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SINTEZA | KARAKTERIZACIJA KOMPLEKSA BAKRA(II) SA
4-(DIETILAMINO)SALICILALDEHIDOM I DIIMINSKIM LIGANDIMA

SAZETAK

Primena metala u medicini ne predstavlja tekovinu moderne civilizacije jer je milenijumima
unazad ve¢ poznato koriS¢enje metala u leCenju razli¢itih bolesti. Ipak, savremena medicina
omogucila je specifi¢niju i svrsishodniju primenu lekova na bazi metala koji su pokazali odlican
potencijal u leGenju kancera, artritisa, kao i bolesti uzrokovanih bakterijskim i gljivi¢nim infekcijama
i razli¢itim inflamatornim procesima. Samim tim, kKoordinaciona jedinjenja metala predstavljaju
posebnu sferu interesovanja u neorganskoj i bioneorganskoj hemiji.

Cilj ovog rada bila je sinteza i potpuna strukturna karakterizacija kompleksnih jedinjenja
bakra(ll) sa 4-(dietilamino)salicilaldehidom i diiminskim ligandima, odredivanje njihove kristalne
strukture, kao i ispitivanje bioloske aktivnosti novonastalih kompleksa. Sintetisana su tri kompleksa
Cu(ll): kompleks 1 koji kao ligande sadrzi 4-(dietilamino)salicilaldehid (HL') i 2,2 -bipiridin,
kompleks 2 koji sadrzi 4-(dietilamino)salicilaldehid (HL?') i 1,10-fenantrolin, i kompleks 3 koji je
nastao u sintezi soli Cu(ll) sa (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-
trimetil-2-oksoetan-1-aminijum-hloridom (HL2CI) i natrijum-azidom. Svi kompleksi okarakterisani
su rendgenskom strukturnom analizom, 1C spektroskopijom i elementalnom analizom.

Kompleks 1 predstavlja mononuklearni kompleks bakra(ll) sa centralnim jonom metala u
iskrivljenoj kvadratno-planarnoj geometriji koju ¢ine dva donorska atoma azota 2,2’-bipiridina, kao
i fenolatni i karbonilni atomi kiseonika liganda HL! koji je koordinovan u svom deprotonovanom,
negativno naelektrisanom obliku, L. Kompleks 2 sastoji se iz centrosimetri¢nog dimernog katjona
sa geometrijom izduzene kvadratne piramide oko svakog Cu(ll) jona u kojoj bazalnu ravan ¢ine
fenolatni i karbonilni atomi kiseonika deprotonovanog oblika liganda L* i dva donorska atoma azota
1,10-fenantrolina, dok apikalni polozaj zauzima fenolatni kiseonikov atom koji pripada
koordinacionoj sferi Cu(Il) jona naspramne asimetri¢ne jedinice. Ligand HL2CI koordinovan je za
Cu(Il) u kompleksu 3 u svom deprotonovanom, formalno neutralnom, cviterjonskom obliku, L2
Kompleks 3 sadrzi centrosimetri¢ni dimerni katjon, u kome jedna asimetri¢na jedinica oko centralnog
jona Cu(ll) ima geometriju aksijalno izduzene kvadratne piramide koju ¢ine tri donorska NNO- atoma
liganda L? i dva azotova atoma iz dva azidna mostna liganda, koji povezuju dva Cu(ll) centra na
dvostruki ,,end-to-end* (di-p-1,3-N3) koordinacioni naéin.

Za sva tri sintetisana kompleksa ispitana je antimikrobna aktivnost na cetiri soja Gram-
pozitivnih, Cetiri soja Gram-negativnih bakterija i tri soja gljivica, a uradeni su i test za procenu
toksicnosti na rac¢i¢ima Artemia salina i DPPH test. Za komplekse 1 i 2 odredena je citotoksi¢na
aktivnost prema pet malignih Celijskih linija (HeLa, A375, MCF-7, A549 i PC-3) i jednoj normalnoj
¢elijskoj liniji (HaCaT).

Ispitivani kompleksi bakra(ll) ispoljili su znaajnu antimikrobnu aktivnost, u nekim
slu¢ajevima uporedivu sa standardnim lekovima koris¢enim u eksperimentima, ali se dinuklearni
kompleks 2 posebno istakao tokom bioloskih ispitivanja. Ovaj kompleks se pokazao ne samo kao
odlican antibakterijski i antifungalni agens sa MIC vrednostima bliskim standardima, vec¢ i kao
jedinjenje veoma potentne citotoksi¢nosti koja je u slucaju svih pet ispitivanih malignih ¢elijskih
linija bila veca od citotoksi¢nosti cisplatina koris¢enog kao standard. Poredenjem ICso vrednosti
kompleksa 2 sa cisplatinom ustanovljeno je da ovo jedinjenje u svim slucajevima ispoljava
citotoksi¢nu aktivnost koja je veca od aktivnosti standardnog leka i to u rasponu od 1,47 puta prema
¢elijskim linijama A375 do 8,29 puta prema ¢elijskim linijama MCF-7.



Odredivanje uticaja kompleksa 1 i 2 na pojavu DNK osteéenja pokazalo je da ova jedinjenja
ne ispoljavaju genotoksi¢ne efekte na humane celije cele krvi, dok je ispitivanjem njihove
antigenotoksi¢nosti U post-tretmanu ustanovljeno da u najnizoj koncentraciji oba kompleksa pokazuju
statisticki znacajan antigenotoksi¢ni efekat.

Kljuéne reci: kompleksi bakra(ll), kristalna struktura, metali u medicini, antimikrobna aktivnost,
citotoksi¢na aktivnost.

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Neorganska hemija

UDK broj: 546



SYNTHESIS AND CHARACTERISATION OF COPPER(Il) COMPLEXES WITH

4-(DIETHYLAMINO)SALICYLALDEHYDE AND DIIMINE LIGANDS

ABSTRACT

The use of metals in medicine does not represent a modern-day asset since for millennia it has
been known that metals can be used for treating various kinds of disease. However, modern medicine
has facilitated more specific and appropriate use of metal-based drugs that have shown great potential
in the treatment of cancer, arthritis, the diseases caused by bacteria and fungi infections, as well as
those caused by inflammatory processes. Therefore, coordination compounds represent a particular
and important sphere of interest in inorganic and bioinorganic chemistry.

The aim of this study was the synthesis and complete structural characterisation of Cu(ll)
complex compounds with 4-(diethylamino)salicylaldehyde and diimine ligands, the determination of
their crystal structures and the examination of their biological activities. Three complexes have been
synthesised: complex 1 containing 2,2’-bipyridine and 4-(diethylamino)salicylaldehyde (HL?') and as
ligands, complex 2 containing 4-(diethylamino)salicylaldehyde (HLY) and
1,10-phenanthroline, and complex 3 obtained in the synthetic reaction of Cu(ll) salt with sodium
azide and (E)-2-(2-(1-(1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-7-yl)ethylidene)hydrazineyl)-N,N,N-trimethyl-2-
-oxoethane-1-aminium-chloride (HL2CI). All three complexes were characterised by X-ray
crystallographic analysis, IR spectroscopy and elemental analysis.

Complex 1 is a mononuclear complex in which Cu(ll) is placed in a slightly distorted square
planar coordination environment formed by two nitrogen atoms of 2,2’-bipyridine and phenolate and
carbonyl oxygen atoms of HL!, which is coordinated in its deprotonated, negatively charged form,
L!. Complex 2 consists of a centrosymmetric dimeric cation with an elongated square pyramid
geometry around each Cu(ll) ion. The basal plane is formed by phenolate and carbonyl oxygen atoms
of deprotonated L ligand and two nitrogen atoms of 1,10-phenanthroline, whereas the apical position
of the square pyramid is occupied by the phenolate oxygen atom belonging to the coordination sphere
of the symmetry-related Cu(ll) ion. In complex 3, the ligand HL2ClI is coordinated to Cu(ll) in its
deprotonated, formally neutral, zwitter-ionic form L2 Complex 3 consists of a centrosymmetric
dimeric cation with an axially elongated square pyramid geometry around each Cu(ll) ion, formed by
three NNO- donor atoms of L2 and two nitrogen atoms from two azide-bridged ligands. These azide
ligands bridge the two Cu(ll) centres by adopting a double end-to-end (di-p-1,3-N3) coordination
mode.

Antimicrobial activity, brine shrimp assay and DPPH radical scavenging activity of all three
complexes were evaluated. Antimicrobial activity was tested against four Gram-positive, four Gram-
negative bacteria, as well as against three fungal strains. Cytotoxic activity of complexes 1 and 2 was
tested against five malignant cell lines (HeLa, A375, MCF-7, A549 and PC-3) and one normal cell
line (HaCaT).

All of the tested Cu(ll) complexes exhibited significant antimicrobial activity which was, in
some cases, comparable to standard drugs used in the experiments, but complex 2 especially stood
out during biological examinations. This complex demonstrated not only good antibacterial and
antifungal activity, with MIC values close to the ones of standard drugs, but also very potent
cytotoxicity against all five tested malignant cell lines, which was in all cases higher than the
cytotoxicity of standard drug cisplatin. Comparing the ICso values of complex 2 and cisplatin, it was



found that this complex’s cytotoxic activity is higher than the activity of the standard drug, and the
ratio goes from 1,47 against A375 cell lines to 8,29 against MCF-7 cell lines.

Experiments performed to determine the effects of complexes 1 and 2 on DNA damage
showed that these compounds do not exhibit genotoxic effects on human whole blood cells. On the
other hand, H>O> induced DNA damage assay revealed the antigenotoxic effect of tested compounds,
with both complexes exhibiting statistically significant DNA damage reduction in their lowest
concentrations.

Keywords: Cu(ll) complexes, crystal structure, metals in medicine, antimicrobial activity, cytotoxic
activity.

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Inorganic chemistry

UDC number: 546
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-oksoetan-1-aminijum-hlorid

ICso — inhibitorna koncentracija (engl. Inhibitory concentration)

L Cso — letalna koncentracija (engl. Lethal concentration)

LMPA — agaroza niske tacke topljenja (engl. Low melting point agarose)

MeOH — metanol

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija (engl. Minimum inhibitory concentration)
MTP — mikrotitar ploc¢a sa 96 bunara

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid

NaOMe — natrijum-metoksid

NMPA — agaroza normalne tacke topljenja (engl. Normal melting point agarose)

ORTEP - reprezentacija molekulske strukture dobijene rendgenskom strukturnom analizom
(engl. Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot)

PBS — fosfatom puferisan fizioloski rastvor (engl. Phosphate-buffered saline)
phen — 1,10-fenantrolin

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. Reactive Oxygen Species)

SD - standardna devijacija

SDS — natrijum-dodecil-sulfat (engl. Sodium dodecyl sulfate)



SEM - standardna greska srednje vrednosti (engl. Standard error of mean)
TMS — tetrametilsilan

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometan

UV-Vis — ultraljubicasta spektroskopija (engl. Ultraviolet-visible spectroscopy)



Sadriaj

L U 1Y oo RSP SROPROPRRRRS 1
0 1] e (<o TSP PPPP TP 2
2.1. Geometrija i koordinacioni brojevi kompleksnih jedinjenja bakra.............c.cccccoevveennenn. 2
2.2. Uloga bakra i njegovih kompleksnih jedinjenja u bioneorganskoj hemiji...................... 6
2.3. Diimini, Sifove baze i Zirarovi reagensi kao ligandi u kompleksnim jedinjenjima ..... 11
2.3.1. DIimINSKi Hgandi.........cceiieiiiiiiieie e 11
2.3.2. SHOVE DAZE c.vuvvuvercerceieiieeseeeee st 13
2.3.3.  ZAATOVI TEAZENST 1.vvvvvoveveeveciecscieeeeeeeeesee e ees st es st sss s s s st n st en s asn s 15

3. EKSPErimMentalni 00 .........oouiiiiiiiiieee e 20
3.1, Materijali I METOUE ........eeeeieieee bbb 20
3.1.1. Supstance koriS¢ene u analizama............cecoeereieiieiiieiie e 20
3.1.2. Elementalna @naliza ..........cocooiiiiiiieiiee e 20
3.1.3. UV/VIiS SPEKLIOSKOPIA ..c.veeuieiiieiieeie ettt 20
3.1.4. 1C SPEKLIOSKOPIJA c.vvevveivieieeie ettt sttt et e e e re e enne s 20
3.1.5. NMR SPEKITOSKOPIA ....cuvevieiiiiiiiiiieiieieee e 20
3.1.6. Masena SPEKIIOMELITJA .....veiveivirieriieiieieee ettt 20
3.1.7. Pretraga Kembricke kristalografske baze podataka.............ccccoevvviiiniinicniinicnnnn, 20

3.2. Sinteza lHganda HLZCl..........ccccuovueviiieeiieceeieeee e 21
3.3, SINtEZE KOMPIEKSA. .......cviiiieiicic et nre s 21
3.3.1. Sinteza kompleksa 1 [Cu(L)(bipy)]BF4:0,5H20 ......ccceviveviririiieieiceeieienes 21
3.3.2. Sinteza kompleksa 2 [Cu2(LY)2(Phen)2](BFa)z......ccevevrveveereiereeeecseereeeeeeee e 22
3.3.3. Sinteza kompleksa 3 [Cuz(L?)2(11,3-N3)2l (BF)2...vevrvienirnrrerieieieieieiseissisnenens 22

3.4. Rendgenska strukturna analiza KOmpleksa ... 23
3.4.1. Rendgenska strukturna analiza Kompleksa 11 2 .......cccccevvviiiiinineninieeeeen, 23
3.4.2. Rendgenska strukturna analiza kompleksa 3 ..........cccooeiiiiiiiinncneen, 24

3.5, Bi0l0SKaA AKEIVIIOST.....eiiiiiieiiie ittt et e et e e et e e et e s e e e s e e e ae e e e rneearae e 26
3.5.1. AntimiKrobna aktiVOST..........cceiieriiiieieece e 26
3.5.2. Test toksi¢nosti na raci¢ima Artemia salina ...........ccccocveviveiiieiiicsie e 26
3.5.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH test) .........cccccooiiiiiiniiniiiiienns 26
3.5.4. CitotoksiCnost kompleksa 11 2........cooviiiiiiiiniiiiice e 27
3.5.5. Genotoksicnost i antigenotoksicnost kompleksa 112 ........cccccoeviriniiiniinicinennn, 28
3.5.5.1. Elektroforeza pojedinacnih ¢elija — KOMEL LEST .....ccvvevvveiviieiiie e, 28

O AU ] L O I [ U | - VSR SR 31

O Y111 (=Y = TR TRURRRRRRRR 31



4.1.1. Sinteza liganda HL2Cl........c.ccooivviviiiiieecceceeeee e e 31

4.1.2. Sinteze KOMPIEKSA 1 12 ...ooiieiiiieiie e 32
4.1.3. Sinteza KOMPIEKSA 3.......ocviiieiecie et 33

4.2, Opis KristalNin SErUKEUFA........c.coiviieeiece e 35
4.2.1. Rendgenska strukturna analiza kKompleksa 1 ..........cccccoevveiiiiieiiesesic e 35
4.2.2. Rendgenska strukturna analiza KOmpleksa 2 ...........cccovieiiiiieiennieieee 39
4.2.3. Rendgenska strukturna analiza Kompleksa 3 ... 44

4.3. Pretraga Kembricke kristalografske baze podataka............ccccooiiiiiiiiiiiiic 48
4.4, BioloSKA AKEIVIIOST ... .eiiiiiiiiiiii ittt sttt ettt be et ne e 52
4.4.1. Antimikrobna aktiVNOST...........ccooiiiiiiiiie s 52
4.4.2. Test toksi¢nosti na ra¢i¢ima Artemia salina ...........ccoovvvviiiienn s 55
4.4.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH test) ........cccoccoviiiiiiniiiiiiiiens 56
4.4.4. Citotoksi¢nost KompleKsa 1 12 ......ccccviiiiiieiiiie i 57
4.4.5. Ispitivanje genotoksi¢nosti i antigenotoksi¢nosti kompleksa 112........c..cocvneee. 58
4.4.5.1. Procena genotoksi¢nog potencijala kompleksa 112 .......cccoovviiiniiininniennnn, 58
4.4.5.2. Procena antigenotoksi¢nog potencijala kompleksa 112 ........ccccovvnininiinnennn, 59

5. ZAKIJUCAK ..ttt bbbt 60
B. LLITEIATUIA. ... 62
o ] oo OSSR RPRSP PSRRI 77



1. Uvod

Kompleksna jedinjenja na bazi metala predstavljaju novu grupu antifungalnih i
antibakterijskih agenasa i sve su veci predmet interesovanja zbog svoje potencijalne primene u
leCenju infekcija izazvanih ovim mikroorganizmima. Medu njima, veoma se isticu kompleksi
bakra(ll) za koje literaturni podaci pokazuju raznovrsnu biolosku aktivnost, poput: antibakterijske
[1-3], antifungalne [4,5], antitumorske [4,6], antiinflamatorne aktivnosti [6-12], kao i interakcije sa
DNK [13,14].

Diiminski ligandi koriS¢eni za sintezu kompleksa u ovom radu, 1,10-fenantrolin i
2,2’-bipiridin, i sami pokazuju odli¢nu antibakterijsku i antifungalnu aktivnost prema velikom broju
patogenih bakterija i gljivica [15-17]. Pored njih, u literaturi je zabelezen i veliki broj NNO donorskih
hidrazonskih liganada koji u koordinaciji sa metalima pokazuju znacajnu antimikrobnu aktivnost
[18-20]. Sa druge strane, salicilaldehid i njegovi derivati imaju dobra koordinaciona svojstva i
pokazuju tendenciju vezivanja za 3d metale kao bidentatni helatni ligandi, formiraju¢i najcesce
komplekse kvadratno-planarne [21] i oktaedarske [22] geometrije oko centralnog metalnog jona.
Derivati salicilaldehida takode ispoljavaju znacajnu biolosku aktivnost prema patogenima [23,24].
Pregledom literature pronadeno je i da odredeni kompleksi bakra(Il) sa Sifovim bazama ispoljavaju
znacajan antigenotoksicni efekat §to ih ¢ini potencijalno dobrim hemopreventivnim agensima [25].

Imajuéi sve ovo u vidu, moze se oc¢ekivati da ¢e koordinaciona jedinjenja bakra(ll) sa
derivatima salicilaldehida i diiminima ispoljavati razli¢ite bioloske aktivnosti. Posto su koordinaciona
jedinjenja prelaznih metalnih jona sa diiminima sa jedne strane, i salicilaldehidnim derivatima sa
druge strane, predmet mnogobrojnih nauénih istrazivanja, odluceno je da se ove hemijske vrste
implementiraju u nova jedinjenja, kako bi se ispitala njihova potencijalno sinergi¢na bioloska
aktivnost. Konkretno, cilj ovog rada bio je sinteza, karakterizacija i odredivanje strukture, kao i
ispitivanje bioloske aktivnosti novih kompleksa bakra(ll) sa 4-(dietilamino)salicilaldehidom i
diiminskim ligandima.

Ovaj rad se nadalje sastoji iz Cetiri dela:

e U Opstem delu sadrzan je pregled literature u kome su opisane strukturne karakteristike
kompleksnih jedinjenja bakra(ll), uloga bakra kao bioelementa, kao i bioloska aktivnost
njegovih kompleksa. Takode, prikazane su osnovne karakteristike Zirarovih reagenasa,
Sifovih baza i diimina, koji nalaze veliku upotrebu kao ligandi u koordinacionoj hemiji.

e U Eksperimentalnom delu opisane su sinteze kompleksnih jedinjenja, kao i liganda na
bazi Zirarovog T reagensa. Dat je takode i detaljan opis tehnika i metoda koje su koriséene
za strukturnu karakterizaciju jedinjenja i ispitivanje njihove bioloSke aktivnosti.

e U okviru dela Rezultati i diskusija prikazani su rezultati spektroskopske karakterizacije
i rendgenske strukturne analize sintetisanih kompleksa, kao i rezultati ispitivanja njihove
antimikrobne 1 citotoksticne aktivnosti. Dat je osvrt 1 na pretragu Kembricke
kristalografske baze podataka, a prikazani su i rezultati ispitivanja genotoksicnosti i
antigenotoksi¢nosti kompleksa.

e Zaklju¢ak sadrzi prikaz najvaznijih rezultata ostvarenih u okviru ove doktorske
disertacije.



2. Opsti deo

2.1. Geometrija i koordinacioni brojevi kompleksnih jedinjenja bakra

Bakar je prelazni element atomskog broja 29 i elektronske konfiguracije [Ar]3d°4s! koji se
nalazi u cetvrtoj periodi i 11. grupi Periodnog sistema elemenata (Slika 1). U svojim jedinjenjima
moze postojati u oksidacionim stanjima od +1 do +4, pri cemu su naj¢esca oksidaciona stanja bakra
+2 1 +1. U svim navedenim oksidacionim stanjima bakar gradi i kompleksna jedinjenja razlicitih
koordinacionih brojeva i geometrija [26].

[Ar]4s 30"

63,55
Cuprum

Slika 1. Periodni sistem elemenata (slika prilagodena i preuzeta sa sajta canva.com [27]).

