
uzorkiva¢em, sistemom za termostatiranje kolone i DAD (engl. diode array detector,
DAD) detekcijom.

Proteini su od nevezanih kompleksa razdvojeni na Bio-Sil SEC 250 (300 x 7,8
mm, veli¢ina Cestica 5 um) koloni (BioRad, Hercules, CA, USA). Na kolonu je
injektovano 20 pL svakog uzorka, a uzorci su sa kolone izokratski eluirani 0,1 M
amonijum bikarbonatnim puferom pH 7,0 pri protoku od 1 mL/min.

Dobijenih triptic¢ki peptidi su razdvojeni na Xbridge BEH300 C4 RP-HPLC (150
x 4,6 mm, veli¢ina Cestica 3,5 um) koloni (Waters, MA, USA), pod slede¢im elucionim
uslovima: izokratska dostava 5% acetonitrila u 0,1% vodenom rastvoru TFA (mobilna
faza A) tokom 5 min, pracena linearnim gradijentom od 5% do 82% acetonitrila u 0,1%
TFA (mobilna faza B) tokom 50 min pri brzini protoka od 1 mL/min. Frakcije peptida
koje su na sebi imale vezane Ru(Il) komplekse su ru¢no sakupljene 1 koriS¢ene za

analizu na MALDI TOF/TOF instrumentu.

4.7.1.2 Detekcija i identifikacija rutenovanih vrsta upotrebom MALDI
MS
e Priprema uzoraka

Sakupljene frakcije posle RP HPLC separacije koje su sadrzale rutenovane
peptide su osusene u vakuum koncentratoru i resuspendovane u 3,5 pL CHCA matrice
(5 mg/mL u 50% acetonitrilu). Zapremina od 0,5 pL svakog uzorka je naneta na
MALDI plocicu i ostavljena da se susi na vazduhu.

e Uslovi snimanja

Maseni spektri su snimljeni u pozitivnom reflektornom modu, uprose¢njavanjem
1000 udara lasera, u opsegu od 800 do 4500 m/z. Interna kalibracija je uradena pomocéu

fragmenata dobijenih autolizom tripsina. Za odredivanje ciljnih amino-kiselina MS/MS
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analizom, koliziona energija je podeSena na 1 keV, a spektri su snimljeni u pozitivnom
jonskom modu uprosecnjavanjem 2000 udara lasera. Kao kolizioni gas je koris¢en azot.

e Obrada podataka

Snimljeni maseni spektri su analizirani u Data Explorer softveru verzije 2.2
(Applied Biosystems, USA). Detektovani peptidi su identifikovani na osnovu rezultata
dobijenih in sillico digestijom proteinskih sekvencija preuzetih sa UniProt baze (ID
P02768 za HSA i P02787 za Tf).

In sillico digestija je uradena uz pomo¢ opcije MS digest Protein Prospector
softvera v 5.19 1 (http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm), sa tripsinom kao

reagensom za digestiju i dve potencijalne greske. Oksidacija M i dehidracija S/T su
dozvoljene kao varijabilne modifikacije bo¢nih amino-kiselinskih lanaca.

Nakon snimanja MS/MS spektara ciljnih sekvencija, fragmentni joni su
identifikovani na osnovu in sillico predvidenih masa izracunatih pomocu engl. “lon
Fragmentation Calculator” opcije u Data Explorer softveru. Tip fragmentnih jona koji
moze nastati u MS/MS analizi zavisi od primarne sekvencije, koli¢ine interne energije,
na¢ina na koji je energija uvedena, naelektrisanja itd. Prihva¢ena nomenklatura
fragmentnih jona je prvi put predlozena od strane Roepstorff i Fohlman [193], a kasnije
modifikovana od strane Johnson i saradnika [194]. Osnovna shema fragmentacije
peptida je prikazana na Slici 47.
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Slika 47. Shema fragmentacije peptida prema Roepstorff i Fohlman.
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Fragmenti ¢e biti detektovani ukoliko nose barem jedno naelektrisanje. Ukoliko
se naelektrisanje zadrzi na N-terminalnom fragmentu, joni su oznaceni kao a, b ili c.
Ukoliko se zadrzi na C-terminalnom fragmentu, nastaju x, y ili z joni. Subsktipti na
Slici 47 oznacavaju broj amino kiselinskih ostataka na fragmentu. Interni fragmenti sa
jednim ostatkom koji nastaju kombinacijom a i y tipa cepanja se nazivaju imonijum joni
1 oznacavaju se jednim slovom koje odgovara datoj amino kiselini. Pored prikazanih,

tokom fragmentacije mogu nastati i tzv. satelitni joni [195].

