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SINTEZA, KARAKTERIZACIJA I BIOLOSKA AKTIVNOST
KOMPLEKSA Co(IlI) SA KONDENZACIONIM PROIZVODOM
2-ACETILPIRIDINA I DIHIDRAZIDA MALONSKE KISELINE

REZIME

U ovom radu opisana je sinteza, karakterizacija 1 bioloska aktivnost kompleksa
kobalta(Ill) sa kondenzacionim proizvodom 2-acetilpiridina i dihidrazida malonske

kiseline.

Takode, opisana je sinteza i karakterizacija organske soli 2,2'-{1,1'-[2,2'-

oksalilbis(hidrazin-2-il-1-iliden)]dietilidin} dipiridinijum diperhlorata dihidrata.

Sintetisane supstance su okarakterisane u rastvoru NMR spektroskopijom, a u

¢vrstom stanju rendgenskom strukturnom analizom.

U dobijenom kompleksu kobalta(Ill) kompleksni katjon [Co,L2,]*" poseduje
dinuklearnu strukturu dvostrukog heliksa u kojoj je svaki Co(Ill) centar koordinovan
preko dve tridentatne N,O helatne jedinice iz oba H,L2 liganda, formirajuc¢i oko oba

Co(III) oktaedarsko okruzenje.

Citotoksi¢ni potencijal kompleksa je uocen na ¢elijama epitelnog kancera dojke
(MDA-361) sa IC50 vrednoS¢u 50,9 uM. Slaba citotoksi¢na aktivnost je uocena na
EA.hy926 1 B16 celijskim linijjama sa IC50 vrednoS¢u 258 puM odnosno 221 pM.

Kompleks pokazuje slabu citotoksicnost na MRC-5 ¢celije.

H,L2 ligand pokazuje umerenu aktivnost na sve Celijske linije osim na K562 i
MDA-361 ¢elije, a najbolja aktivnost je uo€ena na celijama misijeg melanoma B16.

K562 ¢elije su rezistentne na kompleks i ligand, Stavise kompleks stimuli$e njihov rast.

Celije epitelnog kancera dojke MDA-361 su koris¢ene u eksperimentima u
kojima je ispitan uticaj kompleksa [Co,L2;](NO3),-2H,0-0,5C,;HsOH na progresiju
¢elijskog ciklusa 1 indukciju celijske smrti. Posle 24 h inkubacije celija tretiranih

kompleksom koncentracije IC50 i 2 x IC50 nije doSlo do znacajne promene u



zastupljenosti ¢elija u G1, S 1 G2/M fazi. Uocen je jasan sub-Gl pik koji poti¢e od
hipodiploidnih ¢elija koje sadrze fragmentisane molekule DNA S$to ukazuje na ¢elije u

kasnoj fazi apoptoze.

Apoptoticki potencijal kompleksa [Co,L2,]*" na MDA-361 éelijama je ispitan i
pomoc¢u Annexin V-FITC / PI testa. Ispitivani kompleks dovodi do znacajanog
povecanja procenta ¢elija u ranoj fazi apoptoze (28,18 %) u odnosu na kontrolne ¢elije

(5,64 %).

Interakcije kompleksa sa DNA iz teleceg timusa (CT-DNA) dovode do plavog
pomeranja i hiperhromizma u UV-Vis spektrima. Vrednost konstante vezivanja

Kb=4.2x10°> M ukazuje na vezivanje kompleksa u brazdi DNA.

Kljuc¢ne reci: Dinuklearni kompleks kobalta(III), Kristalna struktura, Apoptoza,
Interakcije sa DNA

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Neorganska hemija

UDK broj: 546.733



SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL
ACTIVITY OF Co(III) COMPLEX WITH CONDENSATION
DERIVATIVE OF 2-ACETYLPYRIDINE AND MALONIC ACID
DIHYDRAZIDE

SUMMARY

In this work the synthesis, characterization and biological activity of cobalt(III) with the

condensation product of 2-acetylpyridine and malonic acid dihydrazide are presented.

Furthermore the synthesis and characterization of organic salts 2,2'-{1,1'-[2,2'-
oxalylbis(hydrazin-2-yl-1-ylidene)]diethylidyne} dipyridinium  bis(perchlorate)  dehydrate

have been shown.