Sferno simetri¢ni jon bakra(I) elektronske konfiguracije 3d'° gradi dijamagneti¢ne komplekse
najc¢esce koordinacionih brojeva 2 i 3, linearne i trigonalno planarne geometrije [26,28], mada moze
graditi i komplekse koordinacionog broja 4 sa tetraedarskom geometrijom [29]. Bakar(l) pokazuje
tendenciju formiranja polinuklearnih jedinjenja [30], ali izborom pogodnih liganada moze se
favorizovati stvaranje mononuklearnih kompleksa [26].

Kao ,,meka“ kiselina po Pirsonovoj teoriji [31,32], bakar(l) favorizuje meke ligande u
formiranju kompleksa. Kada govorimo o halogenim elementima kao ligatorima, bakar(l) lako gradi
komplekse sa jodidima i bromidima, ali i sa hloridima sa kojima je zabelezen veliki broj ovih
jedinjenja. donorski ligandi takode su ¢esti u kompleksima bakra(l), pri ¢emu stabilnije komplekse
grade N- aromaticni ligandi od aminskih [26]. Ligandi koji sadrze fosfor kao meku bazu veoma su
pogodni za kompleksiranje bakra(l), pa je tako u literaturi zabelezen znacajan broj kompleksa
bakra(l) sa fosfinskim ligandima [33,34]. Jos jedan Cest ligatorski atom je sumpor koji kao meka baza
gradi veliki broj kompleksa sa Cu(l), a vrlo Cesto se ligandi na bazi sumpora ponaSaju kao mostni
ligandi u polinuklearnim kompleksima bakra(l) [35].

Jedan od mozda i najbolje proucenih jona prelaznih metala je Cu(ll) jon, a razlog tome u
velikoj meri jesu stabilnost, bioloski i tehnoloski znacaj koji njegova jedinjenja imaju [36].
Raznovrsna bioloska aktivnost kompleksnih jedinjenja bakra(Il), kao i uloga samog bakra u
bioloskim procesima detaljnije je opisana u Poglavlju 2.2.

Cinjenica da jon bakra(ll) elektronske konfiguracije d° ne poseduje sfernu simetriju uti¢e na
njegovu stereohemijsku fleksibilnost zbog koje gradi komplekse velikog broja razlicitih i
distorgovanih geometrija [36,37]. NajceS¢e geometrije koje jon Cu(ll) zauzima u svojim
kompleksima su kvadratno-planarna i oktaedarska, a postoji i veliki broj kompleksa koordinacionog
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broja 5 distorgovane geometrije — u vodenim rastvorima ovih kompleksa postoji ravnoteza izmedu
geometrija kvadratne piramide i trigonalne bipiramide [38]. Tetraedarska geometrija kod Cu(ll)
kompleksa nije toliko Cesta zato S$to su ovi kompleksi skloni preuredenju liganada i eventualnoj
koordinaciji rastvaraca ili kontra-jona u cilju formiranja termodinamicki stabilnije
pentakoordinovane geometrije poput kvadratne piramide ili trigonalne bipiramide [39].

Oktaedarska geometrija kompleksa bakra(ll) u koordinacionom broju 6 od posebnog je
znacaja zbog prisustva Jan-Telerovog efekta koji je jako izrazen kod sistema d°® konfiguracije. Jan-
-Telerov efekat objasnjava geometrijsku distorziju molekula/jona koja se javlja kao posledica
elektronske konfiguracije. Glavni postulat Jan-Telerove teoreme kaze da ,,stabilnost i degeneracija
nisu istovremeno moguci osim ukoliko je molekul linearan“ [40] i da su svi nelinearni molekuli/joni
u kojima je osnovno stanje elektronski degenerisano nestabilni, pa zbog toga dolazi do geometrijske
distorzije koja snizava simetriju i energiju molekula/jona I uklanja degeneraciju [41] Za komplekse
efekat je najizrazeniji: visokospinski d*, niskospinski d’ i d°. Jan-Telerova distorzija kod oktaedarsklh
kompleksa ogleda se u produzenju aksijalnih veza u odnosu na ekvatorijalne (tetragonalna Dan
elongacija) ili u skra¢ivanju aksijalnih veza u odnosu na ekvatorijalne (tetragonalna D, kompresija).
Na Slici 2. prikazan je Jan-Telerov efekat na oktaedarske komplekse bakra(ll) — kod Cu(ll)
kompleksa generalno je favorizovana tetragonalna elongacija u odnosu na tetragonalnu kompresiju
[36,42].

Kompleksna jedinjenja koja kao centralni jon metala sadrze Cu(Il) zaista su mnogobrojna.
Bakar(II) se nalazi na granici izmedu mekih 1 tvrdih kiselina i1 stoga najveci broj kompleksa gradi sa
N- i O- donorskim ligandima, a potom i sa ligandima koji sadrze hloridni anjon i sumpor [26].
Raznovrsnost N- donorskih liganada koji mogu kompleksirati jon Cu(ll) je velika — to mogu biti
alifati¢ni i aromati¢ni amini, nitro- jedinjenja, azidi, cijanati, imini, diimini i mnoga druga jedinjenja
koja sadrze neku azotovu funkcionalnu grupu. U kompleksima bakra(Il) vrlo su Cesti 1 polidentatni
ligandi NO- donorskog tipa, kao i tiokarbamatni ligandi [26].

A
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Slika 2. Jan-Telerova distorzija na primeru oktaedarskog (On) kompleksa bakra(ll).
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Oksidaciono stanje +3 za bakar nije uobi¢ajeno, iz tog razloga i jedinjenja bakra(III) nisu
toliko Cesta, uglavnom su nestabilna i lako se redukuju. Koordinaciono okruzenje jona bakra(lll)
elektronske konfiguracije 3d® najcesée je ili oktaedarsko, kao wu slucaju kalijum-
heksafluorokuprata(l11), Ks[CuFg], ili kvadratno-planarno, kao u slu¢aju mesovitog oksida KCuO..
Retko, u strukturama sli¢énim perovskitu, bakar(III) se moze nac¢i u distorgovanom tetraedarskom
okruzenju [43]. Najstabilnija i najpoznatija jedinjenja bakra u oksidacionom stanju +3 su telurati i
perjodati nastali oksidacijom soli bakra(ll) persulfatom i hipohloritom u baznoj sredini, u prisustvu
teluratnog i perjodatnog jona. Ovako dobijena kompleksna jedinjenja bakra(lll) imaju kvadratno-
planarnu  geometriju i razli¢ittih su formula: Naz[Cu(lIOg)2]-16H20, Ko[Cu(TeOs)2],
K7[Cu(lO¢)2]-20H20, Nag[Cu(TeOs)2]-20H20 [44,45]. Ditiokarbamatni ligandi takode grade veoma
stabilne komplekse sa bakrom(IIl), formirajué¢i najce$¢e kompleksni jon tipa [Cu(S2CNR2)2]*
kvadratno-planarne geometrije [46]. Zbog svoje sposobnosti da delokalizuju pozitivno naelektrisanje
metala na periferne delove kompleksa, ditiokarbamati grade komplekse sa metalima visokih
oksidacionih stanja uz sprecavanje njihove redukcije [46,47]. Ovo je svojstvo od velikog prakticnog
znaCaja sa stanoviSta sinteze novih kompleksa bakra(lll) koji se onda mogu dobiti u reakciji
[Cu(S2CNR2)2]" jona sa oksidujué¢im reagensima gde kao proizvod nastaju analogni Cu(lll)
kompleksi. U literaturi su poznati i kompleksi bakra(Ill) sa makrocikli¢nim ligandima porfirinskog
tipa u kojima se jon Cu(lll) nalazi u kvadratno-planarnom okruzenju [48,49].

Koordinaciono okruzenje bakra u svom najvisem i najnestabilnijem oksidacionom stanju +4
mora sadrzati ligande koji se tesko oksiduju i samim tim stabilizuju jon Cu(1V), a takvi su oni ligandi
koji sadrze fluoridni i oksidni anjon [45]. Upravo zbog svoje velike nestabilnosti jedinjenja bakra(1V)
veoma su retka, a jedno od strukturno okarakterisanih jeste kompleks cezijum-heksafluorokuprat(IV),
Cs[CuFg] [50]. Pored ovog, bakar(IV) se jo§ moze naci u nekim oksidima poput, na primer, BaCuO2,63
koji se dobija zagrevanjem BaCuO- u prisustvu kiseonika [51]. Pretragom novije literature moze se
nai¢i na radove koji se bave proracunima vezanim za verovatnocu postojanja i stabilnosti kompleksa
bakra(IV) sa N- donorskim makrociklicnim helatnim ligandima koji u apikalnim polozajima
poliedarske geometrije sadrze fluoridne ili oksidne anjone u cilju stabilizacije jona Cu(lV) [52,53].

Kratak rezime karakteristi¢nih koordinacionih brojeva i geometrija kompleksa svih postojecih
jona bakra prikazan je u Tabeli 1.



Tabela 1. Pregled karakteristi¢nih geometrija i koordinacionih brojeva razli¢itih jona bakra,

kao 1 naj¢es¢ih liganada koji kompleksiraju odgovarajuce jone bakra.

Jon bakra i

Koordinacioni

oV Geometrije Najedéi ligandi
elek_tronsk_q brojevi kompleksa ) g
konfiguracija kompleksa
. P- 1 S- donorski
2 linearna s
(najcesci),
Cu(l), [Ar] 3d* 3 trigonalno planarna N- donorski
(aromaticni),
4 tetraedar (rede) Cl, I, Br (rede)
4 kvadratno-planarna ~ N- i O- donorski
tetracdar (rede) (najcesci),
mesoviti NO-
Cu(ll), [Ar] 3d° 5 trigonalna bipiramida donorski,
kvadratna piramida Cl. S- donorski
6 oktaedar (tiokarbamati)
kvadratno-planarna 106°", TeOs,
4 (najcesce) ditiokarbamati,
Cu(lll), [Ar] 3d8 tetraedar (rede) o
makrocikli
6 oktaedar porfirinskog tipa
F, 0%
(stabilizuju),
Cu(1V), [Ar] 3d’ 6 oktaedar N- donorski
makrocikli

(potencijalno)




2.2. Uloga bakra i njegovih kompleksnih jedinjenja u bioneorganskoj hemiji

Bakar predstavlja esencijalni bioelement koji je neophodan za normalno funkcionisanje
velikog broja organizama, kako prokariota, tako i eukariota. On je glavni konstituent razli¢itih
metaloproteina koji se nalaze u mnogobrojnim organelama u ljudskom organizmu i obavljaju veliki
broj funkcija [54-56]. Bioloska uloga bakra je raznovrsna pa tako on, izmedu ostalog, ucestvuje u
¢elijskom disanju u mitohondrijama, apsorpciji gvozda, kros-linkingu kolagena i elastina i
neutralisanju slobodnih radikala. U svim navedenim primerima bakar se ponasa kao kataliticki
kofaktor u redoks hemiji enzima, a to mu omogucava njegova sposobnost oksidoredukcije koja mu,
samim tim, daje i veliku vaznost u ¢elijskoj fiziologiji [57]. Neki od enzima u kojima je bakar kofaktor
navedeni su u Tabeli 2.

Tabela 2. Odredeni enzimi koji sadrze bakar kao kofaktor, njihova uloga i posledice
njihovog nedostatka [58].

Enzim Uloga Posledica nedostatka

akumulacija gvozda,
Ceruloplazmin transport Cu i Fe neuroloska oste¢enja
(aceruloplazminemija)

poremecaji u mozgu,

Citohrom C oksidaza prenos elektrona slabost u misi¢ima,
hipotermija
Dopamin neuroloski efekti,

formiranje kateholamina

-monoksigenaza moguca hipotermija

Lizil oksidaza kros-_llnklng kolagena i poremecaji vezivnog
elastina tkiva
L odbrana od slobodnih veca izlozenost
Superoksid dismutaza . o
radikala oksidativnom stresu
Tirozinaza formiranje melanina hipopigmentacija

Bioloski dostupni oblici bakra su isklju¢ivo Cu(Il) jon koji predstavlja oksidovani oblik, i
Cu(l) jon koji predstavlja redukovani oblik ovog bioelementa. U aktivnim mestima enzima Cu(l) jon
se najCeSce nalazi vezan za boc¢ni niz cisteina ili metionina, formiraju¢i uglavnom tetraedarsku
geometriju oko centralnog jona metala, dok se Cu(ll) jon najcesc¢e nalazi u kvadratno-planarnom
okruzenju koordinovan za: histidin, serin, treonin, tirozin ili vodu [59].

Imajuéi u vidu rasprostranjenost i uloge proteina koji sadrze bakar, kao i ¢injenicu da ovi
proteini nisu pronadeni u arhejama (ranije arhebakterijama) koje zive u anaerobnim uslovima,
ustanovljeno je da je bakar postao bioloski znacajan element tek nakon oksigenacije atmosfere.
Razlog tome je Cinjenica da u prve dve milijarde godina Zivota na planeti Zemlji, kada je atmosfera
bila redukujuca, bakar je dominantno postojao u obliku Cu(l) jona, a visoka koncentracija vodonik-
sulfida dovodila je do stvaranja bakar(l)-sulfida, precipitata koji je onemogucavao organizmima
apsorpciju ovog elementa [54].

Pored toga $to je izuzetno vazan za normalno funkcionisanje organizma, bakar moze biti i
veoma toksi¢an. Upravo zbog svojih redoks svojstava slobodni joni bakra mogu katalizovati reakciju
slicnu Fentonovoj [60], kako je prikazano u jednacini (1), i dovesti do proizvodnje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) koje mogu ostetiti ¢elijske membrane, proteine i nukleinske kiseline [61]. 1z
tog razloga, celijski unos 1 meducelijska distribucija bakra moraju biti sprovedeni kroz strogo
regulisane procese. Homeostaza bakra odrzava se koordinisanom aktivno$¢u odredenih proteina, na
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prvom mestu visoko-afinitetnih membranskih transportera koji su zaduZeni za unos bakra u ¢elije
[62,63], a potom specifi¢nih rastvorljivin Cu Saperona koji vezuju jone bakra i time omogucavaju
njihovo dostavljanje do taéno odredenih celijskih organela i proteina, bez usputnog oslobadanja jona
bakra koji mogu ostetiti ¢elije [64,65].

Cu* + H,0, - Cu?* + OH™ + -OH Jednagina (1)

Poremecaji u homeostazi bakra uzrokovani genetskim abnormalnostima dovode do ozbiljnih
neuroloskih oboljenja kao $to su Vilsonova i Menkesova bolest [66-69]. Kod Vilsonove bolesti dolazi
do toksikoze bakrom usled mutacije na ATP7B genu koja onemogucava transport bakra i njegovu
bilijarnu ekskreciju, sto ima za posledicu njegovu akumulaciju u jetri, a ¢esto i u mozgu i drugim
tkivima i organima [70]. Terapija u leCenju Vilsonove bolesti podrazumeva koris¢enje cinka ili
helatnih agenasa poput D-penicilamina [71]. Sa druge strane, Menkesova bolest posledica je mutacije
na ATP7A genu koja dovodi do znacajne prenatalne i postnatalne deficijencije bakra, $to uzrokuje
ozbiljna oste¢enja mozga i mentalnu retardaciju [72]. Jedina terapija u leGenju Menkesove bolesti
podrazumeva parenteralnu administraciju bakra koja poc¢inje u prvim danima zivota pacijenta, ali ona
ne garantuje njegovo izlecenje i spre¢avanje neuroloske degeneracije [57]. Jo$ jedna bolest koja
nastaje kao posledica nedostatka bakra jeste aceruloplazminemija. Ovu bolest karakteriSe smanjenje
koncentracije ceruloplazmina u krvnom serumu, §to za posledicu ima poremecaj u metabolizmu
gvozda i njegovo talozenje u razli¢itim organima [73,74].

Takode, sve veci broj studija u prethodne dve decenije ukazuje na bitnu ulogu bakra u
patogenezi nekih progresivnih neurodegenerativnih oboljenja, poput Alchajmerove bolesti
[58,73,75-79] i prionskih bolesti [80]. lako detaljna patogeneza ovih bolesti jo§ uvek nije
ustanovljena, postoje utemeljene naucne pretpostavke o tome Sta mogu biti uzroci ovih oboljenja.
Naime, jedna od glavnih patohistoloskih promena kod Alchajmerove bolesti jeste formiranje
ekstracelularnih amiloidnih plakova [81]. Ovi plakovi se sastoje od amiloida-beta (AB), peptida koji
nastaje proteolitickim razlaganjem amiloidnog prekursorskog proteina (APP), transmembranskog
glikoproteina. Ustanovljeno je da APP i AP ucestvuju u metabolizmu bakra i imaju sposobnost
vezivanja za ovaj element preko bo¢nih nizova histidina. Iz tog razloga amiloidni plakovi sadrze
velike koli¢ine bakra, ali i drugih metala poput cinka i gvozda, za koje se smatra da potom dovode
do formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, $to za posledicu ima gubitak neurona i oSte¢enje mozga
[76,77,82]. Sa druge strane, prionske bolesti (i.e. spongiformne encefalopatije) predstavljaju grupu
fatalnih neurodegenerativnih oboljenja koja nastaju kao posledica konformacionih promena na
prionskim proteinima, S$to dalje rezultuje talozenjem abnormalnih izoformi ovih proteina
[73,76,78,80]. Prionski proteini (prioni) su membranski glikoproteini koji se uglavhom nalaze u
dismutaze i ostalih bakar-zavisnih proteina, ¢ime obezbeduju homeostazu bakra u centralnom
nervnom sistemu [80]. Takode imaju i zastitnu ulogu u odbrani od oksidativnog stresa. Kao $to je ve¢
napomenuto, ta¢na uloga bakra u nastanku prionskih bolesti jo§ uvek nije ustanovljena, ali svakako
nije zanemarljiva [83].

Pored vaznih funkcija koje bakar ima kao bioelement, pronadeno je i da nanocestice bakra
predstavljaju dobre baktericidne [84-87], citotoksi¢ne [88,89] i fungicidne agense [90-92], Sto
nadalje povecava znacaj njegovih koordinacionih jedinjenja u bioloskim ispitivanjima [1,2,4,5,93—
95]. Sledeti pretpostavku da su endogeni metali manje toksi¢ni prema normalnim ¢elijama u odnosu
na celije kancera, velikom broju kompleksa bakra ispitana je antitumorska aktivnost [96]. lako je
poznato da zbog svojih redoks svojstava bakar u organizmu moze biti i toksi¢an, Cinjenica da je
metabolizam, a samim tim i odgovor tumorskih ¢elija na bakar znacajno izmenjen u odnosu na
metabolizam i ponasanje normalnih ¢elija, uticala je na ispitivanje jedinjenja bakra kao potencijalnih
antineoplastika. Zaista, veliki broj literaturnih podataka pokazuje da kompleksi bakra(ll) ispoljavaju
znaajnu antitumorsku aktivnost [4,6], ali i druge raznovrsne bioloSke aktivnosti poput:
antibakterijske [1-3], antifungalne [4,5] i antiinflamatorne aktivnosti [6-12,97].



Ispitivanje antibakterijske aktivnosti kompleksa bakra(Il) najéesc¢e pokazuje povecanu
aktivnost samih kompleksa u odnosu na prekursorska jedinjenja. Povecanje antibakterijske aktivnosti
prekursorskih jedinjenja njihovom koordinacijom za jone metala i formiranjem adekvatnih
kompleksa moze se objasniti helatnom teorijom [98,99]. Heliranjem, odnosno koordinacijom,
znaCajno se smanjuje polarnost jona metala (usled parcijalnog deljenja pozitivnog naelektrisanja
metala sa donorskim atomima liganada, kao 1 zbog moguce delokalizacije n-elektrona po ¢itavom
helatnom prstenu), a ujedno se povecava i lipofilni karakter koordinacionog jedinjenja. Samim tim,
favorizovana je reakcija izmedu jona metala i Celijskog zida bakterije Sto rezultira ometanjem
normalnog ¢elijskog procesa. Ukoliko geometrija i distribucija naelektrisanja oko molekula nisu
kompatibilne sa geometrijom i distribucijom naelektrisanja oko pora ¢elijskih zidova bakterija, onda
penetracija ovih molekula nije moguca, a toksi¢na reakcija se prevenira unutar pora ¢elijskih zidova

[100].

Antiinflamatorna uloga samog bakra poznata je od davnina, a prvi put je zabeleZena jo§ na
Ebersovom papirusu, skupu medicinskih recepata nastalom u Starom Egiptu oko 1550 p.n.e. [101].
Jedan od najduzih sacuvanih pisanih dokumenata iz egipatske civilizacije sadrzi c¢ak 776 recepata za
leCenje raznih oboljenja, a neki od njih podrazumevaju upotrebu bakar(Il)-acetata, bakar(ll)-
-sulfata, kao 1 fino spraSenog metalnog bakra, za leCenje upalnih procesa. Od posebne je zanimljivosti
¢injenica da bakar koordinacijom za neke antiinflamatorne agense povecava njihovu aktivnost [8—
12], kao i da neke supstance sti¢u antiinflamatornu sposobnost tek nakon kompleksiranja bakrom [7].
Smatra se da se uloga ovih jedinjenja u spre¢avanju inflamatornih procesa zasniva na spreavanju
proliferacije ¢elija 1 indukovanju njihove apoptoze, a sve je to olakSano oksidoredukcionim
reakcijama karakteristiénim za redoks sistem Cu®*/Cu* [97].