4.7.2 nano-UPLC/nano-ESI MS

4.7.2.1 Ispitivanje efikasnosti formaldehida kao modifikatora
negativne jonizacije peptida

e Priprema uzorka

Protein BSA je rastvoren u 0,5 mL 25 mM amonijum bikarbonatnog pufera pH
7,8 do koncentracije od 1 mg/mL. Rastvor proteina je, nakon dodatka 5 pL tripsina (1
mg/mL), inkubiran 18h na 37°C uz mesanje. Alikvot (10 pug) dobijenih BSA peptida je
uparen do suva u centrifugalnom vakuum koncentratoru i resuspendovan u 0,1%

mravljoj kiselini, do koncentracije od 0,1 mg/mL.

Rastvor formaldehida (FA) koncentracije 20 mM je pripremljen rastvaranjem
30,9 pL 36% FA u 20 mL izopropanola (IPA), a od njega su razblaZzenjem napravljeni
10 mM i 5 mM rastvori.

e Uslovi merenja

Dobijeni BSA peptidi su razdvojeni na nanoACQUITY UPLC sistemu,
opremljenim nanoACQUITY UPLC 2G-V/M Symmetry Cyg trap kolonom (100A, Sum,
180 um x 20 mm) i ACQUITY UPLC BEH130 C;g analitic(kom kolonom (130 A 17
pm, 100 pum x 100 mm). Kao mobilna faza A je koris¢ena 0,1% mravlja kiselina, a
mobilna faza B 0,1% mravlja kiselina u 95% acetonitrilu. Zapremina injektovanog
uzorka je iznosila 4 pL, a temperatura kolone 40 °C. lIzokratsko dopremanje mobilne
faze A do trap kolone vrseno je pri protoku od 15 pL/min, tokom 2 minuta. Peptidi su sa
analiti¢ke kolone eluirani pri brzini protoka od 1 pL/min pomo¢u gradijenta: 1%-60% B
(0-20 min), 60%-99% B (20-22 min), 99%-1% B (22-24 min), 1% B (24-30 min). Za
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internu kalibraciju je kori$¢en rastvor leucin enkefalina (1 ng/uL u 50:50 IPA/0,1%
mravlja kiselina) koji je u izvor masenog spektrometra uvoden na svaki minut, kako bi
se obezbedila visoka ta¢nost mase. Rastvori FA u IPA su u izvor masenog spektra
uvodeni pri protoku od 0,4 puL/min, iz A kanala uredaja koji je preko “T” konektora
povezan sa MS izvorom na nacin koji omogucava mesanje modifikatora sa mobilnom

fazom.

Maseni spektri su snimljeni u negativnom rezolucija modu, pri voltazama
kapilare i konusa od 3,5 kV i 40 V, respektivno. Temperatura izvora je iznosila 80 °C, a
pritisak gasa 1 bar. Spektri su snimljeni u opsegu od 500-4000 Da. Sva merenja su

uradena u triplikatu.

4.7.2.2 Ispitivanje vezivanja kompleksa Ru(ll) za angiotenzin Il

e Priprema uzoraka

Angiotenzin Il je rastvoren u 25 mM amonijum bikarbonatnom puferu pH 7,8 do
koncentracije od 1 mg/mL. Rastvoru peptida je dodat petomolarni visak svakog od
ispitivanih Ru(ll) jedinjenja. Nakon toga, svaki rastvor je razblazen do koncentracije od
0,1 mg/mL peptida i ostavljen da se inkubira 3 h na 37° C. Po zavrSenoj inkubaciji,
rutenovani peptidi su koncentrovani i precis¢eni na Cis ZipTip kolonama od 100 pL.