Obtained substances were characterized in solution by NMR spectroscopy and in solid-

state by the X-ray structure analysis.

The complex cation [Co,L.2,]*" possesses a dinuclear double-stranded helicate structure
in which each of Co(Ill) center is coordinated by two tridentate N,O chelating units from
different ligands. Each Co(Ill) center thus are in a six-coordinated pseudooctahedral

environment.

Cytotoxic potential was observed for the complex on the epithelial breast cancer (MDA -
361) cell line, where the IC50 was 50.9 uM. The weak cytotoxic activity of the complex was
observed with EA.hy926 and B16 cell line, reaching IC50 values at 258 uM and 221 puM,

respectively. The complex revealed low cytotoxicity against MRC-5 cells.

The corresponding H,L.2 ligand also showed moderate cytotoxic activity against all cell
lines, except K562 and MDA-361 cells, with the highest potency on the murine melanoma
B16 cell line. K562 cells were resistant to both complex and ligand, the complex even

stimulating cells to grow.



Epithelial breast cancer (MDA-361) cell lines were used in the experiments where we
examinated influence of the complex [Co0,L2,](NO;3),:2H,0-0,5C,HsOH on cell cycle
progression and induction of cell death. After 24 h of incubation of cells treated with the
concentration of IC50 and 2x IC50, the investigated complex gave no significant changes in
the percentage of cells in the G1, S and G2/M phases. There is a clearly determined sub-Gl
peak in the histograms of treated hypodiploid cells, containing fragmentized DNA molecule,

indicating that such cells are in late apoptotic phase.

Apoptosis of MDA-361 cells treated with investigated complex was evaluated by
Annexin V-FITC / PI test. The investigated complex induced apoptosis, the early apoptotic
cells comprising 28.18%, compared to 5.64% of control cells in the same phase.

The interaction of the complex with calf thymus DNA (CT-DNA) was monitored by
blue shift and hyperchromism in the UV—vis spectra. The observed intrinsic binding constant
(Kb=4.2x10° M ") together with structural analysis of the complex indicate the groove
binding.

Keywords: Dinuclear cobalt(IIl) complex, Crystal structure, Apoptosis, DNA binding

Area of science: Chemistry

Sub-area of science: Inorganic chemistry

UDC number: 546.733
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1. UVOD

Ve¢ duzi vremenski period u zizi naSeg interesovanja su kompleksi d-metala sa
ligandima koji predstavljaju kondenzacione proizvode 2-acerilpiridina 1 dihidrazida
oksalne odnosno malonske kiseline [1]. Kompleksi d-metala sa ovakvim ligandima
imaju interesantne strukturne karakteristike koje su uzrok razli¢itim aplikativnim

svojstvima nagradjenih supstanci [2-5].

Treba znati da gore pomenuti ligandi predstavljaju N-heteroaromati¢ne
dihidrazone, sa velikim brojem potencijalnih ligatorskih atoma, preko kojih se moze
izvrsiti koordinacija uz formiranje razlicitih geometrija oko centralnog metalnog jona
pri variranju uslova hemijske reakcije. Takodje, ovi ligandi mogu se naci u neutralnom,
monoanjonskom ili dianjonskom obliku, S$to dovodi do razli¢itog naelektrisanja
kompleksnih jedinki. Ovakvi ligandi, s obzirom na svoju strukturu, mogu se vezati za
viSe metalnih centara grade¢i polinuklearne komplekse. Razlike u strukturi kompleksa
sa ovim tipom liganada usmerile su izu¢avanje svojstava dobijenih supstanci, u prvom
redu kao magnetnih ili bioloskih materijala, sa ciljem uspostavljanja veze

struktura—svojstva [5-7].

Kako su do sada proucavani isklju¢ivo kompleksi dvovalentnih metala sa
kondenzacionim proizvodima 2-acetilpiridina i1 dihidrazida oksalne, odnosno malonske
kiseline kao ligandima [1-7], cilj ovoga rada je bila sinteza, karakterizacija i

potencijalna primena kompleksa Co(III) kao prvog u nizu metala oksidacionog broja tri.
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2. OPSTI DEO

Hemija kompleksa sa bis-acil-/aroil-hidrazonima je veoma bogata. U zavisnosti
od centralnog metalnog jona isti ligandi ovoga tipa pokazuju raznovrsnost u nacinu
koordinacije §to dovodi do strukturne raznovrsnosti nagradenih jedinjenja (od malih do
visoko polimerizovanih molekula) [1]. U Tabeli 1 prikazani su ligandi ovoga tipa kao i

sa njima nagradeni kompleksi ¢ija je strukturna karakterizacija potpuno uradena.