U Tabeli 3. dat je pregled odredenih kompleksa bakra(Il) sa razli¢itim iminskim ligandima
kojima je ispitana bioloska aktivnost. U svim navedenim primerima kompleksi bakra(Il) pokazuju
znaajnu antibakterijsku, antifungalnu i citotoksi¢nu aktivnost koja je uporediva sa aktivnoScu
odgovarajucih standardnih lekova.

Tabela 3. Odredeni iminski kompleksi bakra(ll) sa zna¢ajnom biolo§kom aktivnoscu.

Strukturna formula kompleksa Ispitana bioloSka Referenca
aktivnost
x
L
N
z
antibakterijska, [1]
antifungalna
H
S | N
| =N N A
c1—:‘,‘cly"
o o . ..
y | antibakterijska [2]
[e]
|
Y\N s
J L




_/ \/
cl—cw
antibakterijska [2]
antibakterijska [3]
antifungalna,
citotoksic¢na [4]

?=_H, -OH. -OC,Hs, -OCH;, -fBu
R?=-OH, -H. -OCH;
R*=-H, -tBu. -Br. -Cl. -F. -1




[5]

[6]

antifungalna

citotoksi¢na

NHPh

X =.H, -Cl, -OCH3, -NO;
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2.3. Diimini, Sifove baze i Zirarovi reagensi kao ligandi u kompleksnim
jedinjenjima
2.3.1. Diiminski ligandi

Diimini su organska jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze dve iminske funkcionalne grupe
RN=CR: (R = H, hidrokarbil). Opsta strukturna formula imina, kao i strukture razli¢itih vrsta diimina
prikazane su na Slici 3. U zavisnosti od medusobnog polozaja iminskih grupa, diimini se mogu
podeliti na 1,2- ili a-diimine, 1,3- ili S-diimine i na 1,4- ili y-diimine, a postoje naravno i oni kod
kojih se iminske grupe nalaze i na duZzem rastojanju u molekulu. Zbog preglednosti struktura u slucaju
1,3-diimina i 1,4-diimina, supstituenti na a-, odnosno a- i f- C atomima su izostavljeni.

(R = H. hudrokarbal)
R R R—N N—R

C—N

min

1.3-dumin 1 4-dumin

Slika 3. Opste strukture imina, 1,2-diimina, 1,3-diimina i 1,4-diimina.

1,2-diimini, odnosno a-diimini, predstavljaju veoma pogodne i ¢esto koriS¢ene ligande u
koordinacionoj hemiji zahvaljujuci elektron-donorskim svojstvima baznih azotovih atoma koji mogu
kompleksirati veliki broj prelaznih metala. Prostorna udaljenost azotovih atoma iminskih grupa
omogucava ovim bidentatnim ligandima formiranje petoclanih helatnih prstenova sa centralnim
jonom metala, $to rezultuje stvaranjem veoma stabilnih kompleksa. Strukturna raznovrsnost
a-diiminskih liganada zaista je velika, pogotovo kada govorimo o aromati¢nim predstavnicima ove
klase jedinjenja, prvenstveno zahvaljuju¢i lakom uvodenju dodatnih funkcionalnih grupa na
aromati¢na jezgra ovih diimina. Najznacajniji i najces¢i predstavnici aromaticnih a-diiminskih
liganada prikazani su na Slici 4, a treba imati u vidu da postoji i veliki broj supstituisanih oblika ovih
liganada, sa supstituentima u razli¢itim polozajima aromati¢nih prstenova.
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/\\N//\\/

—N N

—N

2,2'-bipiridin 1.10-fenantrolin 2,2".6',2"-terpiridin
Slika 4. Najpoznatiji i najcesce korisc¢eni a-diiminski ligandi.

Kompleksna jedinjenja koja sadrze a-diiminske ligande imaju razli¢itu i veoma znacajnu
tehnoloSku i biolosku primenu. Na primer, pronadeno je da neki kompleksi Ni(Il) sa a-diiminskim
ligandima pokazuju dobra kataliticka svojstva u reakcijama polimerizacije olefina [102,103], dok
odredeni kompleksi Zn(II) sa 2,2’-bipiridinom i 1,10-fenantrolinom ispoljavaju luminescenciju na
sobnoj temperaturi [104]. Kod nekih kompleksa Mn(ll), Ni(ll), Cu(ll) i Zn(1l) sa ovim ligandima
ustanovljena je antioksidaciona aktivnost [105], dok su antimikrobna i citotoksi¢na svojstva ispitana
na velikom broju a-diiminskih kompleksa pokazala dobre rezultate [106-108].

Medu mnogobrojnim a-diiminskim ligandima dva se posebno isticu zbog svoje strukturne
jednostavnosti (Slika 4), izrazene sposobnosti kompleksiranja velikog broja metala, kao i svoje
redoks stabilnosti — 2,2’-bipiridin (bipy) i 1,10-fenantrolin (phen). Upravo zbog ovih svojstava, bipy
se jo$ od svog otkrica krajem 19. veka koristi kao ligand u sintezi velikog broja kompleksnih
jedinjenja [109]. Ovaj bidentatni ligand sam pokazuje raznovrsnu biolo$ku aktivnost: antibakterijsku
[110], antifungalnu i citotoksi¢nu [111]. Ustanovljeno je da kompleksiranjem, u velikom broju
slucajeva, bioloska aktivnost novonastalih jedinjenja postaje veca u odnosu na sam bipiridinski ligand
[15,111].

Nalik 2,2’-bipiridinu, i 1,10-fenantrolin pokazuje odlicnu antibakterijsku i antifungalnu
aktivnost prema velikom broju patogenih bakterija i gljivica koja je poznata decenijama unazad
[16,110]. Samim tim, s obzirom na to da je i phen veoma efikasan bidentatni ligand, i njegovi
kompleksi sa jonima prelaznih metala takode ispoljavaju jaku antimikrobnu aktivnost [16,112]. U
literaturi je zabelezena i znacajna antitumorska aktivnost kompleksnih jedinjenja koji kao ligande
sadrze 1,10-fenantrolin i njegove derivate [17,113,114], a citotoksi¢nost ovih kompleksa je u nekim
sluéajevima bolja i od standardnog hemoterapeutika cisplatina [114].

2,27:6°,2° -terpiridin je jo$ jedan Cest i pogodan a-diiminski ligand koji se u kompleksima
vezuje za metale preko svoja tri azotova atoma kao tridentatni ligand, gradeci pritom veoma stabilna
jedinjenja. Neki kompleksi Zn(ll) sa ovim ligandom predmet su ispitivanja na poljima
supramolekulske hemije [115], luminescencije, LED i OLED tehnologije [116]. Kako je vec
napomenuto, postoji veliki broj a-diiminskih liganada koji su nastali supstitucijom aromati¢nih
jezgara pomenuta tri a-diimina, sa podjednako dobrom tehnoloSkom primenom i bioloSkim
svojstvima [114-118].
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2.3.2. Sifove baze

Sifove baze se &esto poistoveéuju sa azometinima i predstavljaju podgrupu imina koji sadrze
funkcionalnu grupu R2C=NR’ (R’ # H), opste strukture prikazane na Slici 5 [119]. lako se u literaturi
esto moZe naiéi na poistoveéivanje termina imin i Sifova baza treba imati na umu da postoji razlika
izmedu ova dva pojma — kod imina iminski ugljenik i azot mogu imati za sebe vezane bilo koje
razli¢ite supstituente, dok kod Sifovih baza to nije slu¢aj, atomi vodonika ne mogu biti supstituenti
na iminskom azotu. Iz ovoga se moze zaklju¢iti da nisu svi imini Sifove baze, ali da su sve Sifove
baze imini.

R R'
|
R R's#H

Slika 5. Opsta struktura Sifovih baza.

Sifove baze dobile su ime po nematkom hemidaru Hugu Sifu koji ih je prvi sintetisao jo$
1864. godine i opisao kao proizvode reakcija primarnih amina sa karbonilnim jedinjenjima
(aldehidima i ketonima) [120,121]. Reakcija zapocinje nukleofilnom adicijom alifati¢nog ili
aromati¢énog amina na aldehid ili keton, u prisustvu Kiseline ili baze kao Kkatalizatora, pri ¢emu u
prvom koraku nastaje hemiaminal koji potom dehidratacijom prelazi u azometin, tj. Sifovu bazu
(Slika 6). U reakciji formiranja azometina aldehidi su znatno reaktivniji od ketona, prvenstveno zbog
vece sterne zaklonjenosti karbonilnog ugljenika kod ketona, ali i zbog toga sto dve hidrokarbil grupe
ketona smanjuju elektrofilnost karbonilnog ugljenika. Iz ovih razloga, reakcije dobijanja Sifovih baza
iz ketona su znatno sporije i zahtevaju pazljiv odabir reakcionih uslova — pogodnog rastvaraca,
katalizatora, pH vrednosti reakcione smese, kao i temperature [120].

0"

OH
) A kP P
.- R
R;——NH, - R *N Ry e ]\N R
Ry Rj3 R o \ - ;
: |
H H
amin aldehid/keton hemiaminal
+H*
R; + N
R; 3 (OH_ "
 —— Rl )\ — W R ' | :
< l? R 1 (L
Rl )\ A N R, y SN R,
N Rj H | H._,O |
Sifova baza H H

Slika 6. Mehanizam kiselo-katalizovane sinteze Sifovih baza.
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Prva zabeleZena primena Sifovih baza kao liganada u sintezi kompleksnih jedinjenja pominje
se jos krajem devetnaestog veka [122], a ve¢ od 1930. godine [123] njihova upotreba u te svrhe
postaje §iroko rasprostranjena. Generalno, kompleksi metala sa Sifovim bazama veoma su stabilni, a
na ovu stabilnost uti¢e kako priroda samog metala, tako i supstituenti u Sifovim bazama koji mogu
povecati ili smanjiti njhovu baznost. Sinteza ovih kompleksnih jedinjenja moze da se odvija na
nekoliko razli¢itih na¢ina: direktnom reakcijom soli metala sa Sifovom bazom, kondenzacijom
aldehida, amina i soli metala, ili kondenzacijom aldehidnih kompleksa sa aminima [120,124,125].

Zahvaljujuéi prisustvu slobodnog elektronskog para na iminskom azotu Sifove baze se
ponasaju kao odli¢ni 6-donori, a prisustvo C=N veze obezbeduje im 1 n-akceptorska svojstva, Sto
dodatno stabilizuje vezu sa centralnim jonom metala i omogucéuje kompleksiranje velikog broja
prelaznih metala. Pored ovog baznog azota, u strukturi Sifovih baza mora postojati i neka
funkcionalna grupa (najc¢es¢e -OH ili -SH) blizu iminske veze koja moze lako da se deprotonuje i
tako ostvari dodatnu vezu sa metalom formirajuéi stabilan petoclani ili Sestoclani helatni prsten. S
obzirom na to da su Sifove baze polidentatni ligandi, one se mogu klasifikovati na osnovu vrste vrste
ligatorskih atoma najées¢e na: NO-, ONO-, ONS-, NNO- i ONNO- donorske sisteme [126-130].
Primeri odredenih odabranih kompleksa koji sadrze spomenute donorske sisteme prikazani su na
Slici 7.

M=Ni Cu

1

M = Mn, Co. Ni, Cu, Sr. Cd

(6]
2
Cl Cl
Z SN
X
' | —N_ N=—
AN
\ ‘M:
Cl -: cl Br (o] 0 Br
Cl
M =Ni, Cu, Zn
4 5

Slika 7. Primeri odredenih kompleksa metala sa Sifovim bazama kao NO- (1) [126], ONO- (2) [127],
ONS- (3) [128], NNO- (4) [129] i ONNO- (5) [130] donorskim ligandima.
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Primena Sifovih baza i njihovih kompleksa veoma je raznovrsna i opisana od strane
mnogobrojnih autora. Jedna od izuzetno bitnih bioloskih uloga koju same Sifove baze imaju jeste
uCestvovanje u biosintezi aminokiselina kao intermedijera u procesima transaminacije [131].
Kompleksna jedinjenja Sifovih baza pokazuju veoma zna¢ajnu antivirusnu, antibakterijsku,
antifungalnu i antitumorsku aktivnost [132—-134] $to dodatno povecava interesovanje za sintezom i
ispitivanjem novih vrsta ovih kompleksa. Ova jedinjenja se takode koriste u farmaceutskoj industriji,
industriji hrane i boja, medicini, agrikulturi, hemijskoj katalizi i analiti¢koj hemiji [132,135].

2.3.3. Zirarovi reagensi

Za potrebe izolovanja ketosteroidnih polnih hormona iz prirodnih proizvoda, francuski
hemiar Andre Zirar i rumunski hemi¢ar Zorz Sandulesko razvili su 1936. godine metodu poznatu
pod imenom ,,erarova reakcija“ [136]. Ova metoda zasnivala se na reakciji aldehida i ketona sa
Zirarovim T i Zirarovim P reagensom i na prevodenju ovih karbonilnih jedinjenja u njihove
hidrazonske derivate rastvorne u vodi, Sto je onda omogucavalo ostalim nekarbonilnim jedinjenjima
iz smese laksu ekstrakciju pomoc¢u nepolarnih rastvaraca [137].

Zirarovi reagensi su po svojoj strukturi N-supstituisani glicinski hidrazidi, a u zavisnosti od
prirode N-supstituenta postoje: Zirarov T reagens, Zirarov P reagens i Zirarov D reagens. Prikaz
molekulskih struktura i nomenklature ovih jedinjenja dat je u Tabeli 4. U reakciji etil-hloroacetata sa
trimetilaminom, odnosno piridinom, nastaju kvaternerni amonijum estri koji potom reaguju sa
hidrazinom i grade Zirarov T, odnosno Zirarov P reagens [138]. Zirarov D reagens sintetisan je nesto
kasnije, i to u reakciji izmedu N,N-dimetilglicin estra i hidrazin hidrata u prisustvu koncentrovane
HCI [139].

Tabela 4. Vrste Zirarovih reagenasa i njihove molekulske strukture.

Vrsta reagensa Naziv jedinjenja Molekulska struktura
0O
. . . . cr ‘
.. trimetilacetilhidrazid H-N N—
2
Zirarov T reagens hidrohlorid \N +\
H
0 =
.. piridinioacetohidrazid B
Zirarov P reagens hlorid Ve Cl N
. \N X
H
0O H

.. N,N-dimetilglicin- Gl l
ZirarovDreagens  pigraid hidrohlorid  HaN /tb'“/
i +\

I=
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Zirarovi reagensi imaju nekoliko potencijalnih ligatorskih atoma — dva azota iz hidrazinske
grupe, kao i karbonilni kiseonik, dok u slu¢aju Zirarovog D reagensa u neutralnom i monoanjonskom
obliku, to moze biti i aminski azotov atom. Literaturni podaci pokazuju da se u koordinacionim
jedinjenjima Zirarovi reagensi najéesc¢e vezuju preko karbonilnog kiseonikovog atoma i terminalnog
hidrazinskog azotovog atoma, formirajuci pritom petoclani helatni prsten sa centralnim jonom
metala.

Svojstvo Zirarovih reagenasa da sa karbonilnim jedinjenjima grade hidrazone &esto se koristi
u cilju sinteze novih liganada, a reakcija dobijanja ovih hidrazona uglavnom se izvodi u metanolu ili
etanolu kao rastvaracu, U prisustvu siréetne kiseline (Slika 8).

o) 0O R,

+ MeOH/EtOH 1
R —
HN R AcOH Wy
Rl R: %-\-i R1 N R

O

zn——q

R = (CH:);N*, (CH;),NH. CsH;N*
Slika 8. Opéti prikaz sinteze Zirarovih hidrazona [138].

Prvi primeri sintetisanih kompleksa sa Zirarovim T i Zirarovim D reagensom opisani su 1969.
godine u reakciji sa solima bakra(ll) [140] gde su se Zirarovi reagensi pokazali kao bidentatni NO
donorski ligandi. 2000. godine objavljena je sinteza kompleksa Cu(I) i Cu(Il) sa Zirarovim T
reagensom koordinovanim u oba sluc¢aja preko NO donorskog seta atoma [141]. Za ove komplekse
je kasnije utvrdena znaCajna antitumorska aktivnost [142] §to je povecalo interesovanje za
kompleksima na bazi Zirarovih reagenasa. Kompleksna jedinjenja koja kao ligande sadrze hidrazone
bazirane na Zirarovim T i P reagensima bila su predmet istraZivanja i nase istrazivacke grupe, a neki
od sintetisanih hidrazonskih liganada i kompleksa kojima je ispitana bioloska aktivnost prikazani su
u Tabeli 5 [143-149]. Navedenim kompleksima ispitana je antibakterijska i antifungalna aktivnost,
a u nekim slu¢ajevima odredena je i njihova citotoksi¢nost. Posmatranjem MIC i ICso vrednosti
kompleksa, i njihovim uporedivanjem sa vrednostima inhibitornih koncentracija standarda koris¢enih
u eksperimentima, uocava se da neki kompleksi ne pokazuju znacajnu antimikrobnu i citotoksi¢nu
aktivnost, dok neki imaju aktivnost reda veli¢ine aktivnosti standardnih lekova [149].
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Tabela 5. Kompleksi sa hidrazonskim ligandima baziranim na Zirarovim T i P reagensima sa
ispitanom bioloskom aktivnoscu, sintetisani od strane nase istrazivacke grupe.

Ligand Kompleks Reference
Ph
\p\ SCN ‘N
P N ' /" NH
Nt IL/
SC(N” £ O i
SCN
kompleks 1
Ph |
3 N [143,144]
PR SNH 1
)\/N< Ph\ |
- P, N
9 o N 7 ON
/Nl\_\ J\/ IL/
g -0 N
X =Cr, A =BFy
X" =NCO", A" = BFy
X =NCS", A" =BFy
X =NCS", A" =SCN-
kompleksi 2-5
’N 0 - o | [147]
™ Z N\N)j\/f AN ‘
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kompleks 6
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i
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N\X)\/i\
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kompleksi 13 i 14

U svim navedenim kompleksima hidrazonski ligandi su tridentatni i ostvaruju koordinativnu
vezu sa centralnim jonom metala uvek preko NO- donorskog seta atoma — iminskog azota i
karbonilnog kiseonika, formirajuéi pritom peto¢lani helatni prsten sa jonom metala. Treci ligatorski
atom je heteroatom koji pripada boc¢nom nizu hidrazona. U slu¢aju kompleksa 6-14 treca
koordinativna veza ostvaruje se preko azotovog atoma heteroaromati¢nog prstena koji formira jo$
jedan peto€lani helatni prsten sa jonom metala, dok je u slu¢aju kompleksa 1-5 tre¢i ligatorski atom
fosfor iz (difenilfosfino)benzil- grupe koji sa jonom metala gradi Sesto¢lani helatni prsten.

Od svih sintetisanih kompleksnih jedinjenja navedenih u Tabeli 5. samo kompleks 9 sadrzi
Cu(ll) kao centralni jon metala, pri ¢emu rezultati ispitivanja bioloske aktivnosti ovog jedinjenja
pokazuju visoku antibakterijsku i antifungalnu aktivnost, dok je citotoksi¢nost kompleksa 9 reda
veli¢ine citotoksi¢ne aktivnosti cisplatina. Znacajna bioloska aktivnost kompleksa bakra(Il) bila je
povod za sintezu novih kompleksnih jedinjenja na bazi ovog metala, a proistekli rezultati prikazani
su u narednim poglavljima ove teze.
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Supstance koriS¢ene u analizama

Svi reagensi i rastvaraci koriS¢eni u izradi ove teze bili su analitickog kvaliteta i1 koriS¢eni su
bez daljeg preciscavanja. 4-(Dietilamino)salicilaldehid (HL') je koris¢en od proizvodaca Acros,
NaN3z od proizvodaca Riedel-de Haén, H2O> od proizvodac¢a Zorka Pharma — Hemija d.0.0., dok su
sve ostale hemikalije kori§¢ene od proizvodaca Sigma-Aldrich.

3.1.2. Elementalna analiza

Elementalne analize (C, H i N) su izvedene standardnim mikro-metodama Koristeci
,,ELEMENTAR Vario ELIII C.H.N.S.O* analiticki instrument.

3.1.3. UV/Vis spektroskopija

UV-Vis spektri su snimani na ,,LLG/uniSPEC* spektrofotometru koriste¢i rastvore svih
supstanci u DMSO-u.

3.1.4. IC spektroskopija

Infracrvena spektrofotometrija je radena na ,,Nicolet 6700 FT-IR* spektrofotometru koristeci
ATR metodu u opsegu talasnih brojeva 4000 — 400 cm™. U interpretaciji rezultata su korig¢ene
sledec¢e skracenice koje se odnose na jaCinu signala u IC spektrima: w (weak, slaba), m (medium,
srednja) i s (strong, jaka).