Protokol za koris¢enje ZipTip kolona ukljucuje sledece korake:

1. Ekvilibraciju kolone: 3 x 80% acetonitril u 0,1% trifluorsiréetnoj kiselini
(TFA), 3 x 50% acetonitril u 0,1% TFA i 3 x 0,1% TFA

2. NanoSenje uzorka: 10 x pipetiranje zapremine digesta (gore-dole) koja
odgovara zapremini kolone (100 pL)

3. lIspiranje: 5x 0,1% TFA

4. Eluiranje: 80% acetonitril u 0,1% TFA (10 x gore-dole)

Nakon eluiranja sa ZipTip kolone, adukti angiotenzina sa kompleksima su
upareni do suva u vakuum koncentratoru i resuspendovani u 0,1% mravljoj kiselini do

koncentracije od 0,1 mg/mL.
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e Uslovi merenja

Uslovi merenja su isti kao i za negativ (Poglavlje 4.7.2), s tim S§to su spektri

snimljeni i u pozitivnom i u negativnom rezolucija modu.

4.7.2.3 Ispitivanje vezivanja kompleksa Ru(ll) za HSA

e Priprema uzoraka

Humani serum albumin je rastvoren u amonijum bikarbonatnom puferu pH 7,8
do koncentracije od 1 mg/mL. Rastvor HSA je zasebno pomesan sa vodenim rastvorima
1, 2 i 3 u 1:10 molarnom odnosu proteina prema kompleksu, i razblazen do
koncentracije od 0,1 mg/mL. Nakon inkubacije u trajanju od 24 hna 37° C, nevezani
kompleksi su iz svake inkubacione smeSe uklonjeni ultrafiltracijom koriS¢enjem
Centricon ultrafiltracionih jedinica (<10 kDa). Preostali HSA-Ru adukti su razblaZzeni
do pocetne koncentracije proteina i stavljeni na tripsinsku digestiju (5 pL 1 mg/mL
tripsina) na 37° C, tokom 18 h. Dobijeni tripticki digest HSA je potom uparen do suva
uz pomo¢ centrifugalnog vakuum uparivaca i razblazen 0,1% mravljom kiselinom do

koncentracije od 0,1 mg/mL.

e Uslovi merenja

Uslovi hromatografskog razdvajanja i ve¢ina MS parametara su identi¢ni kao §to
je opisano u Poglavlju 4.7.2, za razdvajanje BSA peptida u negativu. Spektri su
snimljeni u pozitivnom i negativnom rezolucija MS® modu, u opsegu od 50-4000 Da.
Koliziona energija je naizmeni¢no varirala izmedu niske (4 eV) pri kojoj se prikupljaju
peptidni prekursori (MS), 1 visoke energije (linearno povecanje od 20 do 40 eV) kako bi
se indukovala peptidna fragmentacija (MSF). Zaseban MS/MS spektar DAHK
sekvencije je snimljen u negativnom jonskom modu, fragmentacijom odabranog

prekursora pri kolizionoj energiji od 35 eV.

e Obrada podataka

Podaci dobijeni u pozitivnom MSF modu su obradeni pomoéu PLGS
(ProteinLynx Global Server) softvera (v 3.0.1, Waters, USA). Kreirana je baza podataka
sa HSA sekvencom, a za pretragu podataka je koriS¢en tripsin kao reagens za digestiju,

uz dozvoljena dva potencijalna pogresna mesta za hidrolizu. Prihva¢ena su automatska
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podesavanja za toleranciju mase peptida i fragmenata. Pored oksidacije M i dehidracije
S/T, monoizotopske mase svakog od ispitivanih Ru(Il) jedinjenja su podesene kao
varijabilne modifikacije bo¢nog lanca za svaki odgovarajuci set podataka. Dve masene
jedinice su oduzete od mase svakog kompleksa, kako bi se kompenzovalo njihovo

dvostruko naelektrisanje.

4.8 Doking studija vezivanja terpiridinskih kompleksa Ru(ll) za HSA

Optimizacija geometrije svih rutenijumovih kompleksa je uradena uz pomo¢
B3LYP metoda, uz 6-31g** basis set za sve ne-metalne atome i standardni lanl2dz basis
set za rutenijumov atom (sa efektivnim potencijalom jezgra za unutrasnje elektrone).
Vibracione frekvencije su izraCunate na istom nivou teorije za sve optimizovane
strukture, kako bi se potvrdila priroda odredenih minimuma. Imaginarne frekvencije
nisu nadene. Ilustrativni prikaz optimizovanih struktura je prikazan na Slici 51. Svi
kvantno-hemijski proracuni, potrebni za odredivanje konstanti ravnoteze, su uradeni uz

pomo¢ GAUSSIANO9 programskog paketa [196].
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-Cl -OH -Hz20

Slika 48. Optimizovane strukture ispitivanih Ru(I1) kompleksa: [RuCl/OH/H,O(en)(Cl-terpy)]” (1),
[RUCI/OH/H,0(dach)(Cl-terpy)]” (2), [RuCI/OH/H,O(bipy)(Cl-terpy)]” (3).