Tabela 1. Derivati bis-acil-/aroil-hidrazona i njihovi kompleksi.

~ _N N
N7 ~N
o} 0
OH HO

Strukturna formula Oznaka* Odgovaraju¢i kompleks Ref.
H H .
S P N N - > H5L1 CU3(HL1)C12 Hzo 2,3
Oi\N j“/\ﬁ/\ﬂ/ N/D Cuy(HL1)(SO,)-8H,0
O ]
OH HO [Cug(HL1),(DMSO)s(EtOH)(H,0),](C104),2H,0
~ /H H\ P H,L2 Cu;L2Cl,:CHCL;-H,O 2
N \I.(\ T /\rr N Cu;L2(NO;),2H,0
O 0
OH HO [CusL2(S04)(H,0)3]2
H4L3 CU2L3py42H20 4
x> H H - [Cu,L3(morfolin)4MeOH)]
N N
@(\ O 0 /D
OH HO
H4L4 CU2L4PY34H20 4




H,LS

[Zny(H,L5)4](NO3)g

H,L6

[Pb,L6(AcO),]

OH

HO

H,4L7

Cuy(L7)py,-2H,0
Cuy(L7)py;-4H,0
(Sn(Ry),).L7

R; = Me, n-Bu

H,L8

[Zn4(H,L8)4](NO3)g




— H,L9 [Cd,(H,L9),Cl,(DMF),] 8
0
S N / [Ni,(L9),] 9
N
N—N
®@
H
N<p
N’ Ko{ \ N~
\_/
H4L10-n Cu,L10-2-2py-3MeOH 10
}\I—NH Cu,L.10-2-2py-MeOH
)—(CH )_/<O HO
OH 2/m Cu,LL10-3-2py-:3MeOH
4 HN-N ’ Y
N Cu,L10-4-2py-4MeOH
n=2-5 [Cu,L10-4-4py]-py
H;L11-n [{Cu,L11-n},] 11
N—nH o [{Cus(H,L11-m)Cl,}, ]
)-(CH W< "o Cuy(H,L11 Clo
OH 2/m u -N)g, n
3 HN-N, [{Cux(H, )}1](ClO4),
[Cuy(H,L11-1)(H,0),](C104),:3H,0
n=0-4 [{Cuy(H,L11-4)(EtOH),},](C104),, m(EtOH)
[Cuy(H,L11-n)xH,0]-yH,0; n =0 - 4 12

[Cuy(H,L11-n)CLxH,0]-yH,0; n =0 - 4




[(Et,Sn),(L11-1)] 13
Naz[Ln(Hlel-l)z(:l]nHzO 14
Ln=Y, La, Ce, Nd, Eu, Dy, Er, Lu
[(M00,)(L11-1)(DMSO),] 15
HO, H,L12-n [(UO,)4(L12-n),(H,0),]; n=1-4 16
[{Fe(H,L11-4)},]Cl,-2H,0 17
AN ( [Fe(H,L11-8)]-2,5H,0
— N—NH 0 WO
}—(CH 4
OH 2
o HN-N —
v N
N\ /
n=1-8
OH
H H H,L13 [Cdy(H,0),(H,L13),](Cl04)44H,0 18
N X N N = N
2 N W N A
o 0 0 =
H,L14 [Ni(L14)(py).] 19
=N N==
| !
N N




3 H,LI15 [Niy(L15),(CH;OH),]-1,5CH;0H 20
Ho A N A N o
N N ~N
0] 0
OH X OH H,L16 [Cus(L16)(DMSO)s(H,0)](Cl04),-H,0 21
H H
UO,(H,L16)(EtOH 22
Xy _N \ N\N/ 2(H,L16)( )2
5 5 (UO,)x(L16)(H,0),4
{UO,(H,0),},{UO,(CH3CO0), }(L.16)
OH N OH H,L17 [Cus(H,L17)(H,0);(CH;0H)(NO;)]NO; 23
H H
HO Ny N = N \N/ OH
0 o}
N H,L18 Ln,(H,L18)(pikrat)sn(iPrOH)-mH,O 24
)\\ /H p H\ //L Ln=Y, La, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho
R N N N R
5 8 (n=2,m=4)
. Ln=Er, Tm, Yb (n=0,m=2)
R = ferocenil
| X X H,L19 [Ni(L19)] 25
N N
- X —
~ _R N~
N N N
¢} 0