3.1.5. NMR spektroskopija

'H NMR (400 MHz), **C NMR (125 MHz) i 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC) spektri
liganda HL2CI snimljeni su na Varian 400/54 PS spektrometru u deuterisanom dimetil-sulfoksidu
(DMSO-ds) na sobnoj temperaturi, uz upotrebu TMS kao internog standarda za *H i *3C. Hemijska
pomeranja su izraZzena u ppm (J) vrednostima, a prilikom interpretacije rezultata koriS¢ene su sledece
skracenice: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet).

3.1.6. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je takode radena na rastvorima supstanci u DMSO-u koriste¢i
instrument ,,Agilent Technologies 6210 Time-of-Flight LC/MS* sa ESI jonizuju¢im izvorom u
pozitivnom jonskom reZimu rada.

3.1.7. Pretraga Kembricke kristalografske baze podataka

Kembricka baza kristalografskih podataka (verzija 5.45, novembar 2023.) pretrazena je na sve
strukture koje sadrze bakar koordinovan za bipiridin 1 fenantrolin. Za pretragu je koriS¢en program
ConQuest (verzija 2023.3.0) [150]. Prilikom pretrage koriséeni su slede¢i filteri: odredene 3D
koordinate, R faktor manji od 0,05, nisu razmatrane neuredene strukture, nisu razmatrane strukture
sa nepouzdanim koordinatama po kriterijumima CSD kao i polimerne strukture.
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3.2. Sinteza liganda HL2CI

Sinteza liganda HL?ClI ((E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-
trimetil-2-oksoetan-1-aminijum) je izvedena u dva koraka — prvi je bio dobijanje 7-acetil--6-azaindola
iz 7-bromo-6-azaindola kao polazne supstance, a drugi je bio sinteza kondenzacionog proizvoda
ovako dobijenog 7-acetil-6-azaindola sa Zirarovim T reagensom. Prva faza sinteze je izvedena
pravljenjem Grinjarovog reagensa dodavanjem 0,75 mmol (18,2 mg) Mg u 0,75 mmol (147 mg) 7-
bromo-6-azaindola rastvorenog u anhidrovanom dietil-etru, u prisustvu male koli¢ine (2 mol. %)
FeCls kao katalizatora. Ova reakcija je izvodena na -60 °C, hladenjem suvim ledom.

Slede¢i korak u sintezi liganda HL2CI je bilo rastvaranje 0,5 mmol (80 mg) 7-acetil-6-
-azaindola u metanolu, uz dodavanje 0,5 mmol (83,8 mg) Zirarovog T reagensa u reakcionu smesu,
koja je potom refluktovana 3 h. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, svetlo Zuti precipitat je filtriran
I ispran etanolom. Prinos reakcije bio je 81 % (125,2 mg), a ovako dobijeni ligand je potom
okarakterisan elementalnom analizom, IC i NMR spektroskopijom.

e Elementalna analiza izraunata za C14H20CINsO (%): C 54,28; H 6,51; N 22,61. Pronadeno
(%): C 54,68; H 7,09; N 22,13.

e lzabrani pikovi u IC-u (cm™): 3377 (m), 3068 (m), 3019 (m), 2976 (m),1703 (s), 1618 (W),
1571 (m), 1550 (m), 1491 (m), 1431 (m), 1398 (s), 1333 (m), 1280 (m), 1231 (m), 1164 (m),
1125 (m), 987 (m), 947 (m), 919 (m), 858 (w), 818 (m), 800 (m), 710 (m), 655 (m), 609 (w).

e 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 11,66 (s, 1H, N2-H), 11,50 (s, 1H, N4-H),
8,15 — 7,72 (4H, C1-H, C2-H, C4-H, C5-H), 4,91 (s, 2H, C11-H), 3,34 (t, 9H, C12-H), 2,32
(s, 3H, C9-H).

e 13C NMR (125 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 167,24 (C10), 161,48 (C8), 156,29 — 120,21 (C1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7), 63,21 (C11), 53,74 (C12),12,73 (C9).

3.3. Sinteze kompleksa

3.3.1. Sinteza kompleksa 1 [Cu(L?)(bipy)]BFs-0,5H20

U cilju deprotonovanja 4-(dietilamino)salicilaldehida (HL!) 0,5 mmol (96,5 mg) liganda je
rastvoreno u 7,5 mL metanola, a potom je u ovako dobijen rastvor dodato 0,5 mmol (27,0 mg)
natrijum-metoksida i smesa je refluktovana 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon deprotonovanja,
u reakcionu smesu je dodato 0,25 mmol (86,0 mg) polazne soli bakra, Cu(BF4)2-6H20, rastvorene u
5 mL metanola, kao i 0,25 mmol (39,0 mg) 2,2’-bipiridina rastvorenog u 5 mL metanola. Ova
reakciona smesa je refluktovana 2 h uz zagrevanje na 50 °C. Po zavrsenoj sintezi smesa je procedena,
a iz filtrata su nakon 10 dana iskristalisali monokristali kompleksa 1 braon boje. Prinos reakcije je
bio 65 % (82,5 mg).

e Molarna masa jedinjenja: 507,78 g/mol

e FElementalna analiza izraunata za C21H24BCuFisN3O25 (%): C 49,77; H 4,38; N 8,29.
Pronadeno (%): C 47,98; H 4,44; N 8,11.

e lzabrani pikovi u IC-u (cm™): 3437 (w), 1612 (s), 1575 (s), 1519 (s), 1487 (s), 1428 (m), 1382
(s), 1351 (m), 1252 (m), 1145 (s), 1057 (s), 987 (m), 832 (w), 704 (w), 629 (w), 522 (w).

e ESI-MS za C21H22CuN3zO2: m/z 411,0993.
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3.3.2. Sinteza kompleksa 2 [Cuz(LY)2(phen)2](BFa):

Prilikom sinteze kompleksa 2 prvobitno je radeno deprotonovanje liganda HL!
4-(dietilamino)salicilaldehida na prethodno opisan na¢in — u 7,5 mL metanola dodato je 0,5 mmol
(96,5 mg) liganda i 0,5 mmol (27,0 mg) natrijum-metoksida. Nakon refluktovanja na sobnoj
temperaturi u trajanju od 30 minuta, u reakcionu smesu je dodato 0,25 mmol (86,0 mg) polazne soli
bakra, Cu(BF4)2-6H20, rastvorene u 5 mL metanola i 0,25 mmol (45,0 mg) 1,10-fenantrolina u obliku
soli 1,10-fenantrolin-hlorid monohidrata, takode rastvorene u 5 mL metanola. Ovako dobijena
reakciona smesa je refluktovana 2 h na temperaturi od 50 °C, a po zavrSenoj sintezi smesa je
procedena. Iz filtrata su nakon 10 dana iskristalisali zeleni monokristali kompleksa 2. Prinos reakcije
je bio 84 % (109,8 mg).

e Molarna masa jedinjenja: 1045,56 g/mol

e FElementalna analiza izraCunata za CisHaB2CuzFeNeOs (%): C 52,80; H 4,24; N 8,04.
Pronadeno (%): C 51,61; H 4,02; N 8,03.

e lzabrani pikovi u IC-u (cm™): 1611 (s), 1566 (s), 1519 (s), 1484 (s), 1428 (m), 1378 (s), 1347
(s), 1252 (s), 1225 (w), 1145 (s), 1099 (m), 1055 (s), 844 (m), 774 (w), 716 (w), 621 (w).

e ESI-MS za C23H22CuN302: m/z 435,0993.

3.3.3. Sinteza kompleksa 3 [Cuz(L?)2(H1,3-N3)2](BF4)2

Reakcija sinteze kompleksa 3 izvedena je rastvaranjem 0,25 mmol (77,3 mg) liganda HL?ClI,
(E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan--aminijum-
hlorida, u 20 mL metanola, i prac¢ena dodavanjem ekvimolarne koli¢ine (86,3 mg) Cu(BF4)2-6H-0,
prethodno rastvorenog u 5 mL vode, nakon ¢ega je direktno u reakcioni sud dodat 1 mmol (65 mg)
NaNz direktno u reakcioni sud. Reakciona smesa je refluktovana tokom 2 h. Nakon hladenja na sobnu
temperaturu, iz mati¢nog rastvora su posle 10 dana iskristalisali tamnozeleni monokristali kompleksa
3. Prinos reakcije je bio 73 % (169,6 mg).

e FElementalna analiza izraunata za C2sH3sB2Cu2FsN16O2 (%): C 36,11; H 4,11; N 24,06.
Pronadeno (%): C 35,74; H 4,25; N 24,58.

e lzabrani pikovi u IC-u (cm™): 3350 (w), 3098 (w), 3044 (w), 2988 (w), 2063 (s), 1583 (s),
1557 (s), 1530 (s), 1501 (m), 1483 (s), 1441 (m), 1400 (m), 1347 (m), 1319 (m), 1296 (m),
1248 (m), 1185 (m), 1118 (m), 1034 (s), 997 (m), 972 (m), 926 (m), 910 (m), 815 (m),
733 (m), 655 (w).
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3.4. Rendgenska strukturna analiza kompleksa

3.4.1. Rendgenska strukturna analiza kompleksa 1 i 2

Rendgenska strukturna analiza radena je na uzorcima monokristala na Oxford Gemini S
difraktometru opremljenom CCD detektorom koji koristi monohromatsko MoKa zracenje
(A =0,71073 A). Difrakcioni podaci su prikupljeni kori$éenjem programskog paketa CrysAlisPRO
[151]. Kristalne strukture su resene direktnom metodom koriste¢i SIR97 [152] i uta¢njene metodom
najmanjih kvadrata pune matrice na F? pomoéu programa SHELXL [153], kori¢enjem SADI i RIGU
instrukcija. Svi atomi izuzev vodonika su utacnjeni anizotropno. Vodonikovi atomi vezani za
ugljenikove atome su smesteni u geometrijski izraGunate polozaje i utaénjeni koriste¢i riding model
sa Uiso vrednostima ograni¢enim na 1,2 Ueq ili 1,5 Ueq odgovaraju¢ih C atoma. Molekul vode u
kompleksu 1 je uta¢njen sa okupacionim faktorom polozaja 0,5, dok su tri fluorova atoma iz BF4~
anjona utatnjena i modelovana u razmeri 76,5:23,5. Geometrijska izraCunavanja su izvedena
primenom PARST softvera [154], dok je grafi¢ki prikaz struktura uraden pomocu programskih paketa
ORTEP-3 [155] i MERCURY [156].

Kristalografski informacioni fajlovi su deponovani u CSD pod slede¢im brojevima: 1887975
(kompleks 1), 1887976 (kompleks 2). Svi podaci proistekli iz rendgenske strukturne analize sumirani
su u Tabeli 6.

Tabela 6. Kristalografski podaci za komplekse 1 i 2.

1 2
Molekulska formula C21H24BCuF4N302 5 Ca6Ha4B2Cu2FsN6O4
Molarna masa (g/mol) 507,78 1045,56
Temperatura (K) 293(2) 293(2)
Talasna duzina (A) 0,71073 0,71073
Kristalni sistem Triklini¢ni Monoklini¢ni
Prostorna grupa P1 P2i/c
a(A) 7,4564(4) 8,2040(3)
b (A) 11,5246(5) 13,8863(3)
c(A) 12,9235(5) 19,8427(5)
o (%) 82,059(4) 90
B () 80,452(4) 97,454(2)
y () 80,656(4) 90
V (A% 1073,55(9) 2241,44(11)
z 2 4
Izradunata gustina (Mg/m?®) 1,571 1,549
i (mm™) 1,078 1,034
0 opseg (°) 2,55 -29,99 2,537 — 29,095

23



Broj prikupljenih refleksija 12985 19733
Nezavisne refleksije, Rint 0.0256 0.0244
Podaci/parametri 5009/300 5362/337
Faktor primerenosti, S° 1,044 1,163
Krajnji R1/wWR2 indeksi

0,0426/0,1062 0,0598/0,1470

[1>206(1)]

Krajnji R1/wWR2 indeksi

0,0537/0,1127 0,0702/0,1528

(svi podaci)

Maksimum/minimum preostale

elektronske gustine, Apmax/Apmin  0,600/-0,435
(e/A3)

0,704/-0,620

3.4.2. Rendgenska strukturna analiza kompleksa 3

Kristalna struktura kompleksa 3 je takode odredena rendgenskom strukturnom analizom
monokristala, pri ¢emu su difrakcioni podaci za ovo jedinjenje prikupljeni na Agilent SuperNova
difraktometru opremljenom ogledalskim monohromatskim MoKo zraéenjem (1 = 0,71073 A) sa
dvostrukim izvorom zracenja i Atlas detektorom. Podaci su obradeni koris¢enjem CrysAlis PRO
programa [151], a kristalna struktura je reSena pomocu softvera SIR92 [157] i uta¢njena metodom
najmanjih kvadrata pune matrice na F? pomoc¢u programa SHELXL-2016 [158]. Svi atomi osim
vodonika uta¢njeni su anizotropno. VVodonikov atom vezan za atom azota oznacen kao N2 je lociran
na diferentnoj Furijeovoj mapi i uta¢njen koris¢enjem DFIX instrukcije o ograni¢enju rastojanja gde
je d(N-H) = 0,86 A, sa Uiso(H) vredno$éu ograni¢enom na 1,2 Ueq odgovarajuéeg N atoma. Svi ostali
vodonikovi atomi su smeSteni u geometrijski izracunate polozaje i utacnjeni koris¢enjem riding
modela. Fluorov atom oznaéen kao F4 iz BF4~ anjona je uta¢njen koris¢enjem PART instrukcije i
modelovan u dva polozaja u razmeri 55:45. Svi rezultati proistekli iz kristalografske analize, kao i
parametri za uta¢njavanje kristalne strukture, prikazani su u Tabeli 7. Kristalografski informacioni
fajl za kompleks 3 je deponovan u CSD pod brojem 2271001.
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Tabela 7. Kristalografski podaci za kompleks 3.

Molekulska formula Ca2sH3sB2Cu2FsN1602
Molarna masa (g/mol) 931,44
Velicina kristala (mm) 0,50x0,40x0,10
Boja kristala Zelena
Kristalni sistem Triklini¢ni
Prostorna grupa P1

a(A) 7,8476(3)
b (A) 9,8765(6)
c(A) 13,2990(9)
a (9 110,341(6)
B ©) 103,742(5)
v (%) 92,524(4)
V (A% 929,70(10)
Z 1
Izradunata gustina (Mg/m?®) 1,664
F(000) 474

Broj prikupljenih refleksija 8891

Broj nezavisnih refleksija 4259

Rint 0,0430
Broj uocenih refleksija 3639

Broj parametara 279
R[I>2s(D)]? 0,0595
WR; (svi podaci)® 0,1815
Faktor primerenosti, S° 1,051

Maksimum/minimum preostale
elektronske gustine, Apmax/Apmin 0,88/-0,80
(e/A3)

R =YlIFo| — [Fel[/XIFol.
"WR2 = {T[W(Fo® — Fe)1/ Y [w(Fo®)}.
S = {Y[(Fo? — F2)?2/(n/p}Y?, gde je n broj refleksija, a p ukupan broj uta¢njenih parametara.
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3.5. Bioloska aktivnost

3.5.1. Antimikrobna aktivnost

In vitro antibakterijska aktivnost je ispitana na Cetiri soja Gram-pozitivnih bakterija: Bacillus
subtilis ATCC 6633, Clostridium sporogenes ATCC 19404, Kocuria rhizophila ATCC 9341 i
Staphylococcus aureus ATCC 6538, kao i na Cetiri soja Gram-negativnih bakterija: Proteus hauseri
ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i Salmonella
enterica ATCC 13076. Antifungalna aktivnost je ispitana na tri soja gljivica: Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404, Candida albicans ATCC 10231 i Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti kompleksa primenjena je dupla diluciona metoda u
mikrotitar plocama. Za odredivanje antibakterijske aktivnosti koris¢en je Mueller-Hinton bujon, a
za odredivanje antifungalne aktivnosti kori$¢en je Sabouraud dekstrozni bujon. Za potrebe ovog
eksperimenta kori$¢ena je miktrotitar ploca sa 96 bunarci¢a koji su punjeni sa po 100 uLL Mieller-
Hinton bujona, za bakterije, odnosno Sabouraud dekstroznog bujona, za gljivice. Potom je u svaki
bunar¢i¢ dodato po 100 pL rastvora ispitivanih jedinjenja rastvorenih u DMSO, koncentracije 10
mg/mL. Svaki bunar je inokulisan sa 10 L bakterijskih kultura (10° éelija/uL), odnosno sa 10 pL
gljiviénih sojeva (10° spora/uL). Bakterijski sojevi su inkubirani na 37 °C tokom 24 h. Kao pozitivna
kontrolna proba kori$é¢en je amikacin, a kao negativna kontrolna proba voda. Gljivi¢ni sojevi su
inkubirani na 28 °C tokom 48 h. Flukonazol je kori$¢en kao pozitivna kontrolna proba, a DMSO kao
negativna kontrolna proba. MIC vrednost je odredena kao najniza koncentracija jedinjenja pri kojoj
se ne uocava vidljivi rast mikroorganizama.

3.5.2. Test toksi¢nosti na ra¢i¢ima Artemia salina

Test toksi¢nosti na ra¢i¢ima je raden na sveze izleglim larvama racica Artemia salina.
Jedinjenja su rastvorena u DMSO i razli¢ite mase (0,01-1 mg) su dodate u vestacku morsku vodu sa
10-20 larvi. Nakon 24 h osvetljavanja na sobnoj temperaturi, Zive i mrtve larve su prebrojane i
statisticki analizirane. LCso je definisana kao koncentracija jedinjenja koja je uzrokovala smrt
50 % larvi raci¢a. Svi uzorci su radeni u triplikatu.

3.5.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH test)

Antioksidativna aktivnost inicijalne soli bakra(Il), odgovarajucih liganada i sintetisanih
kompleksa odredena je DPPH testom Koji se zasniva na neutralisanju 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikala. Sve ispitivane supstance rastvorene su u DMSO, u koncentraciji 10 mg/mL. Po 50 pL
rastvora svake od ispitivanih supstanci dodato je u bunaré¢i¢e mikrotitar ploce, i to u dva reda: u prvom
redu je merena apsorbanca rastvora samih supstanci pri ¢emu je u svaki bunar¢i¢ dodavano jo$ po
100 pL metanola, dok je u drugom redu ispitivana njihova antioksidativna aktivnost i u ove bunarcice
je dodavano jos po 100 pL sveZe pripremljenog metanolnog rastvora DPPH, koncentracije 6,85-10°°
mol/L. Kontrolna proba je sadrzala 50 uLL. DMSO. Krajnji opseg koncentracija ispitivanih supstanci
bio je od 3330 pg/mL do 3,3 ug/mL. Nakon inkubacije na 37 °C u trajanju od 30 minuta, u mraku,
izmerena je apsorbanca na 517 nm. Sva merenja su radena u triplikatu i antioksidativna aktivnost
ispitivanih jedinjenja izracunata je primenom sledece jednacine (2):

100 X (Agontrola— (Auzorak = Ao)) g
ontrola uzoral ; Jednacina (2)

Aktivnost neutralisanja DPPH (%) =

Agontrola

pri cemu je Axontrola @psorbanca rastvora DPPH u kontrolnoj probi, Auorak je apsorbanca rastvora
DPPH u ispitivanim supstancama, dok je Ao apsorbanca rastvora ispitivanih jedinjenja s obzirom na
to da su i sama obojena. ICso (inhibitorna koncentracija) je definisana kao koncentracija
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antioksidativnog agensa koja je potrebna da se koncentracija pocetnog DPPH smanji za 50 % i
izraCunata je na osnovu grafika zavisnosti antioksidativne aktivnosti jedinjenja od njihove
koncentracije. Askorbinska kiselina je koris¢ena kao pozitivna kontrolna proba.

3.5.4. Citotoksi¢nost kompleksa 1i 2

Citotoksi¢nost kompleksa 1 i 2, kao i njihovih prekursora, ispitivana je na pet ljudskih
malignih celijskih linija: ¢elijama adenokarcinoma cerviksa (HeLa), ¢elijama melanoma (A375),
¢elijama raka pluca (A549), ¢elijama adenokarcinoma prostate (PC-3), ¢elijama adenokarcinoma
dojke (MCF-7), kao i na normalnim ljudskim keratinocitnim ¢elijama (HaCaT). Navedene cCelijske
linije su odrzavane u RPMI-1640 nutritivnom medijumu koji je sadrzao 10 % govedeg fetalnog
seruma, 2 mM L-glutamin, 25 mM HEPES pufer i rastvor smeSe penicilina i streptomicina
(100 U/mL penicilina i 0,1 mg/mL streptomicina). Celije su gajene na 37 °C u atmosferi sa
poveéanom vlazno$¢u vazduha i 5 % CO». HeLa (3000 ¢elija po bunaru), A375 (3000 ¢elija po
bunaru), A549 (5000 ¢elija po bunaru), PC-3 (5000 ¢elija po bunaru), MCF7 (7000 ¢elija po bunaru)
i HaCaT (7000 ¢elija po bunaru) ¢elije su zasejane na mikrotitar plo¢u i nakon 20 sati su tretirane sa
pet razli¢itih koncentracija kompleksa 1 i 2, kao i njihovih prekursora. Opseg koncentracija svih
ispitanih jedinjenja dat je u Tabeli 8. U kontrolne uzorke ¢elija dodat je samo nutritivni medijum.