Za potrebe doking studije, kristalna struktura HSA (PBD kod 1BMO [197]) je
preuzeta iz proteinske baze podataka (engl. Protein Data Bank, PBD [198]). Molekuli
vode, zajedno sa svim drugim ligandima, su uklonjeni iz strukture. Optimizovane
strukture metalnih kompleksa i1 struktura HSA su koriS¢ene za pripremu dokinga u
AutoDockTool programu, dok je sama doking studija radena koris¢enjem AutoDock
programa [199]. Svi amino-kiselinski ostaci na proteinu su definisani kao rigidni, dok
su pojedinacne veze liganada definisane kao rotacione. Gird doking, sa mrezom tacaka
koje obuhvataju ceo protein, je koriS€en sa ciljem omogucavanja slobodnog kretanja

liganda tokom trajanja dokinga.
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Prilog 1

Tabela 1. Vrednosti CD minimuma u dalekoj UV oblasti za HSA i njegove adukte sa 1, 2 i 3 pri

razli¢itim molarnim odnosima proteina prema kompleksu.

221,6 nm 208,8 nm
HSA alone -17,3428 -18,2447

HSA/1 1:1 -18,9512 -20,2948
HSA/1 1:2 -20,009* -21,3378*
HSA/1 1:5 -15,6569 -17,1168
HSA/2 1:1 -16,1224 -17,0396
HSA/2 1:2 -14,9821 -15,806
HSA/2 1:5 -17,7998 -18,9731
HSA/3 1:1 -16,8454 -17,8697
HSA/3 1:2 -15,0913 -15,8824
HSA/3 1:5 -13,1396*  -13,5618*

*van opsega -19,9428 do -14,7428 na 221,6 nm

*van opsega -20,8447 do -15,7428 na 208,8 nm

Tabela 2. Vrednosti CD minimuma u dalekoj UV oblasti za Tf i njegove adukte sa 1, 2 i 3 pri razli¢itim

molarnim odnosima proteina prema kompleksu

221.5 nm 208.8 nm
Tf alone -11,1030 -14,0780

Tf/1 1:1 -10,2544 -13,2645
Tf/1 1:2 -7,52521*  -9,96893*
Tf/1 1:5 -9,67111 -12,8063
Tf/2 1:1 -10,1923 -13,1073
Tf/2 1:2 -10,5168 -13,8222
Tf/2 1:5 -9,56893 -12,7831
Tf/3 1:1 -10,4399 -13,3583
TH/3 1:2 -10,6526 -13,1086
T1/3 1:5 -10,6627 -13,6935

*van opsega -13,703 do — 8,503 na 221,5 nm

*van opsega — 16,678 do -11,478 na 208,8 nm
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Slika 2. Nano-UPLC hromatogrami peptida HSA adukta sa 1 dobijeni u pozitivnom LE MSF modu (A) i
u negativnom LE MSF modu (B), nakon post-kolonskog dodatka 5 mM FA rastvorenog u IPA.
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Slika 3. LE MSF spektri [Ru(Cl-tpy)(dach)]-vezanih HSA sekvencija: DAHK (A), SEVAHR (B),
SLHTLFGDK (C), HPDYSVVLLLR (D), DVFLGMFLYEYAR (E) i HPYFYAPELLFFAK (F), u

pozitivnom jonskom modu. Ciljne sekvencije su oznacene zvezdicom u svakom spektru
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Slika 4. . LE MSF spektri [Ru(Cl-tpy)(bipy)]-vezanih HSA sekvencija: DAHK (A), SEVAHR (B),