S H,L20 [Cus(L20),2(OH)5]""" 26
H H
> _N = N =
\ﬂ)\N N N)ﬁl/
HO™ N 0 0] N ~oH
g = H;L21 [Cu,(H,L21)(OH)(NO;)(H,0)]NO52H,0 27
~— \ / \N / [Cuy(H,L21)(OH)(H,0),](C104),-H,0
N
N~NH HN—N
AN
AN
N—NH
—/ N\ HN_N/ \N / [Mn,(L22)s(OH)s]( CIO,)s15H,0
}_m
o) N=N o]
O O H,L23 [Cuy(L23)H,0], 28
Ill / lll {[Cuy(H,L23)](NO3)2 }




0 O H,L24 {[Cu,(L24)( H,0),5]-1,5H,0}, 28
NH HN [Cux(H,L24)CLy],
I I
N\ _=N {[Cux(H2L24)](NO;),}
HO. i. i _OH
H H - -1)4] :
R X _N N X N R H,L25-1 [Co,(L25-1),]-8MeOH-16H,0 29
\[(\N \||/\(\N \ﬂ/ R = CH, [Niy(L25-1),]-0,5E6L,0-4H,0
0 N. .~N O .
[Niy(L25-1)4]-18H,O
[Zn4(L25-1),4]-18H,0
H2L25-2 [Fe4(L25-2)4]4H20 29
R= C7H15 [CO4(L25-2)4]4H20
[Niy(L25-2)4]-4H,0
[Cuy(L25-2)4]-2H,0
[Zny(1L25-2),]-2H,0
H,L25-3 [Niy(H,L25-3)4](ClO4)s-12H,0 29
R= C6H5 [an(H2L25-3)g](BF4)167C6H65CH3CN5H20

[Co4(HL25-3),](BF4)s7CH;CN
[N14(L25-3)2’5(HL25-3) 1 q5](NO3) 1 q5'M€OH'O,5Et20‘4H20

10



o H,L26 [Mn(L26)(H,0),]-7H,O 30
Nas N,N\ /N\N N [Co(H2L26)(H,0),]Cl, 31
H H [Sn(L26)Cl;] 32
= =
[Ni(H,L26)Cl,]
[Zn(L26)],-2CHCI;-2H,0
[Cuy(L26),Cly] 34
O H2L27 [SnEtz(H2L27)]2[SnEt2Cl3]C13 35
N N
N| 3 H’ RN = ™N N
= -
o) H2L28 [SnEtz(Hszs)]z[SnEt2Cl3]C132H20 35
N N
AN NT X ZZ N X
| H H
N = N
OH o OH H,L29 [Fe(H4L29)Cl;] 36
_N N [Fe,L29Cl,(EtOH),] 37
N™ ™ =~ N
H H [Ni(H4L29)(H,0),](NO3), 38
[Cd(H4L29)Cl,]-CHCl;-CH;0H 39
[Mn(H.L29)(py):] 40
[Co(H:L29)(py):]

11



[le(H2L29)2] CH2C12
[le(H2L29)2(py)2] CH2C12

[Sm(L31)(HL31)](H,0)2((CH;),SO)}
Ln(L31); Ln = Ce, Nd, Gd, Dy

[Sn("Pr),H,L29] 41
[Mn(H,L29)(H,0),] DMF 42
NH, O 0 NH, H,L30 [Mn(H,L30)(CH;0H)CI1]CI-H,0 43
M(H,L30)
©)LH H)b M = Mn(II), Co(II), Ni(II), Cu(IT), Zn(IT)
{[Mn(L30)]}, 42
[Ni(L30)], 44
[Mn(H,L30)(Cl)(H,0)]C1-2H,0 45
[Cd(H,L30)CL,]-H,0
[SnPh,(L30)] 46
[SnBuCl(L30)]
o H,L31 [Pd(L31)] 47
[M(H,L31)(H,0)CI|CI 48-50
O)LH H)k© M = Co(IT), Ni(II), Zn(IT), Cu(IT), Mn(IT)
[Y(L31)(H,0)(NO3)]
[Er(L31)(H,0)(NO3)] 51
{[Pr(L31)(HL31)](H,0),((CH;),80)} 52