Tabela 8. Opseg koncentracija ispitivanih jedinjenja tokom
odredivanja njihove citotoksicnosti.

Ispitivane supstance  Opseg koncentracija (LM)

Cu(BF4)2-6H20 12,5 - 200
bipy 12,5 - 200
phen-HCI 6,25 - 100
HL! 12,5-200
kompleks 1 6,25 - 100
kompleks 2 0,625-10

Nakon 72 h inkubacije ¢elija sa ispitivanim jedinjenjima njihova citotoksi¢nost odredena je
primenom MTT testa po metodi koju je prvobitno osmislio Mosmann [159], a modifikovali su je
Ohno i Abe [160]. MTT test predstavlja kolorimetrijski test kojim se odreduje sposobnost zivih ¢elija
da redukuju tetrazolijum so (MTT) zute boje u formazan, koji se tom prilikom izdvaja kao precipitat
ljubicaste boje (Slika 9). U cilju rastvaranja nastalog taloga smesi se dodaje SDS, a ovako rastvoren
formazan apsorbuje svetlost u vidljivom delu spektra, sa apsorpcionim maksimumom na oko 570 nm.
Koli¢ina formazana koji nastaje redukcijom MTT direktno je u korelaciji sa brojem vijabilnih
(prezivelih) ¢elija.

Konkretno, u nasim eksperimentima u svaki bunar sa zasejanim ¢elijama 1 ispitivanim
jedinjenjima dodato je po 10 pL MTT rastvora, koncentracije 5 mg/mL u PBS-u, a potom su uzorci
inkubirani na 37 °C tokom 4 h. Nakon inkubacije, u svaki uzorak u bunaru dodato je po 100 pL 10 %
rastvora SDS. Apsorbanca je merena sledeceg dana na 570 nm.
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3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenil-formazan
(MTT) (formazan)

Slika 9. Redukcija zute tetrazolijum soli (MTT) u ljubicasti formazan.

ICso je definisana kao koncentracija jedinjenja koja smanjuje vijabilnost (sposobnost za
prezivljavanje) celija za 50 %. Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu. Hemoterapeutski lek
cisplatin koriscen je kao pozitivna kontrolna proba.

3.5.5. Genotoksi¢nost i antigenotoksi¢nost kompleksa 112

Za potrebe ispitivanja genotoksi¢nog i antigenotoksi¢nog potencijala kompleksa 1 i 2
pripremljeni su rastvori ovih jedinjenja u smesi PBS/DMSO (98:2, v:v), | to u razli¢itim
koncentracijama: 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM i 5 puM. Uzorci periferne krvi prikupljeni su u
heparizovane posude uzorkovanjem kapilarne krvi iz prsta tri zdrava volontera (dve Zene i jednog
muskarca, uzrasta od 18 do 40 godina) i koriS¢eni su svezi u daljem toku eksperimenata. Protokol i
dozvola za izradu eksperimenata odobreni su od strane Eticke komisije Farmaceutskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu (dozvola br. 1103/2).

Dva eksperimentalna dizajna su izvedena za potrebe ovog rada — ispitivanje genotoksi¢nog i
ispitivanje antigenotoksi¢nog potencijala. Ispitivanje genotoksi¢nog potencijala odredeno je
inkubiranjem celija sa rastvorima kompleksa 1 i 2, na temperaturi od 37 °C u trajanju od 30 min. Za
potrebe ovog eksperimenta celije tretirane samo PBS-om koriS¢ene su kao kontrolna proba. Za
ispitivanje antigenotoksi¢nog potencijala kompleksa na humanim perifernim éelijama krvi koris¢en
je ,post-tretman® protokol u kome su Celije prvo izloZene oksidativnom stresu pomoc¢u vodonik-
peroksida, a potom tretirane ispitivanim kompleksima. Na staklene mikroskopske plocice naneti su
uzorci pune krvi koji su odmah tretirani 70 puM H20: i ostavljeni na 4 °C tokom 20 min, zatim su
¢elije isprane PBS-om i inkubirane na 37 °C tokom 30 min zajedno sa rastvorima kompleksa 1 i 2
gorepomenutih koncentracija. Kao kontrolna proba u ovom eksperimentu koriséene su ¢elije tretirane
samo vodonik-peroksidom.

3.5.5.1. Elektroforeza pojedina¢nih éelija — komet test

U cilju odredivanja nivoa DNK ostecenja izvedena je elektroforeza pojedinacnih celija,
odnosno komet test, po protokolu od ranije poznatom u literaturi [161]. Komet test predstavlja
jednostavnu, brzu i osetljivu metodu za detekciju primarnih oste¢enja DNK [162] koja se moze
primeniti u in vitro, ex vivo i in vivo sistemima, a razvijena je jo$ 1984. godine [163]. Prednosti komet
testa u odnosu na druge citogeneticke metode za pracenje oStecenja DNK su mnogobrojne, a pored
jednostavnosti i visoke osetljivosti, ovom metodom je moguce dobiti pouzdan rezultat na relativno
malom broju ¢elija — dovoljno je analizirati do 100 ¢elija po uzorku. Iz ovih razloga, komet test je
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postao veoma primenjiv u genotoksikoloSkim istrazivanjima, kao i1 u evaluaciji antigenotoksi¢nih
svojstava prirodnih antioksidanasa [164].

Komet test se zasniva na migraciji denaturisane DNK u toku elektroforeze, §to zapravo
podrazumeva da negativno naelektrisani fragmenti DNK migriraju kroz agarozni gel u elektricnom
polju ka pozitivno naelektrisanoj anodi. U slucaju oSte¢enja DNK na mikroskopu su uocljive strukture
koje podsecaju na komete, sa glavom koja predstavlja nukleoid (regija koja sadrzi neosteéeni genetski
materijal poreklom iz nukleusa, ali nije ogradena jedrovom membranom) i repom koji sadrzi DNK
fragmente koji su migrirali. Daljina migracije i koli¢ina migrirane DNK direktno ukazuju na nivo
oSte¢enja DNK [165,166]. U zavisnosti od stepena oSte¢enja — duzine repa i gustine fragmentisane
DNK u repu, komete se mogu vizuelno okarakterisati i svrstati u pet klasa, sto je prikazano u Tabeli
9 [167].

Tabela 9. Klasifikacija kometa uz vizuelni prikaz oste¢enja DNK tokom komet testa.

Procenat ostecenja Klasifikacija nivoa

Klasa kometa Vizuelni prikaz

DNK oSte¢enja DNK
A <5% neostecena
B 5-20 % oStecenja niskog nivoa
C 20-40 % srednji nivo ostecenja
D 40-95 % visok nivo osteéenja
E >95 % potpuno otecenje

29



Za potrebe nasih eksperimenata, mikroskopske plocice su pripremljene oblaganjem 1 %
agarozom normalne tacke topljenja (NMPA) i ostavljene da se suse na sobnoj temperaturi dva dana.
Nakon toga, suspenzija koja je sadrzala 6 uL cele krvi suspendovane u 94 uL 0,67 % agaroze niske
tacke topljenja (LMPA) pipetirana je na mikroskopske plocCice, ravnomerno rasirena pokrovnim
staklom i ostavljena na 4 °C tokom 10 min da se ucvrsti. Nakon pazljivog uklanjanja pokrovnih
stakala, suspenzije c¢elija na ploCicama podvrgnute su odgovarajuéim prethodno opisanim
tretmanima, zavisno od vrste eksperimenta.

Nakon adekvatnih ¢elijskih tretmana, mikroskopske ploc¢ice su isprane PBS-om, prekrivene
jo$ jednim slojem 0,5 % LMPA i ostavljene na 4 °C tokom 10 min da bi se agarozni gel na njima
ucvrstio. Posle pazljivog uklanjanja pokrovnih stakala kako se gel ne bi oStetio, sve ploCice su
uronjene u hladni lizirajuéi pufer koji je sadrzao 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA i 10 mM TRIS pufer
pH vrednosti podesene pomo¢u NaOH na pH 10. Plocice su ostavljene u liziraju¢em puferu na 4 °C
tokom no¢i. Nakon ovoga, plocice su postavljene u horizontalnu kadicu za elektroforezu i ostavljene
30 min u hladnom sveze pripremljenom rastvoru za elektroforezu (10 M NaOH, 200 mM EDTA,
dH20) kako bi doslo do odmotavanja DNK lanaca. Elektroforeza je radena na 25 V sa strujom od 300
mA, u trajanju od 30 min, a po njenom zavrSetku mikroskopske ploCice su isprane tri puta
neutraliSu¢im puferom (0,4 M TRIS pufer pH vrednosti 7,5) a potom i destilovanom vodom, nakon
Cega je na plocCice nanet etidijum-bromid. Komete su vizuelno analizirane 15 min nakon nanoSenja
etidijum-bromida, a evaluacija DNK os$tecenja izvedena je odredivanjem koli¢ine DNK koja je
otpustena iz jedra. Za svaku mikroskopsku plocicu analizirano je po 100 kometa koje su potom
klasifikovane u kategorije/klase na prethodno opisan naéin, prikazan u Tabeli 9. Ukupni stepen DNK
oStecenja izrazen je kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti (SEM) broja kometa
sa migriranom DNK (broja kometa koje pripadaju klasama B, C, D i E).

Statisticki znacaj dobijenih rezultata odreden je primenom analize varijansi (ANOVA) sa
Tukey-ovim post-hoc testom za uporedivanje vrednosti razlicitih tretmana sa odgovaraju¢om
kontrolom. Razlike na nivou P < 0,05 su uzete kao statisticki znacajne, a analiza je izvedena
primenom GraphPad Prism 5.0 softvera [168].
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Sinteze

4.1.1. Sinteza liganda HL2CI

Sinteza liganda HL?CIl, (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-il)etiliden)hidrazineil)-
-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-1-aminijum-hlorida, izvrSena je u dva koraka prikazana na Slici 10.
Nakon acetilovanja 7-bromo-6-azaindola, dobijeni 7-acetil-6-azaindol je reagovao sa Zirarovim T
reagensom u molarnom odnosu 1:1 i tom prilikom nastao je ligand HL2CI.

|
/
~H;3N N 2
s \ ~ .)J\/ +_\ v 11

| AN \ 1. Mg / anhid. Et,0 _ I \\ ﬁ Cl _ \%1~ 10 1:

N AN 2. CHyCOCI FeCl. -60°C N _#~N MeOH /|

H (1 ekv)) (2 mol %) H 1

Br
0

Slika 10. Skraéeni prikaz sinteze liganda HL2CI.

Ligand HL2CI okarakterisan je IC i NMR spektroskopijom. U IC spektru uoc¢avaju se $iroka
valenciona vibraciona traka na 3377 cm™, koja odgovara N—H vezi pirolovog azotovog atoma, kao i
traka velikog intenziteta na 1703 cm koja poti¢e od valencione vibracije C=0 veze karbonilne
grupe. NMR spektroskopijom omogucena je detaljnija karakterizacija nastalog liganda, pri cemu je
numeracija atoma identi¢na onoj sa Slike 10. U *H NMR spektru (Slika P9) uo¢ava se signal na 11,66
ppm koji poti¢e od H atoma vezanog za N2 atom (azotov atom pirolovog prstena), kao i signal na
11,50 ppm koji pripada H atomu vezanom za N4 atom. Signali protona vezanih za atome C1, C2, C4
i C5 uocavaju se kao multipleti sa pomeranjima u opsegu 7,72 — 8,15 ppm. Dva metilenska
vodonikova atoma daju signal na pomeranju 4,91 ppm, a u HSQC spektru (Slika P11) uocava se
njihovo sprezanje sa atomom ugljenika C11 (63,21 ppm u *3C NMR-u, Slika P10). Devet vodonikovih
atoma koji pripadaju trima metil-grupama ugljenika oznacenih kao C12 nalaze se na pomeranju 3,34
ppm i u HSQC spektru potvrdeno je njihovo sprezanje sa C12 atomima (53,74 ppm u *C NMR-u).

Ligand HL2CI, predstavlja a-diiminski ligand koji pored dva iminska azota (N1 i N3) ima jo§
tri potencijalna ligatorska atoma — karbonilni kiseonik, azotov atom pirolovog prstena (N2), kao i
terminalni hidrazonski azot (N4). Detaljniji podaci o nacinu koordinacije liganda HL2CI za jon
bakra(ll) u kompleksu 3, dobijeni spektroskopskom i rendgenskom analizom, bi¢e opisani u
Poglavljima 4.1.3.14.2.3.
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4.1.2. Sinteze kompleksa 1i 2

Kompleksi 1 i 2 su dobijeni u reakciji Cu(BF4)2-6H20, deprotonovanog oblika
4-(dietilamino)salicilaldehida (L?) i a-diiminskog liganda (2,2’-bipiridina i 1,10-fenantrolina, redom)
u molskom odnosu 1:2:1. Obe reakcije izvodene su u metanolu, a njihove sinteze prikazane su na
Slikama 111 12, redom.

_ -1+
—0 \
— X /
o- — \,Cu?*
/ \ CH3;OH A »
Cu(BF4)2+6H2O + + \ / — = 0] 0] BF4+0.,5 H O
1 ekv N == N |
> 1 ekv
N
2 ekv

Slika 11. Shematski prikaz sinteze kompleksa 1.

2BF,

1 ekv
- / 1 ekv

—0
o : g \>_> CH30H/CH:CN (1:1
Cu(BFy),:6H,0 + <§ + / \ \ / l—()b
N =N N
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_ S

Slika 12. Shematski prikaz sinteze kompleksa 2.

Posmatranjem UV spektara liganada 1 kompleksa (Slike P1 1 P2) uocava se intenzivan pik na
342 nm koji se pojavljuje i u spektru liganda HL! i u spektrima kompleksa 1 i 2. Traka na
342 nm odgovara zabranjenom n — zw* prelazu koji potice od apsorpcije benzenovog prstena
supstituisanog aldehidnom hromoforom, kao i auksohromama —OH i —-N(CH2CH3). u orto- i para-
polozajima, redom [169]. Intenzivne trake u spektrima liganada 2,2’-bipiridina i
1,10-fenantrolina poticu od dozvoljenih m — =n* prelaza, a pojavljuju se na talasnim duZinama
277 nm i 259 nm, redom. Ove trake javljaju se i u spektrima odgovaraju¢ih kompleksa na priblizno
sli¢nim vrednostima talasnih duzina, 256 nm u kompleksu 1, odnosno 266 nm u kompleksu 2. Ovi
podaci zajedno ukazuju na koordinaciju gorepomenutih liganada za jone Cu(ll). Vis spektar
kompleksa 1 i 2 (Slika P3) pokazuje jednu Siroku traku na 615 nm za kompleks 1, odnosno na 627
nm za kompleks 2. Ove trake odgovaraju prelazima d,z,dyy,dy;, dy, — dy2_y2. Apsorpcioni

maksimum koji je u kompleksu 1 pomeren ka nizoj talasnoj duzini (vi$oj energiji) u odnosu na
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maksimum u kompleksu 2 odgovara Cinjenici da je ligandno polje u kvadratno-planarnom kompleksu
1 jace od ligandnog polja u kvadratno-piramidalnom kompleksu 2.

IC spektroskopijom potvrdeno je deprotonovanije liganda HL?, 4-(dietilamino)salicilaldehida,
kao 1 nacin na koji se on i a-diiminski ligandi vezuju za centralni jon metala. Naime, valencione i
deformacione vibracione trake karakteristi¢ne za fenolnu grupu pojavljuju se u IC spektru liganda
HL! na talasnim brojevima 3200 cm™?, odnosno 1410 cm2, redom (Slika P4). Ove trake izostaju u
spektrima kompleksa 1 (Slika P5) i kompleksa 2 (Slika P6), $to jasno ukazuje na deprotonovanje
fenolatnog kiseonikovog atoma. Traka koja potic¢e od C—O valencione vibracije fenolatne grupe u IC
spektru liganda nalazi se na 1242 cm™, dok se u spektrima kompleksa 1 i 2 ova traka pomera na
1252 cmL, §to je posledica koordinacije fenolatnog kiseonika za jon Cu(Il). Takode, traka koja potice
od valencione vibracije C=0 veze aldehidne grupe u spektru liganda nalazi se na 1629 cm?, dok se
u spektrima kompleksa ova traka pomera ka nizim talasnim brojevima, konkretno na 1612 cm™ za
kompleks 1, odnosno na 1611 cm™* za kompleks 2. Ovo ukazuje na moguénost bidentatnog vezivanja
liganda HL! i njegovu koordinaciju i preko karbonilnog kiseonikovog atoma za jon Cu(ll). Trake
jakog intenziteta na ~1580 cm ™ koje odgovaraju valencionim vibracijama aromati¢nih C=N veza a-
diiminskih liganada prisutne su u spektrima kompleksa 1 i 2, §to govori o koordinaciji a-diiminskih
liganada preko azotovih atoma.

ESI-MS spektar kompleksa 1 (Slika P7) pokazao je prisustvo molekulskog jona
[C21H22CUN30O2]* sa vrednoséu m/z 411,0993, §to odgovara ovom mononuklearnom kompleksu.
Maseni spektar kompleksa 2 (Slika P8) pokazuje kao osnovni jon zapravo molekulski jon
[C23H22CuN3O2]* sa m/z vrednoséu 435,0993. Na osnovu ovog podatka, moze se zakljuéiti da u
rastvoru DMSO-a dinuklearni kompleks 2 postoji u svom monomernom obliku.

4.1.3. Sinteza kompleksa 3

Kompleks 3 je dobijen u reakciji polazne soli bakra, Cu(BFa4)2-6H20, liganda HL2CI i
natrijum-azida, u molskom odnosu 1:1:4. Kao rastvara¢ kori$¢ena je smeSa metanola i vode u
zapreminskom odnosu 1:4, a sinteza kompleksa 3 prikazana je na Slici 13.

ol H
N~ N & Cu(BF,),"6H,0, NaN;
P (1Eq)  (4Eq)
0 MeOH/H,0

(1 Eq)

Slika 13. Shematski prikaz sinteze kompleksa 3.
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Primenom IC spektroskopije i poredenjem spektara samog liganda HL2Cl (Slika P12) i
kompleksa 3 (Slika P13) potvrdeno je deprotonovanje liganda i njegova koordinacija za jon Cu(ll)
preko pirolovog azotovog atoma iz 6-azaindolskog prstena. Naime, Siroka valenciona vibraciona
traka koja odgovara ovoj N—H vezi u spektru liganda nalazi se na 3377 cm™2, a izostaje u spektru
kompleksa. Intenzivna traka koja se pojavljuje samo u spektru kompleksa na 2063 cm jasno ukazuje
na prisustvo N3~ grupe u strukturi kompleksa.

U spektru liganda takode se nalazi veoma intenzivna traka na 1703 cm™ koja poti¢e od
valencione vibracije C=0 veze karbonilne grupe. U spektru kompleksa ova traka izostaje, a umesto
nje pojavljuje se intenzivna traka na 1034 cm™ koja poti¢e od valencione vibracije C—O veze. Ovi
podaci ukazuju na postojanje amid-iminol tautomerije koja dovodi do delokalizacije elektronskog
para karbonilne grupe prema kiseoniku, $to ima za posledicu koordinaciju liganda preko sada
negativno naelektrisanog kiseonikovog atoma. Kao NNO- donorska Sifova baza ligand HL2CI
koordinacijom za jon Cu(ll) formira jedan petoclani i jedan SestoClani helatni prsten koji znacajno
stabilizuju strukturu novonastalog kompleksa 3, o ¢emu ¢e vise biti re¢i u Poglavlju 4.2.3.
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4.2. Opis kristalnih struktura

Deprotonovani oblik liganda 4-(dietilamino)salicilaldehida, L, sa jonom Cu(ll) i dva razli¢ita
a-diiminska liganda, bipy i phen, formira dva kompleksa razli¢ite nuklearnosti — mononuklearni
kompleks 1 i dinuklearni kompleks 2. Mononuklearni kompleks 1 ima kvadratno-planarnu geometriju
oko centralnog jona metala koju formiraju fenolatni i karbonilni kiseonikovi atomi liganda L2, i dva
atoma azota iz 2,2’-bipiridina. Ovaj kompleks kristalise u triklinicnom kristalnom sistemu i pripada
prostornoj grupi P1.

Dinuklearni kompleks 2 nastao u reakciji deprotonovanog liganda L* sa jonom Cu(ll) i 1,10-
fenantrolinom kristaliSe u monoklinicnom kristalnom sistemu i pripada prostornoj grupi P2i/c.
Geometrija oko svakog jona Cu(ll) je izduZena kvadratna piramida sa bazalnom ravni koju ¢ine
fenolatni i karbonilni kiseonikovi atomi deprotonovanog liganda L!, i dva atoma azota iz
1,10-fenantrolina, dok apikalni polozaj pripada fenolathom kiseonikovom atomu koji je koordinovan
za jon Cu(Il) naspramne asimetri¢ne jedinice.