SLHTLFGDK (C) i DVFLGMFLYEYAR (D) u pozitivhom jonskom modu. Ciljne sekvencije su
oznac¢ene zvezdicom u svakom spektru.
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Slika 5. LE MSF spektri [Ru(Cl-tpy)(dach)]-vezanih HSA sekvencija DAHK (A), SEVAHR (B),
SLHTLFGDK (C), HPDYSVVLLLR (D), DVFLGMFLYEYAR (E) i HPYFYAPELLFFAK (F) u

negativnom jonskom modu. Ciljne sekvencije su oznacene zvezdicom u svakom spektru.
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Slika 6. LE MSF spektri [Ru(Cl-tpy)(bipy)]-vezanih HSA sekvencija: DAHK (A), SEVAHR (B),
SLHTLFGDK (C) i DVFLGMFLYEYAR (D) u negativnom jonskom modu. Ciljne sekvencije su

oznacene zvezdicom u svakom spektru.
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N3jaBa o0 ayTopcTBY

Nwme u mpe3ume aytopa Mapuja HumaBuh

Bbpoj nnnekca J1531/2011

HN3jaBipyjem
Jla je TOKTOpCKa JIucepTalja o1 HacJIoOBOM

HcnuruBame UHTEPAKLIM]a TEPIUPUANHCKUX KoMIuiekca pyrerujyma(Il) ca

TPaHCIIOPTHHUM IIPOTECHMHHMA CEPpyMa

®  pe3yaTaTr CONCTBEHOT HCTPAKUBAYKOI Paja;

e J1a IucepTanyja y LUEJIWHA HU y JITIOBUMAa HHUje OWiia MpeliokKeHa 3a CTHIAlke IpyTe
JIUIUIOME TIPpeMa CTY/IUjCKUM MPOrpaMuMa APYTruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yJITaTh KOPCKTHO HABCJACHU U

e Jla HMCaM KpILUKO/Ja ayTOpCKa MpaBa W KOPUCTHO/JIa MHTEJIEKTYaJIHy CBOjUHY APYTHX
JMLA.

Hornuc ayropa

VY Beorpany, 14.08.2017.




N3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje
AOKTOPCKOT pajaa

Nme u npe3ume aytopa _Mapwuja Hutrapuh

Bbpoj nnnekca J1531/2011

Crynujcku mporpam JIIOKTOp OMOXEMH]CKUX HayKa

HacnoB pana UcniutruBame HHTEPAKIINja TEPIUPUINHCKHX KoMIutekca pyreHujyma(ll) ca

TPaHCIIOPTHHUM IIPOTECHMHHUMA CEpyMa

MenTopu p.mpod.ap 3opan Byjunh u Bummm 3HaHCTBEHU cypaaHuk Ap Mapuo [uaapuh

UzjaBipyjeM aa je mTamiaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEp3UjU
KOjy caMm Mpeaao/lia pagd HoxpameHa y JMruTajiHoM pemo3uTopujymMy YHHBeEpP3HTETa Y
Beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jla ce o0jaBe MOjM JIMYHU IOJAIM BE3aHU 3a JOOHjarbe aKaJeMCKOI Ha3MBa
JIOKTOpa HayKa, Kao [ITO Cy UME U MPe3uMe, TOJIMHA U MECTO polerba U JaTyM oa0paHe paja.

OBM JIWYHM TIOJAId MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHHM CTpaHWIaMa AWTHTaIHE OUOIHOTEKe, Y
€JIGKTPOHCKOM KaTajory 1y myonukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

IMoTrnuc ayropa

VY Beorpany, 14.08.2017.




N3jaBa o0 kopumhemwy

Osnamhyjem VYHHUBep3uteTrcky Ounbmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh™ nma y [dururamau
peno3utopujym YHuBep3uTera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALH]jy 110 HACIOBOM:

HcnutuBame I/IHTeDaKIII/Iia TCPOUPUINHCKHX KOMIIJICKCA DVTGHPIiVMa(H) ca

TPAaHCIIOPTHHUM IIPOTECHMHHMA CEpyMa

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIIO.

Huceprammjy ca CBUM MPHIIO3WMa TPENao/Na caMm y eIeKTPOHCKOM ¢opMaTy MOTOAHOM 3a
TPajHO apXUBHpPAE.