12



[ReCI(L31)PPh;]

53,54

H,L32

Co(L32)
Co(H,L32)Cl,-4H,0
[Ni(L32)],
Ni(H,L32)Cl,-4H,0
[Cu(L32)],
[Zn(L32)]
Zn(H,L32)Cl,-4H,0

55

H,L33

[(CH3),Sn(HL33)]5[(CH;),SnCl]

56

H,L34

[Fe(HL34)Cl,]
[Fe(L34)(H,0),]C10,-3H,0

57
58

H,L35

[Fe(L35)(H,0)],0-3H,0
[Ni(H,L35),](C10,),-MeOH

59
60

13



H,L36-1

R1:OMe,
R2:R3:H

H,L36-2

R=0C,H;s,
R2:R3:H

H,L36-3
R1=OMe,
R,=0C,H,s,
R3:H
H,L36-4

R1:R2=R3=
=0C,Hys

[Ni(L36)]

61

H,L.37-1
R=C;H;s

H,L37-2
R=Ph

[Pdy(L37).]

62




OH

HO

HsL38

Sn(HsL38)(C,H;),Cl,3H,0
Sn(H;sL38)(C4H;CH,),Cl,
Sn(H,L38)(C4Hs),C1-2H,0
[Sn(H;L38)(C¢Hs),]-DMSO
[Sn(H;L38)(C¢Hs),]-DMSO

63

H,L39

Sn(H,L39)(C,H;),C1-3H,0
Sn(H,L39)(n-C4H,),C1-H,0
Sn,(HL39)(CsHsCH,),Cl,-2H,0
Sny(H,L39)(CsHs);Cly

63

H,L40

[Sn(n-C,4Ho),L40]

[Pb(CgHs),L40]
[M(HL40)(AcO),]-nH,0

M = La(IIl), Gd(IIT); n = 2

M = Eu(IIl), n = 3; M = Tb(Il), n = 5
[M(H,L40)(NO;),]NO; Y

M = La(IIl), Y = EtOH;

M = Gd(11I), Eu(IIT), Tb(III); Y = 2H,O

64

65
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M = La(I1I), Gd(I1I), Eu(IIl); Y =/
M = Tb(Ill), Y = 1,5H,0

H,L42 [Cus(L42),] 66
[Ni3(L42)2(H20)e]

H;L43 [Cux(L43)(u-OMe)(MeOH),]MeOH 67




H,L44

[Ho,(H,L44);(H,0)](NOs),(OH)-3.5H,0
[Luy(H,L44);](OH);

68

H,L45

[Cuy(H,L45)(u-C,H50)(CH;0H)](CIOy),
[Cu,(H,L45)(1-Br)(CH;0H)](CIO,),
[Cu,(H,L45)(1-MeO)(Cl0,)](ClO,)-EtOH
[Cuy(H,L45)(1-N3)](Cl0,),'1.5EtOH
[Cuy(H,L45)(1-C3H3N,)](C10,),2H,0
C5H;N, = anjon imidazola

[Zn,(HL45)(CH;COO),]-CH;CH,0H

69

70

71
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Cl HsL46 [Lny(H,L46)5]*" 72
Ln=Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd, Dy, Er, Yb
N| OH N
HN™ “NH
0 0
OH HO
H;L47 [Pd,(L47)(C4H,NO,)] 73
C4H,NO, = maleimid anjon
[Pd,L47(CH;COO0)] 74
|
Pd,L47(0OH)]
N SH N [Pd,
HN” “NH
0 o}
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H,L48

{M(L48)},

M = Co, Ni, Zn, Cd, Cu, Mn

{M(H,L48)CL,},

M = Co, Ni, Cd, Mn

Ln(H,L48),Cl;

Ln(III) = La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu,Gd, Tb,
Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu

75

76

H,L49

[M2(L49)(phen),]Cl,

[(M3(L49),),]
M = Cu(IT), Ni(IT)