Ligand HL?Cl zajedno sa azidnim ligandom i jonom Cu(Il) uéestvuje u formiranju
dinuklearnog kompleksa 3 koji kristalise u triklini¢noj kristalnom sistemu prostorne grupe P1. Ovaj
kompleks karakteriSe geometrija izduZene kvadratne piramide oko svakog jona Cu(Il), pri ¢emu se
koordinacija za centralni jon metala vr§i preko NNO donorskog seta atoma liganda HL?Cl i dva
azotova atoma iz dva mostna azidna liganda, koji povezuju dve asimetri¢ne jedinice ovog
dinuklearnog kompleksa na dvostruki ,,end-to-end* (di-pi-1,3-N3) koordinacioni naéin.

4.2.1. Rendgenska strukturna analiza kompleksa 1

ORTEP prikaz molekulske strukture kompleksa 1 dat je na Slici 14, dok su vrednosti
odabranih duzina i uglova veza ovog kompleksa navedeni u Tabeli 10. Asimetri¢na jedinica
kompleksa 1 sastoji se iz [Cu(L!)(bipy)]* kompleksnog katjona, BF4~ anjona i molekula kristalne
vode sa okupacionim faktorom od 0,5. U kompleksnom katjonu, Cu(ll) jon se nalazi u blago
distorgovanom kvadratno-planarnom koordinacionom okruzenju koje ¢ine fenolatni i karbonilni
kiseonikovi atomi 4-(dietilamino)salicilaldehida, kao i dva donorska atoma azota iz
2,2’-bipiridina. Vrednosti duZine veza i uglova u saglasnosti su sa geometrijskim parametrima sli¢nih
kvadratno-planarnih kompleksa koji sadrze CuO2N2 hromoforu, a ¢ije su strukture i refkodovi
prikazani u Tabeli 11. Kao §to je i o¢ekivano, duzina Cul-O2 veze koju centralni jon metala bakra(ll)
ostvaruje sa fenolatnim kiseonikom kraca je od Cul-O1 veze koja se ostvaruje sa karbonilnim
kiseonikom, dok su dve Cu—-N veze sa azotovim atomima iz bipiridinskog prstena priblizno istih
duzina. U koordinacionom okruzenju bakra(Il) najveca angularna devijacija od kvadratno-planarne
geometrije uocena je kod N1-Cul-N2 ugla, u kome centralni jon metala ostvaruje vezu sa atomima
azota bipiridinskog prstena.
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Slika 14. ORTEP prikaz molekulske strukture kompleksa 1. Termalni elipsoidi su prikazani sa 50 %
verovatnoc¢e, a atomi vodonika su uklonjeni zbog preglednosti slike.

Tabela 10. Odabrane duzine i uglovi veza u kompleksu 1.

Tip veze Duzine veza [A]
Cul-01 1,913(2)
Cul-02 1,875(2)
Cul - N1 1,987(2)
Cul—N2 1,981(2)
Cc1-01 1,271(3)
C3-02 1,316(3)
C5-N3 1,348(3)
Tip veze Uglovi veza [°]
Ol1-Cul-02 94,84(8)
N1 - Cul - N2 81,59(8)
01 - Cul—N2 92,15(8)
02-Cul-N1 91,55(8)
O1-Cul - N1 172,83(8)
02— Cul - N2 172,67(8)
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Cetiri donorska atoma iz koordinacione sfere Cu(Il) jona su priblizno koplanarna (srednja
vrednost devijacije utacnjenih atoma iznosi 0,049) pri ¢emu Se najveca devijacija od srednje ravni
uodava kod bipiridinskog N1 atoma i iznosi 0,051(1) A. Sam Cu(ll) jon pokazuje neznatnu devijaciju
od koordinacione ravni koja iznosi 0,008(1) A. Sesto¢lani i peto¢lani helatni prstenovi koje centralni
jon metala gradi sa ligandima su takode gotovo u ravni (najveée devijacije iznose —0,054(2) A za 02
i 0,020(1) A za N2), dok diedarski uglovi izmedu koordinacione ravni i glavnih ravni aromati¢nih
prstenova liganada iznose 4,76(9) ° za 4-(dietilamino)salicilaldehid i 3,93(7) ° za 2.,2’-bipiridin.
Navedeni parametri ukazuju na to da je kompleksni katjon skoro planaran, sa izuzetkom C atoma koji
pripadaju dietilamino- grupi deprotonovanog liganda L.

Slika 15. Kristalno pakovanje kompleksa 1 u kome su prikazane C-H--‘F vodoni¢ne interakcije
zaduzene za formiranje lanca duz [111] pravca.

Planarne kompleksne jedinice poredane su u kristalnu strukturu u vidu slojeva (Slika 15), pri
¢emu rastojanje izmedu dve naspramne kompleksne jedinice susednih ravni iznosi 3,382 A, dok
diedarski ugao izmedu ovih ravni iznosi 0,0 ° (glavna ravan jedne planarne kompleksne jedinice
definisana je svim atomima koji se nalaze u toj ravni izuzev vodonika). U ovakvom uredenju,
fenolatni O2 atom iz centrosimetri¢nog [Cu(L!)(bipy)]* katjona prilazi slobodnom aksijalnom mestu
susednog jona metala na rastojanju koje iznosi 3,166 A za Cu---02', grade¢i pritom Cul — 02' — Cu1'
ugao od 89,19 ° (simetrijske operacije: (i) —x + 1, -y + 1, —z + 1). Rastojanje izmedu najblizih Cu(II)
jona u ovakvoj strukturi iznosi 3,657(1) A. U okviru slabih n---m steking interakcija izmedu
kompleksnih jedinica, najkraca rastojanja izmedu dva centroida ostvaruje helatni prsten koji bipy
gradi sa jonom Cu(ll) jedne kompleksne jedinice i to sa: helatnim prstenom koje deprotonovani ligand
L' gradi sa jonom Cu(ll) druge kompleksne jedinice (3,669(1) A), i benzenovim prstenom
deprotonovanog liganda L* druge kompleksne jedinice (3,633(1) A).
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Tabela 11. Kvadratno-planarni kompleksi bakra(II) koji sadrze CuO2N2 hromoforu.

Kompleks Ligand (HL") Refkod Struktura
[referenca]

] L 3-bromosalicilna
[Cu(bipy)(L)]CIO4 iselina FUJPAD [170]

3,5-dihlorosalicilna DEYCAM

[Cu(phen)(L)] kiselina [171]

3-formilsalicilna

[Cu(phen)(L®)]-4H,0 o QIKBAP [172]
kiselina
3,5-
[Cu(phen)(LH] -H20  dib licil VIDBAM
u(phen . ibromosalicilna
P i o [173]
kiselina
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Vodoniéne interakcije zaduzene za formiranje 1D lanca duz pravca [111] u kristalnoj strukturi
kompleksa 1 navedene su u Tabeli 12, a ostvaruju se izmedu vodonikovih atoma aromati¢nih
prstenova i fluorovih atoma iz BF4~ jona.

Tabela 12. Vodoni¢ne interakcije zaduzene za formiranje 1D lanca duz pravca [111] u kristalnoj
strukturi kompleksa 1.

D-H---A D-H [A] H---A[A] D---A[A] D-H---A[]
C14-H14---F3 0,930 2,855 3,471 124,85
C15-H15---F3 0,929 2,824 3,453 126,03
C15-H15---F1 0,929 2,518 3,444 174,18
C18-H18---F1 0,931 2,715 3,643 175,43
C19-H19---F1 0,930 2,741 3,660 169,65
C19-H19---F4 0,930 2,897 3,527 126,19
C20-H20---F4 0,929 2,911 3,533 125,52

4.2.2. Rendgenska strukturna analiza kompleksa 2

Kristalna struktura kompleksa 2 sastoji se iz centrosimetricnog dimernog katjona
[Cuz(LY)2(phen)2]? i dva BF4~ anjona. U kompleksnom dimeru koordinaciona geometrija svakog
Cu(ll) centralnog jona metala se moze opisati kao izduzena kvadratna piramida sa bazalnom ravni
koju ¢ine fenolatni i karbonilni O donorski atomi liganda 4-(dietilamino)salicilaldehida, i dva N
donorska atoma 1,10-fenantrolina (Slika 16). Apikalni polozaj kvadratne piramide zauzima fenolatni
02' donorski atom koji pripada koorodinacionoj sferi Cu(ll)' jona naspramne asimetri¢ne jedinice
(simetrijske operacije: (i) —x + 2, -y + 1, —z + 1). Duzina Cu-O2' veze od 2,500(2) A uti¢e na
rastojanje izmedu dva Cu(Il) centra dve susedne asimetri¢ne jedinice dimernog katjona, koje iznosi
3,170(1) A, stvarajuéi pritom ugao Cu—O2'—Cu' veze od 91,4(2) °.

Asimetri¢na jedinica kompleksa 2, koja predstavlja jednu polovinu dimera, li¢i na kompleks
1. U poredenju sa monomernim kompleksom 1, kod kompleksa 2 uocava se ocekivana elongacija
Cu-0O i Cu-N koordinacionih veza koja je posledica 4 + 1 koordinacione geometrije oko centralnog
jona metala. Odabrani uglovi i duzine veza kod kompleksa 2 prikazani su u Tabeli 13. Donorski
atomi pokazuju malo vece odstupanje od glavne koordinacione ravni (srednja vrednost devijacije
utacnjenih atoma iznosi 0,107) pri cemu se najveca devijacija od ravni uocava kod fenantrolinskog
N1 atoma i iznosi 0,111(1) A. Sam Cu(II) jon lezi 0,096(1) A van ove ravni, priblizen apikalnom O2'
donorskom atomu. Ono $to predstavlja najznacajniju razliku izmedu jedne asimetri¢ne jedinice
kompleksa 2 i monomernog kompleksa 1 jeste diedarski ugao izmedu glavne koordinacione ravni i
4-(dietilamino)salicilaldehidnog prstena, koji u kompleksu 1 iznosi 5,3(1) °, a u kompleksu 2 njegova
je vrednost 15,3(1) °. Ove vrednosti ukazuju na znac¢ajno pomeranje 4-(dietilamino)salicilaldehidnog
prstena u odnosu na glavnu koordinacionu ravan u dimernoj strukturi kompleksa 2.
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Slika 16. ORTEP prikaz molekulske strukture kompleksa 2. Termalni elipsoidi su prikazani sa 30 %
verovatnoc¢e, a atomi vodonika su uklonjeni zbog preglednosti slike. Neoznaceni deo dimernog
molekula generisan je primenom simetrijske operacije: (i) x+2,-y +1,—z + 1.

U kristalnom pakovanju kompleksa 2 prikazanom na Slici 17. uocava se nekoliko razli¢itih
n---w steking interakcija. Unutar dinuklearnog kompleksnog katjona ostvaruju se steking interakcije
izmedu benzenovog prstena phen liganda jedne asimetri¢ne jedinice i benzenovog prstena
deprotonovanog liganda L! druge asimetri¢ne jedinice. Rastojanje izmedu centroida ova dva prstena
iznosi 3,710 A, dok diedarski ugao izmedu ravni koje sadrze ova dva prstena iznosi 17,42 °.
Posmatrajuci dve susedne dimerne jedinice u kristalnom pakovanju kompleksa 2 uvocavajusei - *n
steking interakcije izmedu fenantrolinskih prstenova dva susedna kompleksna katjona. Rastojanje
izmedu ravni koje sadrZe ova dva fenantrolinska prstena iznosi 3,377 A, sa diedarskim uglom izmedu
ravni od 0,007 °. C—H---F vodoni¢ne interakcije ilustrovane na Slici 17. zaduzene su za formiranje
lanca duz [110] pravca, a njihovi parametri prikazani su u Tabeli 14.

P

Gy -~
e T g Y~ L

Slika 17. Kristalno pakovanje kompleksa 2 u kome su prikazane vodoni¢ne interakcije zaduzene za
formiranje lanca duz [110] pravca.
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Tabela 13. Odabrane duzine i uglovi veza u kompleksu 2.

Tip veze Duzine veza [A]
Cul-01 1,922(3)
Cul-02 1,889(2)
Cul-01' 2,500(2)
Cul—N1 2,004(3)
Cul—N2 1,993(3)
C1-01 1,255(4)
C3-02 1,311(4)
C5-N3 1,351(5)
Tip veze Uglovi veza [°]
Ol1-Cul-02 94,62(10)
N1 - Cul— N2 82,42 (13)
O1-Cul—N2 92,09(12)
02 -Cul—N1 91,00(11)
O1-Cul—N1 166,87(12)
02— Cul—N2 173,28(12)
02— Cul- 02 88,61(9)
01— Cul - 02 103,10(10)
N1-Cul-02' 88,87(10)
N2 — Cul — 02! 89,90(10)

Simetrijska operacija: (i) x+2,-y+1,-z+ 1.

Tabela 14. Vodoniéne interakcije zaduZene za formiranje lanca duz pravca [110] u kristalnoj strukturi
kompleksa 2.

D-H---A D-H [A] H---A[A] D---A[A] D-H---A[]
C14-H14---F4A 0,930 2,333 3,109 140,72
C8-H8B---F2A 0,970 2,426 3,340 156,79

Pretragom Kembricke Kristalografske baze podataka pronadeni su strukturni podaci za Sest
dimernih kompleksa koji sadrze Cu(Il) kao centralni metalni jon, i ligande na bazi salicilaldehida i
fenantrolina. U Tabeli 15. dat je pregled struktura, kao i refkodovi ovih kompleksa. Od Sest
pronadenih kompleksa, tri imaju oktaedarsku geometriju oko centralnog metalnog jona Cu(II) sa malo
duzim Cu — O2 apikalnim vezama u odnosu na kompleks 2 (2,500 A), a koje imaju vrednosti: 2,765
A za FEPJALO1, 2,622 A za FUJYAK i 2,701 A za WIXBUC. Kod preostala tri kompleksa centralni
metalni jon Cu(II) ima koordinacioni broj 5 i geometriju izduzene iskrivljene kvadratne piramide, pri
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gemu duzine Cu—O2 apikalnih veza iznose: 2,569 A za KURQIY, 2,462 A za LIFGEO i 2,579 A za
NARZOY.

Tabela 15. Dinuklearni kompleksi bakra(II) koji sadrze 1igande na bazi fenantrolina i salicilaldehida.

Kompleks Ligand (HL") Refkod Struktura

N _ FEJPALOL
[Cuz(phen)2(L>)2(NO3)-] salicilaldehid
[174]
N _ FUJYAK
[Cuz(phen)2(L>)2(Cl04)2] salicilaldehid [175]

3,4,7,8-tetrametil- WIXBUC

5 6
[CltLRLRCUOR] 1 o fenantolin [274]
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4-hlorosalicilna KURQIY
[CU2(L7)2(phen)2] -2H2.0 o
kiselina [176]
3-metoksisalicilna  LIFGEO
[CUz(Lg)z(phen)z] -2H>0 o
kiselina [177]
4-metilsalicilna NARZQOY
[CUz(Lg)z(phen)z] -4H,0 o
kiselina [178]
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4.2.3. Rendgenska strukturna analiza kompleksa 3

Kristalna struktura kompleksa 3 sastoji se iz centrosimetri¢nog dinuklearnog kompleksnog
katjona [Cuz(L?)2(M13-N3)2]?* i dva BF4~ anjona, pri ¢emu jedna asimetri¢na jedinica sadrzi jedan
Cu(ll) jon, cviterjonski ligand HL2CI, azidni ligand N3 i jedan BF4~ kontra-jon. ORTEP prikaz
molekulske strukture kompleksa 3, kao i numeracija atoma, prikazani su na Slici 18. Centralni metalni
jon Cu(Il) nalazi se u pentakoordinovanom okruzenju koje ¢ine tri donorska atoma liganda HL?CI
(N1, N3i O1) kao i dva N atoma (N6 i N8?%) iz dva azidna mostna liganda koja povezuju dva Cu(ll)
centra na dvostruki ,.end-to-end* (di-p-1,3-N3) koordinacioni nacin (simetrijske operacije za (a): —Xx,
-y, =z + 1). Cul:---Cul? rastojanje izmedu dva Cu(II) centra, povezana mostnim azidnim ligandima
na ovaj na¢in, iznosi 4,8232(6) A. Odabrane duZine i uglovi veza prikazani su u Tabeli 16.

Slika 18. ORTEP prikaz molekulske strukture kompleksa 3. Termalni elipsoidi su prikazani sa 50 %
verovatnoce, a atomi vodonika su uklonjeni zbog preglednosti slike. Neozna¢eni delovi dimernog
molekula generisani su simetrijskom operacijom (a): —x, -y, -z + 1.

44



Tabela 16. Odabrane duzine i uglovi veza u kompleksu 3.

Tip veze Duzine veza [A] Tip veze Uglovi veza []
Cul-O1 1,930(3) O1-Cul-N6 92,72(13)
Cul-N1 1,972(3) 01-Cul-N1 170,34(13)
Cul-N3 1,975(3) N6-Cul-N1 93,99(14)
Cul-N6 1,957(3) 01-Cul-N3 82,34(13)
Cul-Ng? 2,426(4) N6-Cul-N3 167,13(14)
N3-C8 1,297(5) N1-Cul-N3 89,64(14)
N3-N4 1,391(5) 01-Cul-N8g® 91,62(14)
N4-C10 1,301(5) N6-Cul-Ng 95,51(14)
01-C10 1,287(5) N1-Cul-N§ 94,65(14)
N6-N7 1,188(5) N3-Cul-Ng 96,49(14)
N7-N8 1,157(5)

Simetrijska operacija: (a) —x, -y, -z + 1

Koordinaciono okruzenje oko Cu(ll) jona se opisuje kao aksijalno izduzena kvadratna
piramida sa indeksom trigonalnosti (ts) = 0,05. Parametar 15 se racuna po jednacini (3) i moze imati
vrednosti od 0 za geometriju kvadratne piramide, do 1,00 za regularnu trigonalno-bipiramidalnu
geometriju:

_ B-o
60

pri ¢emu su a i ff dva najveca ugla oko centralnog metalnog jona. Konkretno, u kompleksu 3, duzine
Getiri veze u bazalnoj ravni kvadratne piramide iznose: za Cul-N1 1,972(3) A, za Cu1-N3 1.975(3)
A, za Cul-0O1 1,930(3) A i za Cul-N6 1,957(3) A, dok duzina apikalne veze Cul-N8? iznosi
2,426(4) A. Mostni azidni ligandi su na asimetri¢ni (bazalno-apikalni) nadin vezani za centralne
metalne jone, tako da se bazalne i apikalne Cu—N veze znatno razlikuju u duzinama. Tridentatha NNO
koordinacija za Cu(II), koja poti¢e od liganda HL?Cl, formira jedan Sesto¢lani helatni prsten (Cu—N—
C—C-C-N) i jedan petoc¢lani helatni prsten (Cu—N-N—-C-0) sa zajednickom Cul-N3 vezom. Ovi
helatni prstenovi nisu koplanarni, na $ta ukazuje diedarski ugao od 3,8 A izmedu ravni prstenova.
Kao sto je pomenuto kod duzina veza u bazalnoj ravni kvadratne piramide ovog kompleksa, duzina
Cul-N1 veze, koju centralni metalni jon gradi sa N atomom iz aromati¢nog prstena liganda HL2Cl,
iznosi 1,972(3) A'i sli¢na je duzini Cul-N3 veze, koju bakar(I1) formira sa N atomom iz imino- grupe
liganda HL2CI, a koja iznosi 1.975(3) A. U drugim Cu(ll) kompleksima sa NNO donorskim
hidrazonskim ligandima, gde ostvarivanjem veze sa centralnim metalnim jonom nastaju dva
petoclana helatna prstena, veze izmedu bakra(Il) i aromati¢nog azota (Cu—Nar) duze su nego veze
izmedu bakra(II) i iminskog azota (Cu—Nimin) [179,180].

Ts Jednadina (3)
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Slika 19. Kristalno pakovanje kompleksa 3 u kome su prikazane C—H---N vodoni¢ne interakcije, kao
I T+ -7 steking interakcije izmedu obelezenih centroida, koje se prostiru duz [110] pravca.

Kompleksni katjoni formiraju slojevitu strukturu prikazanu na Slici 19. zahvaljujuci
intermolekulskim C5-H5:--N8 vodoni¢nim interakcijama, kao i 7 -7 steking interakcijama koje se
prostiru duz pravca [110]. Rastojanje izmedu centroida dva heteroaromaticna prstena
(N2-C5-C4-C3-C7-C6) koji ostvaruju ove m---m steking interakcije iznosi 3,460 A, pri ¢emu
diedarski ugao izmedu ravni koje sadrze ove prstenove iznosi 0,0 °. Pored ovih interakcija, izmedu
kompleksnih katjona i jona BF4~ ostvaruju se N-H---F i C—H---F vodoni¢ne interakcije koje dodatno
stabilizuju kristalno pakovanje. Parametri svih navedenih vodoni¢nih interakcija prikazani su u
Tabeli 17.

Tabela 17. Vodoni¢ne interakcije zaduzene za formiranje kristalnog pakovanja kompleksa 3.