Mojy AOKTOPCKY AMCEpTalnjy MOXpameHy y JMruTalHOM peno3uTopHjyMy YHHUBEp3UTETa Y
Beorpagy u nocTynHy y OTBOPEHOM NPHUCTYIy MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU TOIITYjy onpende
caap:kaHe y omabpanom tumry nuneHne Kpearusue 3ajeqauie (Creative Commons) 3a K0jy caM
ce OJUTy4Ho/Ja.

1. Ayropctso (CC BY)
2. Ayropcto — Hekomepuujaaao (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekoMmeprmjarHo — 0e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AytopcTBO — HEKOMepIHjalTHO — aenuT o uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropetBo — 6e3 mpepaaa (CC BY-ND)
6. AyropcTBo — nenutH moj uctum yciosuma (CC BY-SA)

(MorMO /1a 3a0KPYKHTE CaMo jeIHY OJ1 LIECT MOHYl)eHUX JIMIICHIIH.
Kparak omnuc JIHIICHI je CAaCTaBHH JIe0 OBE H3jaBe).

Iotnuc ayropa

VY Beorpany,  14.08.2017.




1. AyrtopcrBo. Jlo3BOJbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYIU]y W jaBHO CaoNINTaBamke Jeia, U
npepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HayWH ojjpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIMIICHIIC, YaK U y KoMepurjanHe cBpxe. OBO je Hajca000/{HU]a O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKkoMepuUMjauHo. J[03BoJbaBaTe YMHOXaBambe, TUCTPHOYIH]Y W jaBHO
caoMIITaBame Jiela, ¥ pepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o cTpaHe ayTopa
WM naBaona JmieHIe. OBa JIMIieHIa He J03B0JhaBa KOMEPIHjallHy yIoTpely aena.

3. AyTOpPCTBO — HeKOMepUHjajaHo — 0e3 mpepana. /[03BosbaBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y
Y jaBHO CaolIITaBamke Jiena, 6e3 MpoMeHa, MpeoOINKOBamkha WIH YIIOTpeOe Ieia y CBOM JAely,
aKo ce HaBeJle MME ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpane ayropa wiaM JaBaoua juneHne. OBa
JMIEHIA HEe J03B0JbaBa KOMEPLHjaIHy yroTpeOy aena. Y oJHOCY Ha CBE OCTalle JIMIECHIIE, OBOM
JUIICHIIOM ce OrpaHn4aBa Hajsehu oOmM mpaBa Kopumhema aena.

4. AyTOpcTBO — HEKOMEPUHjaTHO — JeJIUTH MO HCTHM YyciaoBuma. Jlo3BospaBate
YMHOXKaBame, AUCTPUOYIHjy W jaBHO CAONIITaBame JeNla, W Tpepaje, ako ce HaBele HMMe
ayTopa Ha HayMH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMICHIE W aKko ce Tpepajaa
JUCTpUOYyHpa MOA UCTOM HIIM CIMYHOM JIMIeHIoM. OBa JIMIIEHIIa He J103B0JhaBa KOMEPIHjaIHy
yrnoTtpeOy Jeia u npepaja.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepana. Jlo3BojkaBaTe YMHOXKaBame, TUCTPUOYIIM]Y H jaBHO
CaoIITaBame Jieia, 0e3 MPOMEHa, MPeodIMKOBamba WK ynoTpede Jieyia y CBOM ey, ako ce
HaBeJIe UME ayTopa Ha HauWH ojipeljeH o] CTpaHe ayTopa WiM JaBaola juieHie. OBa JHIeHa
JI03BOJbaBa KOMEpIHjaIHy yIoTpeOy aena.

6. AyTOpcTBO — JIeJUTH 0]l UCTUM YycjIoBHMA. [[03BoJbaBaTe yMHOXKaBawbe, JUCTPUOYLH]Y U
jaBHO caolIITaBame JieNa, ¥ Ipepaje, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH ojpehen oz crpane
ayTopa WIM JaBaolla JIMLEHIIE M aKo ce Mpepaja TUCTPUOyupa IMOJ HMCTOM MM CIUYHOM
muueHnoM. OBa JUIEHIA /103BOJbAaBA KOMEPLMjalIHy yHoTpeOy aena u mpepazna. Ciauyna je
co(TBepCcKUM JTUIICHIIAaMA, OJJHOCHO JIUIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJIa.