77
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HO H,L50 [M,(L50)(phen),]Cl, 77
0
[(M(L50),),]
N—NH M= Cu(II), NI(H)
> < > </
/
HN—N
0]
OH
H¢L51 {[Cuy(H4L51)(Hpz),](ClO4),} ,; Hpz = pirazol 78
HO\/\/N\N/ \N/N\/\/OH . L
{[Cu,(H4L51)(Him),](ClOy), } ., Him = imidazol
HO OH
HOw N N M~ _oH | Hel52 {[Cuy(H,L52)(Hpz),](C104),} , 78
N N
HO OH
| L53 [Cuy(L53)(terpy),](CF3S03)4 79
o) N N
T \NA[ 1/ 1 terpy = terpiridin
s N
N7 N \r|\| 0
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=
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=
Q

L54

[Cuy(L54)(terpy)2](CF3503),

79

* H,,; n = broj kiselih atoma vodonika
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Kompleksi jona metala sa strukturno slicnim polidentatnim ligandima
dihidrazonskog tipa kao $to su kondenzacioni derivati 2-acetilpiridina i dihidrazida
oksalne ili malonske kiseline ispitivani su sa strukturnog aspekta [18, 80, 81], u cilju

boljeg razumevanja njihovih magnetnih osobina [80] 1 bioloske aktivnosti [18, 81, 82].

Strukturne razlike koje mogu nastati pri koordinovanju polidentatnog liganda
N N*-bis[(1E)-1-(2-piridil)etiliden]etandihidrazida (H,L1) ispitivane su u sludaju
kompleksa bakra(Il) 1 nikla(Il) [80]. U reakciji Cu(OAc),-H,O sa H,L1 u smesi
2-propanol/voda (5:1) dobijen je binuklearni kompleks {[Cu,(L1)(CH3COO),]-8H,0},
(Slika 1) u kome ligand L1 u transoidnoj orijentaciji povezuje metalne centre preko
oksamido mosta. U ovom kompleksu ligand L1 se ponasa kao bis-tridentatni ligand, to
jest, L1 se koordinuje sa dva bakar(Il) jona preko dva seta N,O donorskih atoma pri
¢emu nastaju dva petoclana i dva Sestoclana helatna prstena. Binuklearne podjedinice su
povezane preko u j-acetato mostova §to vodi ka formiranju 1-D polimera. Svaki Cu(II)
jon je koordinovan sa piridinskim i hidrazonskim N-atomima i kiseonikovim atomom iz
L1 1 dva kiseonikova atoma iz acetatnog anjona. UopSteno, u slucaju
pentakoordinovanih jona metala distorzija strukture od idealne trigonalno-bipiramidalne
(TBP) do kvadratno-piramidalne (SP) moze se proceniti upotrebom Addison-ovog
indeksa distorzije 7 [83]: 7= (f—)/60°, gde su « i1 f dva najveca ugla oko metalnog
centra. Vrednosti za 7 su 1,0 za idealnu TBP geometriju i 0,0 za idealnu SP geometriju.
U kompleksu {[Cu,(L1)(CH3COO),]-8H,0}, geometrija bakra(Il) je kvadratno-
piramidalna (z = 0,016) sa &etiri kratke veze u ravni Cu(1)-N(1) (1,992(3) A),
Cu(1)-N(3) (1,923(3) A), Cu(1)-0(1) (2,017(2) A) i Cu(1)-0O(2) (1,950(2) A) i jednom
dugom vezom Cu(1)-O(2A) (2,401(2) A) koja se gradi izmedu O(2A) iz drugog acetato
liganda 1 Cu(II) jona.
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Slika 1. Prikaz binuklearnih podjedinica povezanih preko acetato mostova u
polimernom {[Cuy(L1)(CH3;COO0),]-8H,0}, kompleksu . Simetrijski kodovi:
A=x+1,—py+1,—2),B(=x+1,y,—=z+1/2)and C (x, v + 1,z + 1/2).