D-H---A D-H [A] H---A[A] D---A[A] D-H---A[°]
N2-H2N---F3 0,925 2,484 3,390 166,27
C4-H4---F4A 0,930 2,385 3,247 154,25

C5-H5---N8 0,930 2,522 3,369 151,47
C11-H11A.--F2 0,970 2,478 3,350 149,45
C11-H11B---F2 0,970 2,374 3,313 162,86
C14-H14A.--F1 0,960 2,547 3,459 158,67

C14-H14A.--F4A 0,960 2,485 3,182 129,44
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Pretragom Kembricke kristalografske baze podataka, koja je obuhvatala dinuklearne Cu(Il)
komplekse sa mostnim azidnim ligandima i hidrazonskim NNO- donorskim ligandima, pronadeno je
12 kristalnih struktura sa dvostrukim ,,end-on‘ (di-p-1,1-N3) na¢inom koordinacije mostnih azidnih
liganada [18-20,181-189]. Primenjenim parametrima pretrage ustanovljeno je da ne postoje sli¢ni
kompleksi koji sadrze dvostruki ,,end-to-end* (di-pi-1,3-N3) koordinacioni na¢in vezivanja mostnih
azidnih liganada, kakav postoji u kompleksu 3. Rezultati pretrage kristalografske baze podataka
prikazani su u Tabeli 18.

Tabela 18. Dinuklearni Cu(ll) kompleksi sa azidnim mostnim ligandima i hidrazonskim NNO-
donorskim ligandima.

CCDC brojevi Nacin vezivanja mostnih Broj atoma u helatnim

kompleksa azidnih liganada %%,:3};12?23 Reference
978363 dvostruki EO (di-z-1,1-N3) 5-5 [19]
843830 dvostruki EO (di-z+-1,1-N3) 5-5 [20]
615282 dvostruki EO (di-z+-1,1-N3) 5-5 [181]
704271 dvostruki EO (di-z-1,1-N3) 5-5 [182]
649737 dvostruki EO (di-z+-1,1-N3) 5-5 [183]
1920797 dvostruki EO (di-z-1,1-Na) 5-5 [184]
1886535 dvostruki EO (di--1,1-Na) 5-5 [185]
902698 dvostruki EO (di-z-1,1-N3) 5-5 [186]
1569840 dvostruki EO (di--1,1-Na) 5-5 [187]
797642 dvostruki EO (di--1,1-Na) 5-5 [188]
1945216 dvostruki EO (di-z-1,1-N3) 5-5 [18]
1983984 dvostruki EO (di--1,1-Na) 5-5 [189]
22710012 dvostruki EE (di-z-1,3-Na) 6-5 [190]

80vaj CCDC broj pripada kompleksu 3.
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4.3. Pretraga Kembricke kristalografske baze podataka

Pretragom Kembricke Kkristalografske baze podataka uz koriSéenje datih kriterijuma
pronadena je 761 kristalna struktura bipiridinskih kompleksa sa ukupno 3704 fragmenata koji
odgovaraju uslovima pretrage. Sa druge strane, u slu¢aju fenantrolinskih kompleksa pronadeno je 809
struktura sa ukupno 3536 fragmenata. Histogram zavisnosti broja struktura bipiridinskih kompleksa
od koordinacionog broja bakra prikazan je na Slici 20.
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Slika 20. Histogram zavisnosti broja struktura od koordinacionog broja bakra u bipiridinskim
kompleksima.

Analiza pokazuje da je u najve¢em broju pronadenih fragmenata bipiridinskih kompleksa
koordinacioni broj bakra pet (2350 fragmenata), zatim Sest (1066 fragmenata), cetiri (285
fragmenata), dok je u najmanjem broju sluc¢ajeva koordinacioni broj bakra tri (3 fragmenta). Sli¢na
raspodela moze se primetiti i u slucaju fenantrolinskih kompleksa bakra (Slika 21).
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Slika 21. Histogram zavisnosti broja struktura od koordinacionog broja bakra u fenantrolinskim
kompleksima.
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Analiza pokazuje da je u najvec¢em broju pronadenih fragmenata fenantrolinskih kompleksa
koordinacioni broj bakra pet (2340 fragmenata), zatim Sest (781 fragmenata), koordinacioni broj Cetiri
je primecen u 405 fragmenata dok je u najmanjem broju sluc¢ajeva koordinacioni broj bakra tri (10
fragmenta).

Geometrijski parametri preuzeti iz kristalnih struktura analizirani su i koriS¢eni za
proucavanje duzine veza izmedu centralnog jona metala i donorskog atoma iz liganada (Cu—N veza).
Rezultati su pokazali da prose¢na duzina Cu—N veze u bipiridinskim kompleksima bakra iznosi 2,027
A, dok prose¢na duzina Cu—N veze u fenantrolinskim kompleksima bakra iznosi 2,043 A. Raspodela
broja fragmenata u zavisnosti od duzina Cu—N veze data je na Slici 22. za bipiridinske komplekse,
odnosno na Slici 23. za fenantrolinske komplekse.

Analiza raspodele duzina Cu—N veza kod bipiridinskih kompleksa pokazuje da se u najveéem
broju fragmenata duzine Cu—N veza nalaze u intervalu od 2,0 do 2,1 A, uz veliki broj duzina veza u
rastojanju od 1,9 do 2,0 A. Upravo u ovom opsegu nalaze se i duzine Cu—N veza u kompleksu 1 — za
Cul-N1 vezu duzina iznosi 1,987 A, dok za Cul-N2 vezu duzina je 1,981 A.
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Slika 22. Histogram zavisnosti broja struktura od duzine Cu—N veze u bipiridinskim kompleksima.
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Slika 23. Histogram zavisnosti broja struktura od duzine Cu—N veze u fenantrolinskim kompleksima.
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U slucaju fenantrolinskih kompleksa, analiza raspodele duzina Cu—N veza pokazuje da se u
najveéem broju fragmenata duzine Cu—N veza nalaze u intervalu od 2,0 do 2,1 A. Moze se reéi da je
ovo donekle u skladu sa duzinama Cu—N veza u kompleksu 2, s obzirom na to da vrednosti za duzinu
ovih veza iznose 2,004 A za Cul-N1 vezu, odnosno 1,993 A za Cul-N2 vezu.

Vizuelna analiza kristalnih struktura izdvojenih bipiridinskih i fenantrolinskih kompleksa
bakra pokazala je da nekovalentne interakcije liganada imaju znacajnu ulogu u definisanju
trodimenzionalne strukture navedenih kompleksa. Bipiridinski, kao i fenantrolinski ligandi mogu da

stupaju u m---m steking interakcije sa drugim aromatiénim fragmentima u kristalnim strukturama
(Slika 24).

Slika 24. Primer steking interakcija koji ukljucuju bipiridinski ligand u strukturi YEQQUGO1 (levo)
i steking interakcija koje ukljucuju fenantrolinski ligand u strukturi TUCQUF (desno).

Medutim, aromati¢ni sistem fenantrolinskih liganda ukljucuje tri kondenzovana prstena, dok
u bipiridinskim ligandima postoji samo dva aromati¢na prstena, tako da su povrsine koje ucestvuju u
steking interakcijama fenantrolinskih liganada vece. Ovo je posebno izrazeno kod dinuklearnih
kompleksa sa fenantrolinskim ligandima (Slika 25).

Slika 25. Steking interakcije izmedu fenantrolinskih liganada u kristalnoj strukturi CADCUG.
Analiza kristalnih struktura pokazuje da su C-H grupe bipiridinskih liganada ¢esto ukljucene

u bifurkovane C—H---O interakcije sa atomima kiseonika koji su deo voluminoznih grupa ili molekula
i koji ometaju uspostavljanje dodatnih 7t-- -7 steking interakcija (Slika 26).
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Slika 26. Prikaz C—H---O interakcija izmedu C-H grupa bipiridinskih liganda i Kkiseonika iz
koordinovane —NOgz grupe u kristalnoj strukturi [YUJEU. Duzine oznacenih C—H---O interakcija su
u intervalu od 2,611 do 2,997 A.

U slu¢aju kompleksa 1 interakcije ovog tipa su takode prisutne, ali u vidu ¢éetiri C—H---F
interakcije koje bipiridinski vodonikovi atomi ostvaruju sa fluorovim atomima BF4~ jona, a duZine
ovih veza u rasponu su od 2,518 do 2,855 A (Slika 27). Ove interakcije zaduZene su za formiranje
1D lanca duz pravca [111] u kristalnoj strukturi kompleksa 1 (Slika 15).

d (C-H-F) = 2,518 — 2,855 A

Slika 27. Prikaz C—H---F interakcija izmedu C—H grupa bipiridinskog liganda i fluorovih atoma iz
BF4~ jona u kristalnoj strukturi kompleksa 1. Duzine oznac¢enih C—H---F interakcija su u intervalu od
2,518 do 2,855 A.

51



4.4. Bioloska aktivnost

4.4.1. Antimikrobna aktivnost

Antibakterijska aktivnost kompleksa 1, 2 i 3, kao i njihovih prekursorskih jedinjenja,
ispitivana je odredivanjem MIC vrednosti na cetiri soja Gram-pozitivnih 1 Cetiri soja Gram-
-negativnih bakterija. Vrednosti dobijene ispitivanjem antibakterijske aktivnosti date su u Tabeli 19.

Na osnovu prikupljenih podataka primecuje se da pocetna so bakra(Il), Cu(BF4)2:6H20, kao
i ligandi 2,2 -bipiridin i HL! generalno pokazuju slabu aktivnost prema svim ispitivanim sojevima
bakterija, ali njihovom koordinacijom antibakterijska aktivnost finalnih proizvoda, tj. kompleksa 1 i
2, znatno se povecava. Posmatranjem antibakterijskih aktivnosti a-diiminskih liganada uocava se ne
samo da oba pokazuju zna¢ajno vecu aktivnost u odnosu na ligand HL, ve¢ i da je 1,10-fenantrolin
znatno aktivniji prema svim ispitivanim sojevima bakterija u odnosu na 2,2’-bipiridin, a odnos
njihovih MIC vrednosti se kre¢e u rasponu 4 — 18,3 (najmanji je za S. aureus, dok je najveci odnos
za C. sporogenes, S. enterica i P. aeruginosa). U skladu sa tim, i antibakterijska aktivnost kompleksa
2 znatno je veca u odnosu na kompleks 1 (3,8 — 7,6 puta), i moze se porediti sa aktivnoséu kontrolnog
antibiotika amikacina. Kada se porede MIC vrednosti kompleksa 1 i 2 sa njihovim odgovaraju¢im a-
diiminskim ligandima dolazi se do zaklju¢ka da oba kompleksa ispoljavaju vecu antibakterijsku
aktivnost u odnosu na adekvatne a-diiminske ligande, osim u slucaju S. aureus. Kao $to je vec
objasnjeno U Poglavlju 2.2, antibakterijska aktivnost prekursorskih jedinjenja moze se povecati
njihovom koordinacijom za metale i formiranjem odgovaraju¢ih kompleksa, §to se objasnjava
helatnom teorijom [98,99].

Uporedivanjem MIC vrednosti za ligand HL2CI i kompleks 3 uocava se da je kompleks 3 od
1,5 do 3 puta aktivniji od prekursorskog liganda, osim u slu¢aju P. hauseri i S. enterica gde HL?Cl
pokazuje 1,3 puta vecu aktivnost u odnosu na kompleks 3. Oba ispitivana jedinjenja pokazuju nizu
antibakterijsku aktivnost u odnosu na eritromicin koji je u ovom slucaju koriS¢en kao standard.
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Tabela 19. Antibakterijska aktivnost ispitivanih jedinjenja (MIC izraZzena u mM).

Bakterija Cu(BF4)2-6H,0  bipy phen HL? 1 2 Standard® | HL2CI 3 Standard®
E. coli 1,81 0,506 0,056 3,23 0,144 0,019 0,008 1,011 0,671 0,038
P. hauseri 3,62 8,00 0,871 6,47 0,286 0,076 0,012 1,011 1,342 0,038
P. aeruginosa 3,62 8,00 0,438 6,47 0,571 0,151 0,085 1,011 0,671 0,076
S. enterica 3,62 8,00 0,438 6,47 0,571 0,076 0,014 0,505 0,671 0,038
S. aureus 3,62 0,256 0,056 6,47 0,286 0,076 0,019 2,022 0,671 0,076
B. subtilis 3,62 8,00 0,871 6,47 0,571 0,076 0,071 1,011 0,671 0,076
K. rhizophila 3,62 1,00 0,056 6,47 0,286 0,038 0,003 2,022 1,342 0,076
C. sporogenes 3,62 8,00 0,438 6,47 0,571 0,151 0,026 1,011 0,671 0,076

aStandard koji je koris¢en prilikom ispitivanja antibakterijske aktivnosti kompleksa 1 i 2 je bio amikacin.

dStandard koji je koris¢en prilikom ispitivanja antibakterijske aktivnosti kompleksa 3 bio je eritromicin.
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Antifungalna aktivnost svih ispitivanih supstanci prikazana je u Tabeli 20. Poredenjem
antifungalne aktivnosti kompleksa 1 i 2 i njihovih prekursora sa jedne strane, i flukonazola koji je
kori$¢en kao standard sa druge strane, uocava se da kompleksi 1 i 2 pokazuju vecu ili priblizno sli¢nu
antifungalnu aktivnost u poredenju sa standardom, ali i da sami a-diiminski ligandi pokazuju
izvanredno dobru antifungalnu aktivnost, bolju ne samo od kompleksa 1 i 2, ve¢ i od flukonazola.

Tabela 20. Antifungalna aktivnost ispitivanih jedinjenja (MIC izrazena u mM).

Ispitivana supstanca  A. brasiliensis S. cerevisiae C. albicans
Cu(BF4)2-6H20 1,81 3,62 3,62
bipy 0,506 0,256 0,256
phen 0,111 0,028 0,028
HL?! 1,62 1,62 1,62
1 1,14 1,14 1,14
2 0,598 0,598 1,19
Standard? 2,044 1,022 1,022
HL2ClI 4,044 2,022 4,044
3 0,356 0,084 0,168
Standard® 0,044 0,011 0,022

aStandard koji je koriS¢en prilikom ispitivanja antifungalne aktivnosti kompleksa 1 i 2 je bio flukonazol.

bStandard koji je koris¢en prilikom ispitivanja antifungalne aktivnosti kompleksa 3 bio je amfotericin B.

Antifungalna aktivnost kompleksa 3 znatno je veca, od 11,3 do 24 puta, u odnosu na njegov
prekursorski ligand HL2CI, pri ¢emu je u slu¢aju S. cerevisiae antifungalna aktivnost kompleksa reda
veli¢ine aktivnosti amfotericina B koji je koriS¢en kao standard.
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4.4.2. Test toksiénosti na ra¢i¢ima Artemia salina

Test na raci¢ima je odli¢no sredstvo za predikciju toksi¢nog potencijala bioloski aktivnih
jedinjenja, a rezultati ovog testa mogu se ekstrapolirati na citotoksi¢nost na humanim ¢elijama
[191,192]. Sva tri kompleksa, kao i njihovi prekursorski ligandi, pokazuju umerenu toksi¢nost prema
larvama raci¢a Artemia salina, od kojih ligand HL2ClI i kompleks 2 pokazuju najvisu toksi¢nost, sa
najnizim vrednostima ICsp. Sa druge strane, polazna so bakra, 2,2’-bipiridin i 1,10-fenantrolin
pokazuju nisku toksi¢nost prema rac¢i¢ima, sa visokim ICsg vrednostima. Rezultati testa na rac¢i¢ima
prikazani su u Tabeli 21.

Tabela 21. Rezultati testa na rac¢i¢ima.

Ispitivana supstanca ICs0 (MM)
Cu(BF4)2-6H,0 1,29 +0,11
bipy 2,16 0,19

phen 1,07 £ 0,08

HL! 0,46 + 0,05

HL2CI 0,24 +0,09

1 0,57 + 0,07

2 0,42 + 0,03

3 0,61+ 0,05

K2Cr207 0,08 + 0,02
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4.4.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH test)

Antioksidativna aktivnost ispitivanih jedinjenja odredena je DPPH testom. Dobijeni rezultati,
prikazani u Tabeli 22, ukazuju na to da polazna so bakra i prekursori ligandi imaju visoke vrednosti
ICso, te stoga ne pokazuju znacajnu moguénost neutralisanja 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. Sa
druge strane, kompleksi 1 i 3 pokazuju umerenu antioksidativnu aktivnost, dok kompleks 2, sa
najnizom vredno$¢u ICsp, ima antioksidativnu aktivnost koja je svega Cetiri puta slabija od aktivnosti
askorbinske kiseline koja je koriS¢ena kao standard.

Tabela 22. Rezultati DPPH testa.

Ispitivana supstanca ICs0 (MM)

Cu(BF4)2-6H.0 >9,65
bipy >21,3
phen >15,4
HL? >17,2

HL?CI 7,834 £ 0,126

1 2,179 £ 0,691

2 0,339 £ 0,011

3 1,450 + 0,036

Askorbinska kiselina 0,079 £ 0,003
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4.4.4. Citotoksi¢nost kompleksa 1i 2

Intenziteti citotoksi¢ne aktivnosti kompleksa 1 i 2, kao i njihovih prekursorskih jedinjenja,
prema ¢elijama kancera i normalnim humanim ¢elijama keratinocita prikazani su u Tabeli 23.

Kompleks 2 pokazao je izuzetno visoku citotoksi¢nu aktivnost prema svim malignim ¢elijama
kancera, sa najviSom aktivno$¢u prema c¢elijama adenokarcinoma cerviksa HelLa i ¢elijama melanoma
A375 (ICso vrednosti iznose 1,6 uM i 1,7 UM, respektivno). Citotoksi¢na aktivnost ovog kompleksa
bakra(Il) prema preostale tri ispitane maligne ¢elijske linije nesto je niza, sa 1Cso vrednostima u
rasponu od 2,0 uM do 2,9 pM. Poredenjem vrednosti inhibitornih koncentracija kompleksa 2 sa
cisplatinom, koji je koriS¢en kao standard, ustanovljeno je da su ICso vrednosti za kompleks 2 nize
kod svih ispitivanih ¢elijskih kultura, te da ovaj kompleks pokazuje citotoksi¢nu aktivnost koja je
veca od cisplatina, i to u rasponu od 1,47 puta prema ¢elijskim linijama A375 do 8,29 puta prema
MCF-7 ¢elijskim linijjama. Posmatranjem citotoksi¢ne aktivnosti jedinjenja prema normalnim
humanim c¢elijama keratinocita HaCaT, uocava se da kompleks 2 ima 1,34 puta vecu citotoksi¢nu
aktivnost u odnosu na cisplatin.

Za razliku od dinuklearnog kompleksa bakra(ll), mononuklearni kompleks 1 pokazuje nizu
citotoksi¢nu aktivnost od standardnog leka koja je u rasponu od 20 uM do 35 puM. Vrednosti
inhibitornih koncentracija kompeksa 1 vise su od ICso vrednosti cisplatina od 1,94 puta prema
MCF-7 ¢elijskim linijama, do 8 puta prema A375 celijskim linijjama. U odnosu na citotoksi¢nu
aktivnost cisplatina prema normalnim humanim ¢elijama keratinocita HaCaT, aktivnost kompleksa 1
je 12,27 puta slabija.

Posmatranjem vrednosti inhibitornih koncentracija svih ispitivanih jedinjenja prikazanih u
Tabeli 23, jasno se uocava da su oba testirana kompleksa pokazala znacajno vecu citotoksi¢nu
aktivnost prema svim ispitivanim ¢elijama u odnosu na aktivnost svojih prekursorskih jedinjenja.
Ligandi 4-(dietilamino)salicilaldehid i 2,2’-bipiridin imaju prili¢éno visoke vrednosti inhibitornih
koncentracija koje se kre¢u u opsegu od 75 pM do preko 200 pM za HL?!, odnosno od 41 uM do
preko 200 pM za bipy. Sto se ti¢e 1,10-fenantrolina, njegove ICso vrednosti su same po sebi niske i
krecu se u opsegu od 11 pM do 14 uM prema celijskim linijama A375, PC-3, HeLa i A549, dok je
vrednost inhibitorne koncentracije prema ¢elijama adenokarcinoma dojke (MCF-7) nesto visa i iznosi
54 puM. Podaci o citotoksi¢nim aktivnostima prekursorskih liganada bipy i phen mogu pomo¢i u
razumevanju ¢injenice da je citotoksi¢na aktivnost kompleksa 1, koji sadrzi 2,2’-bipiridin kao ligand,
niza od citotoksi¢ne aktivnosti kompleksa 2, koji ima dva molekula 1,10-fenantrolina u svojoj
strukturi. Ipak, treba imati u vidu da citotoksi¢nost kompleksnih jedinjenja ne moze biti posledica
samo i iskljuéivo toksi¢nosti njihovih prekursorskih jedinjenja.
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Tabela 23. Citotoksi¢na aktivnost kompleksa 1 i 2, i njihovih prekursora.