Tetrakoordinovani [Ni(L1)]-H,O kompleks (Slika 2) je dobijen na slican nacin
kao 1 {[Cuy(L1)(CH3COO),]-8H,0}, kompleks polaze¢i od Ni(OAc),-4H,O umesto
Cu(OAc),-H,0. U ovom kompleksu ligand L1 se koordinuje sa niklom(II) u cisoidnom
obliku preko N; donorskih atoma pri ¢emu nastaje mononuklearni kompleks
distorgovane kvadratno-planarne geometrije u kome L1 funkcioniSe kao tetradentatni
ligand (Slika 2). Fleksibilni ligand (L1) se reorijentiSe iz transoidne u cisoidnu formu i
obrnuto neometanom rotacijom oko C—C veze, kao $to je to pokazano rendgenskom
strukturnom analizom u slucaju {[Cuy(L1)(CH3COO),]-8H,0},1 [Ni(L1)]-H,O
kompleksa. Odstupanje od planarnosti liganda L1 u [Ni(L1)]-H,O kompleksu moze se
videti iz vrednosti pseudo-torzionog ugla [N(1)-N(3)-N(6)-N(4)] koordinovanih
Lewis-ovih baza koji iznosi —23,3°. Odstupanje Ni(1) od prosecne ravni N(1), N(3),
N(4), N(6) iznosi 0,029 A. Uglovi oko Ni(1) u Sesto¢lanim helatnim prstenovima
[N(1)-Ni(1)-N(3) = 91,79(8)° i N(6)-Ni(1)-N(4) = 91,45(8)°] imaju normalne

vrednosti. Ugao izmedu prosecnih ravni piridinskih prstenova iznosi 119,8°. Torzioni
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uglovi N(1)-C(5)-C(6)-N(2) i N(4)-C(12)-C(10)-N(5) koji iznose 20,9° i 124°,
navedenim redosledom, su takode mera uvijenosti piridinskih prstenova. Uzrok
distorzije Ni(1) od idealne kvadratno-planarne geometrije je najverovatnije napon
prouzrokovan sternim smetnjama izmedu vodonikovih atoma koji se nalaze na C(1) i
C(16) atomima. Ova Cinjenica vodi ka formiranju hiralnog molekula, medutim, imajuci
u vidu kristalizaciju [Ni(L1)]-H,O kompleksa u centrosimetricnoj prostornoj grupi

(P2,/c) A1 A 1zomeri grade racemat u ¢vrstom stanju.

Slika 2. ORTEP dijagram [Ni(L1)]-H,O kompleksa.

Polifunkcionalni ligandi koji su dobijeni u kondenzacionim reakcijama u kojima
se eliminiSu mali molekuli, kao na primer voda, etanol i drugi mogu se lako
hidrolizovati prilikom reakcije sa nekim jonima prelaznih metala u rastvarac¢ima koji
sadrze malu koli¢inu vode. Tako na primer u reakciji HoL1 sa Cu(NO3),-3H,O ili
Cu(ClO4),-:6H,O u MeOH/H,O hidroliza na hidrazidnom fragmentu je dovela do
formiranja binuklearnog kompleksa sa 2-acetilpiridin-hidrazonom prosec¢ne formule
[(C7HgN3),Cuy(C204)(H20)2(NO3)2] u kome oksalato anjon funkcionise kao most
izmedu mononuklearnih podjedinica [25] (Slika 3). Sli¢no tome, hidroliza H,L.1 liganda
se takode dogodila u reakciji sa Fe(ClO4)3-6H,0 u vodi uz simultanu redukciju Fe(III)
do Fe(Il) pomocu oksalato anjona pri ¢emu je nastao mononuklearni kompleks Fe(II) sa

2-acetilpiridin-hidrazonom [84]. Tri liganda koordinovana sa gvozdem(Il) formiraju
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meridijalne geometrijske izomere (Slika 4) koji kristaliSu kao racemska smesa A 1 A

izomera u centrosimetri¢noj prostornoj grupi C2/c.

(a)

(b)

Slika 3. (a) Prikaz dva dinuklearna fragmenta (Cu3 i Cu4) u kompleksu
[(C7H9N3),Cuy(C,04)(H20)2(NOs),]. Neoznacene mononuklearne podjedinice generisu
se operacijom simetrije 1-x, 1-y, —1—z; (b) Prikaz tre¢eg dinuklearnog fragmenta (Cul,

CuZ) u [(C7H9N3)2CL12(C204)(H20)2(NO3)2] kOl’l’lpleSll.
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Slika 4. Prikaz [Fe(H,L1);]*" katjona u [Fe(H,L1')3](C1O4), kompleksu.