N HeLa A375 PC-3 MCF-7 A549 HaCaT
Ispitivana supstanca

IC50 [uM] srednja vrednosti + SD

Cu(BF4)2-6H20 12+8 111 +3 97 +5 99+7 159 +5 92+2
bipy 98 + 6 47 + 2 85 + 4 >200 187 +4 41+1
phen-HCI 11,9+0,7 11+1 11,3+0/4 54 +5 14+1 74+0,2
HL?! 752 109+9 199+ 2 >200 138+5 189 + 18
1 202 20£3 293 35x2 35+3 271
2 16+0,3 1,7+£0,1 20+£04 217+£005 29+09 164+0,01
cisplatin 40x05 25+0,3 13+2 18+3 13+1 2,2+0,2

4.4.5. Ispitivanje genotoksi¢nosti i antigenotoksi¢nosti kompleksa 1 i 2

4.45.1. Procena genotoksi¢nog potencijala kompleksa 11 2

Rezultati ispitivanja pokazuju da kompleksi 1 i 2 nisu doveli do zna¢ajnog porasta u oste¢enju
DNK ni u jednom opsegu koncentracija (Slika 28). Stavise, kompleks 1 je pokazao manji stepen
DNK ostecenja u odnosu na kontrolne ¢elije tretirane PBS-om. Na osnovu datih rezultata moze se
zakljuciti da ni kompleks 1 ni kompleks 2 ne ispoljavaju genotoksic¢ne efekte na ¢elije cele krvi nakon
inkubacije u trajanju od 30 min.
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Slika 28. Procena genotoksi¢nog efekta kompleksa 1 i 2 za pet ispitivanih koncentracija, nakon
inkubacije na 37 °C u trajanju od 30 min. Stubici predstavljaju srednju vrednost broja ¢elija sa DNK
ostecenjem + SEM. Statisticka analiza radena je primenom jednofaktorijalnog ANOVA testa sa
Tukey-ovim post-hoc testom.
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4.4.5.2. Procena antigenotoksi¢nog potencijala kompleksa 1 i 2

DNK ostec¢enja indukovana su vodonik-peroksidom, a ¢elije su potom izlagane odvojeno
kompleksu 1 i 2 u razli¢itim koncentracijama kako bi se odredio antigenotoksi¢ni efekat kompleksa
11 2 u humanim perifernim ¢elijama krvi. Rezultati prikazani na Slici 30. ukazuju na to da se DNK
oste¢enja indukovana vodonik-peroksidom smanjuju u posttretmanu sa svim testiranim
koncentracijama kompleksa 1. Tretmani sa 5 uM i 50 pM koncentracijama kompleksa 1 pokazali su
statisti¢ki znaGajan antigenotoksi¢ni efekat u odnosu kontrolu (¢elije tretirane vodonik-peroksidom).
Rezultati dobijeni post-tretmanom sa razli¢itim koncentracijama kompleksa 2 pokazuju dozno
zavistan antigenotoksi¢ni efekat, gde je najniza koncentracija od 5 pM pokazala statisticku
znacajnost.

Moze se zakljuciti da su oba ispitivana jedinjenja pokazala antigenotoksi¢ni efekat u post-
tretmanu nakon indukovanja DNK ostecenja vodonik-peroksidom. Rezultati prikazani na Slici 29. u
saglasnosti su sa literaturnim podacima koji ukazuju na to da su kompleksi bakra(Il) sa Sifovim
bazama efikasni u sprecavanju DNK ostec¢enja [25]. Koncentracijski zavistan antigenotoksi¢ni efekat
uocen kod kompleksa 2 takode je u skladu sa prethodnim istrazivanjima koja navode da je pri visokim
koncentracijama Cu(IT) kompleksa sa Sifovim bazama njihov zagtitni efekat umeren, dok je pri nizim
koncentracijama ovih kompleksa njihov antigenotoksiéni efekat izrazeniji [25]. Sa druge strane,
porast DNK ostecenja pri ve¢im koncentracijama kompleksa 2 moze se objasniti ¢injenicom da jon
Cu(II) u prisustvu velike koli¢ine 1,10-fenantrolina, redukujuceg agensa i H.O2 uzrokuje ostecenje
azotnih baza molekula DNK kao i kidanje lanca DNK [193]. Ovi rezultati ukazuju na znacaj odabira
adekvatnih koncentracija ispitivanih kompleksa u sluc¢aju primene, s obzirom na ¢injenicu da se
pojedine supstance u odredenim koncentracijama mogu ponasati kao antioksidansi, dok u drugim
koncentracijama mogu imati nepovoljna pro-oksidativna svojstva [194].
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Slika 29. Procena antigenotoksi¢nog efekta kompleksa 1 i 2 na celije sa DNK oSteCenjima
indukovanim vodonik-peroksidom u post-tretmanu. Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost broja
¢elija sa DNK ostec¢enjem + SEM. Rezultati oznaceni zvezdicom predstavljaju statisticki znacajnu
razliku (*P < 0,05) u odnosu na kontrolnu probu (¢éelije tretirane samo sa H20>). Statisticka analiza
radena je primenom jednofaktorijalnog ANOVA testa sa Tukey-ovim post-hoc testom.
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5. Zakljucak

Sintetisana su i detaljno strukturno okarakterisana tri nova kompleksna jedinjenja Cu(ll).
Elementalnom analizom potvrdeni su stehiometrijski sastav i ¢istoca jedinjenja, IC spektroskopijom
je ustanovljen nac¢in koordinacije liganada za centralne jone metala, dok je finalna struktura dobijenih
jedinjenja odredena primenom rendgenske strukturne analize na monokristale sintetisanih kompleksa.
Ligandi koji su kori§¢eni u sintezama su 4-(dietilamino)salicilaldehid (HL?) i diiminski ligandi:
2,2’-bipiridin, 1,10-fenantrolin i (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-il)etiliden)hidrazineil)-
-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-1-aminijum-hlorid (HL?Cl).

lako su kompleksi 1 i 2 sintetisani u istim reakcionim uslovima, sa istim molskim odnosom
supstanci u reakcijama i strukturno sli¢nim a-diiminskim ligandima, 2,2’-bipiridinom u slucaju
kompleksa 1, odnosno 1,10-fenantrolinom u slucaju kompleksa 2, dobijena su jedinjenja razli¢ite
nuklearnosti — mononuklearni kompleks 1 i dinuklearni kompleks 2. Pretpostavka je da u sluéaju
dinuklearnog kompleksa 2 dodatni aromati¢ni prsten u 1,10-fenantrolinu jedne asimetri¢ne jedinice
ostvaruje steking interakcije sa aromati¢nim prstenom deprotonovanog liganda L! iz druge
asimetri¢ne jedinice, Sto dovodi do njihovog zbliZzavanja i uti¢e na olakSano formiranje koordinativne
veze izmedu jona Cu(ll) i ovog pomenutog deprotonovanog liganda LY, i za posledicu ima stvaranije
dinuklearnog kompleksa.

Iskrivljenu kvadratno-planarnu geometriju oko centralnog jona Cu(ll) u kompleksu 1 ¢ine
fenolatni i karbonilni atomi kiseonika deprotonovanog liganda L* i dva atoma azota iz molekula bipy.
Geometrija oko svakog centralnog jona Cu(ll) dinuklearnog kompleksa 2 je izduZzena kvadratna
piramida, pri ¢emu se u bazalnoj ravni nalaze fenolatni i karbonilni atomi kiseonika deprotonovanog
liganda L' i dva atoma azota iz molekula phen, a apikalni poloZaj zauzet je fenolatnim kiseonikovim
atomom iz koordinacione sfere jona Cu(Il) naspramne asimetri¢ne jedinice. Kompleks 3 je
dinuklearan, sa geometrijom aksijalno izduzene kvadratne piramide oko svakog centralnog jona
Cu(ll). U ovom slucaju, koordinacija za centralni jon metala ostvaruje se preko deprotonovanog
cviterjonskog oblika liganda HL2Cl, i to preko pirolovog atoma azota, azometinskog atoma azota i
karbonilnog atoma kiseonika, dok su preostala dva mesta zauzeta azotovim atomima iz dva azidna
mostna liganda. Ovi azidni ligandi mostno povezuju jone Cu(ll) iz dve naspramne asimetri¢ne
jedinice na dvostruki ,,end-to-end* (di-p-1,3-N3) koordinacioni nacin.

Sva tri kompleksa bakra(Il) pokazala su zna¢ajnu antimikrobnu aktivnost, koja je ispitivana
na Cetiri soja Gram-pozitivnih, Cetiri soja Gram-negativnih bakterija i tri soja gljivica. Od svih
ispitivanih jedinjenja, kompleks 2 ispoljio je najve¢u antibakterijsku aktivnost koja je u slucaju
50 % ispitivanih sojeva bakterija uporediva sa aktivno$¢u amikacina koji je kori§¢en kao standard.
Sadruge strane, i kompleks 1 i kompleks 2 pokazali su antifungalnu aktivnost koja je prema sojevima
A. brasiliensis i S. cerevisiae bila vi$a u odnosu na standardni lek flukonazol. Antimikrobna aktivnost
kompleksa 3 je u svim slucajevima veéa u odnosu na standardne lekove koris¢ene u eksperimentima,
dok je antifungalna aktivnost ovog kompleksa prema soju S. cerevisiae reda veliine aktivnosti
amfotericina B koji je koris¢en kao standard. Posebno je vazno napomenuti da su sva tri kompleksa
pokazala bolje MIC vrednosti u antimikrobnim ispitivanjima od svojih prekursorskih jedinjenja, u
najvecem broju slucajeva.

Za komplekse 1 i 2 ispitivana je i citotoksi¢na aktivnost prema pet malignih ¢elijskih linija i
jednoj normalnoj ¢elijskoj liniji, pri ¢emu je kao standardna kontrolna proba koriséen lek cisplatin.
lako su ICso vrednosti kompleksa 1 prema ispitivanim ¢elijskim linijama u nekim slucajevima
priblizno 2 puta vece od ICso vrednosti cisplatina, kompleks 2 je pokazao svoju superiornu aktivnost
u odnosu na kompleks 1 zbog toga $to su njegove ICso vrednosti prema svim ispitivanim ¢elijskim
linijama nize od ICsp vrednosti standardnog leka, i to u opsegu od 1,47 do 8,29 puta. Dakle, kompleks
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2 pokazao je bolju citotoksi¢nu aktivnost od standardnog hemoterapeutskog leka cisplatina.
Poredenjem vrednosti inhibitornih koncentracija samih kompleksa i njihovih prekursorskih
jedinjenja, uocava se da su ICso vrednosti ispitivanih kompleksa 1 i 2 u svim slu¢ajevima nize.

Ispitivanje uticaja kompleksa 1 i 2 na pojavu DNK os$te¢enja pokazalo je da nijedno od
ispitivanih jedinjenja ne pokazuje genotoksi¢ne efekte na celije cele krvi. Sa druge strane, ispitivanje
antigenotoksi¢nog potencijala ovih jedinjenja pokazalo je da najnize ispitivane koncentracije oba
kompleksa (5 pM) ispoljavaju statisti¢ki znacajan antigenotoksi¢ni efekat u odnosu na osSte¢enja
izazvana vodonik-peroksidom.

Zakljucci dobijeni iz analize antimikrobne, citotoksi¢ne i antigenotoksi¢ne aktivnosti
novosintetisanih kompleksa bakra(ll) idu u prilog glavnoj pretpostavci iz koje je ova teza i
nastala — objedinjavanje ve¢ bioloski aktivnih diiminskih jedinjenja sa jedne strane, derivata
salicilaldehida poznatih po svojoj znacajnoj bioloskoj aktivnosti sa druge strane, i bakra(Il) ¢ija su
antibakterijska, antifungalna i antiinflamatorna svojstva poznata milenijumima unazad, zaista dovodi
do pozitivnog sinergi¢nog delovanja iz kog proisticu kompleksna jedinjenja potentne bioloske
aktivnosti.
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Slika Pl. UV spektri liganada 2,2’-bipiridina, 1,10-fenantrolina i liganda HL!
4-(dietilamino)salicilaldehida.

Slika P2. UV spektri kompleksa 1 [Cu(LY)(bipy)]BF4-0,5H,0 i kompleksa 2
[Cuz2(LY)2(phen)2](BFa)a.

Slika P3. Vis spektri kompleksa 1 [Cu(L')(bipy)]BF4-0,5H.0 i kompleksa 2

[Cuz2(LY)2(phen)2](BFa4)a.

Slika P4. IC spektar liganda HL! 4-(dietilamino)salicilaldehida.
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Slika P6. IC spektar kompleksa 2 [Cuz(L1)2(phen)2](BFas)e.

Slika P7. ESI-MS spektar kompleksa 1 [Cu(L')(bipy)]BF4-0,5H20.

Slika P8. ESI-MS spektar kompleksa 2 [Cuz(L1)2(phen)2](BF4)-.

Slika P9. 'H-NMR spektar liganda HL2Cl (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.

Slika P10. '*C-NMR spektar liganda HL2Cl (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.

Slika P11. HSQC-NMR spektar liganda HL2?Cl (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.

Slika P12. IC spektar liganda HL2CI (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.

Slika P13. IC spektar kompleksa 3 [Cuz(L?)2(H1,3-N3)2](BFa4)2.
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Slika P1. UV spektri liganada 2,2 -bipiridina, 1,10-fenantrolina i liganda HL!
4-(dietilamino)salicilaldehida.
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Slika P2. UV spektri kompleksa 1 [Cu(L!)(bipy)]BF2-0,5H20 i kompleksa 2
[Cuz2(LY)2(phen)2](BFa4)a.
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Slika P3. Vis spektri kompleksa 1 [Cu(L')(bipy)]BF4-0,5H20 i kompleksa 2
[Cuz2(LY)2(phen)2](BFa4)a.
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Slika P4. IC spektar liganda HL! 4-(dietilamino)salicilaldehida.
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Slika P5. IC spektar kompleksa 1 [Cu(LY)(bipy)]BF4-0,5H20.
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Slika P6. IC spektar kompleksa 2 [Cuz(LY)2(phen)2](BFa)-.
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Slika P9. *H-NMR spektar liganda HL2Cl (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
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Slika P10. *C-NMR spektar liganda HL2CI (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.
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Slika P11. HSQC-NMR spektar liganda HL2Cl (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.
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Slika P12. IC spektar liganda HL2CI (E)-2-(2-(1-(1H-pirolo[2,3-c]piridin-7-
-il)etiliden)hidrazineil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-aminijum-hlorida.
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obpasay usjase o aymopcmey

6.1. U3jaBa o ayTopcTBY

Nwme u npe3ume aytopa Teonopa C. Butomupon

bpoj unnekca J1X17/2016

HU3jaBbyjem

Jla je JOKTOPCKa IMCepTaIlrja Mo 1 HacIIOBOM

,,CHHTe3a 1 KapakTepusamnuja komruiekca 6akpa(ll) ca 4-(aueTninamMuHO )CamTuIuIaIICXHI0M 1

JTUUMUAHCKAM JATaHIuMa“

® pPE3yiaTar CONCTBEHOT UCTPAXXKUBAYKOT PaJia;

e Ja qucepTalyja y HeIuHHU HU Yy IeJIOBUMA HUje OMIa MpeIoKeHa 3a CTULakbe Jpyre
JTUIUIOME TpeMa CTYUJCKUM IIPOrpaMuMa JIpyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® Jia Cy pE3yJITaTH KOPCKTHO HABCACHU U

e Jla HUCAM KpIINO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEIEKTYaIHy CBOJUHY JPYTHX
JMLA.

IHornuc ayropa

V Beorpany,
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o6pa3au M3j616€ O UcmoeentHocmu wmamnane U e1eKmponcKe 6€p3uj€ ()OKWIOPCKOzpaaa

6.2. HM3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT

pana

Nwme u nipezume aytopa _ Teonopa C. Butomupos

bpoj unnexkca _ JIX17/2016

Crynujcku mporpaMm xeMmuja

Hacnos pana CunTesa u kapakrepusanuja komrmiekca 6akpa(ll) ca

4-(nueTMIIaMUHO ) CATTUIIMIAJIEXUIOM U JUMMHUHCKHUM JIMTAHINMA

MenTop Baupennu npodecop ap Maja lllymap Pucrosuh

W3jaBibyjem n1a je mrammnaHa Bep3uja MOT IOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3U]U KOJY
caM TMpemao/na paad TOXpamuBama y JUTHTAJTHOM Peno3uTOPHjyMy YHHUBeEp3UTeTa Yy
beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm j1a ce 00jaBe MOjU JTUYHM TOJIAllA BE3aHU 3a I00Mjamke akaJIeMCKOT Ha3uBa JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME | Mpe3ruMe, TOIMHA U MEeCTO poljema U 1aTyM oJ0paHe paja.

OBu 1MYHM TOAAlM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEKHUM CTpaHMIlamMa JWTHTajIHe OMOIHOTeKe, Y
€JIGKTPOHCKOM KaTaJory M y myOnukanujama YHuBep3ureta y beorpany.

MoTrnuc ayropa

VY beorpany,
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obpaszay uzjage o kopuuthersy

6.3. U3jaBa o kopumhemy

Opnamthyjem VYHuBep3uTeTcky Oubmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh™ na y JlururamHu
perno3uToprjyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTAIN]y MO HACIOBOM:

»CHHTe3a 1 KapakTepu3anuja komiiekca oakpa(ll) ca 4-(nueTnIaMuHO)cATNIHIATEXHTOM
M JUMMHHCKHM JIMTaHAUM A%

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJO.

Jucepranujy ca CBUM MpUI03UMa Mpeaao/ia caM y eeKTPOHCKOM (hopMaTy MOroJHOM 3a TPajHO
apXUBHpAmbeE.

Mojy JOKTOPCKY IUCEpTalHjy MOXpameHy y JIMTHTamHOM peno3uTopujymy YHHBEp3UTETa Y
beorpany u IocTynHy y OTBOPEHOM IMPHUCTYIy MOTY Jla KOPHCTE CBH KOjU IOIITYjy OApende
caapxkane y onadpanom tumy juinenie Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJITy4YHO/Ta.

1. Aytopctro (CC BY)
2. Aytopctio — Hekomepuujaiaao (CC BY-NC)
(B)AyropcTso — HekomeprmjanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaHO — AeiauTd moa uctuM ycioBuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepasa (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenutu o uctuMm yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo /12 3a0Kpy>KUTE camo jeHy o iecT nonyhenux muuenu. Kparak
OTIHC JIMICHIIM j€ CACTaBHH JIEO OBE U3jaBe).

IMornuc ayropa

V Beorpany,
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1. AyrtopcTtBo. Jl03BOJhaBaTE YMHOXaBame, MUCTPHOYIIM]y M jaBHO CAONIITaBame Jeia, U
npepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HAuuH oJjpel)eH of] cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JUICHIIE,
YaK U y Komepiujanae cepxe. OBo je Hajcino00aHM]ja 0] CBUX JTUIICHIIN.

2. AyTOpcTBO — HeKoMepuHjajaHo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIU]y ¥ jaBHO
CaoIIITaBamk-e JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH ojpelheH o1 cTpaHe ayTopa
WM AaBaona auneHie. OBa JTUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPLUjaIHy ynoTpely aena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaaHO — 0e3 mpepaaa. J[03Bo/baBaTe YMHOKABAKE, JUCTPUOYIIH]Y
Y jaBHO CAOIIITaBakEe Jiea, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBama WM yIoTpede Jena y CBOM JIely, aKo
ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha HAuMH ofpeheH o/ CTpaHe ayTopa Wiy JaBaoua JuieHne. OBa JuieHna
HE JI03B0JbaBa KOMEPIUjaIHY yoTpeOy ena. Y OJHOCY Ha CBE OCTalle JTUIEHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM
ce orpannyaBa Hajsehu oOuM mpaBa kopuihema fena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUHjaJdHO — /IeJUTH TMO0J HCTUM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHOJaBame, TUCTPUOYIH]y U jJaBHO CAONILITABAKE JIE)Ia, U IPEpajie, ako ce HaBe/lIe UMe ayTopa
Ha Ha4YMH ojipeh)eH oz cTpaHe ayTopa WM /1aBaolla JULEHLE U aKo ce Mpepajaa JucTpulOyupa noj
HCTOM WJIM CIIMYHOM JiuiieHoM. OBa JIMLEHIIa He /103BOJbaBa KOMEpLHUjaIHy yHnoTpeOy jaena u
npepaja.

5. AyropcTtBo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYLH]Y U JaBHO
CaomIITaBamke Jeia, 0e3 MPOMeHa, NPeoOIMKOBaka WK YHOTpede Jiena y CBOM JIelly, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4WH ofpeleH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaoua JuneHne. OBa JuieHna
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjATHY yroTpely nena.

6. AyTopcTBO — JeJIMTH MOJ UCTUM YycJoBUMA. Jlo3BoJbaBaTe YMHOKaBawe, JUCTPUOYIIN]Y H
jaBHO caomInTaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH onpeleH oj cTtpaHe
ayTopa WJIM JlaBaolla JIMIIEHIIE M aKO Ce Tpepaja AUCTpuOyHpa MOA HCTOM WU CIHYHOM
muneHiioMm. OBa JHIEHIIA J103BOJhaBa KOMEpPIIMjaHy YNOTpeOy nena u mpepana. CiuyHa je
coTBEpCKHUM JHUIEHI[aMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/JIa.
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