Strukturno sli¢an, ali nesto fleksibilniji ligand zasnovan na dihidrazidu malonske
kiseline N ’,N’Z—bis[(lE)—1—(2—piridil)eti1iden]propandihidrazid (H,L2) sa M(II) jonima
M(I) = Ni, Zn 1 Cd) gradi binuklearne komplekse koordinacionog broja Sest
{[Niz2(H2L2),](ClO4)4, [Ni(HL2)(H,L2)](ClO4)3 1 [Zny(H2L2),](BF4)4[81]} ili sedam
{[Cd2(H20)2(H,L2),](ClO4)4-4H,0 [18]}, u kojima se dva liganda koordinuju sa dva
metalna centra u bis-tridentatni nacin (Slike 5—7). U kompleksima [Niy(H,L2),](ClO4)a,
[Nio(HL2)(H,L2)](ClO4)3, [Zna(H,L2)](BF4)s 1 [Cda(H20)2(H2L2)2](ClO4)4-4H20
koordinacija svakog liganda je postignuta preko dva N,O donorska seta $to vodi ka
formiranju Cetiri petoclana helatna prstena. Jedan od pokazatelja oktaedarskog napona
je prosecna AOj vrednost definisana kao prosecno odstupanje 12 oktaedarskih uglova
od idealne vrednosti (90°). Za binuklearne kompleksne katjone[Niy(H,L2),]*" i
[Nip(HL2)(H,L2)]*" ustanovljene proseéne AO, vrednosti su od 8,9° do 9,6°. Jezgro
binuklearnih ~ kompleksa  [Niy(H;L2),](ClO4)s4, [Nio(HL2)(H,L2)](ClO4)s, i
[Cdy(H20)2(HL2),] (ClO4)4-4H,0O predstavlja dvanaestoclani makrocikliéni prsten
M(IT)-O—-C—-CH,—C-0—-); (M(II) = Ni, Zn i Cd). U oktaedarskim binuklearnim
kompleksima Ni(II) dva NNO helatna sistema su medusobno okomito postavljeni, kao

Sto se to moze videti iz vrednosti diedarskih uglova koji iznose 83,6° 1 82,5° u
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[Niy(H2L2),](ClO4)s 1 83,7° 1 85,6° u [Nip(HL2)(H,L2)](ClO4);3, dok u kompleksu
[Cdy(H20)2(HL2),](C104)4-4H,0, koordinacionog broja sedam, ovi uglovi imaju

znatno nize vrednosti (70° 1 75°).

Slika 5. Prikaz bimetalnog kompleksnog katjona [Niy(H,L2),]*". Termalni elipsoidi su
prikazani sa 40% verovatnoce. Vodonikovi atomi vezani za ugljenikove atome nisu
prikazani radi preglednosti. Vodonikovi atomi vezani za azotove atome su prikazani

radi ilustracije neutralne forme liganda.

27



Slika 6. Prikaz bimetalnog kompleksnog katjona [Niy(HL2)(H,L2)]*". Termalni
elipsoidi su prikazani sa 40% verovatnoc¢e. Vodonikovi atomi vezani za ugljenikove
atome nisu prikazani radi preglednosti. Vodonikovi atomi vezani za azotove atome su

prikazani radi ilustracije neutralne i monodeprotonovane forme liganda.

Slika 7. Prva sfera interakcija izmedu kompleksnog katjona [Cda(H,0),(H,L2),]*" i

okolnih anjona 1 nekoordinovanih molekula vode.
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Frakcionom kristalizacijom taloga (iz DMSO/EtOH rastvora) koji je dobijen u
reakciji HyL2 sa Ni(ClOy4),-6H,0 u EtOH odvojena su dva razlicita Ni(II) kompleksa
kao zeleni {[Niy(H2L2):](ClO4)4} 1 braon {[Ni(HL2)(H,L2)](ClO4)s} kristali. Zeleni
kristali imaju slojevitu strukturu (Slika 8), dok braon kristale karakteriSe kanalna

struktura (Slika 9).

Slika 8. Slojevita struktura kristala kompleksa [Ni,(H;L2),](ClO4)4 posmatrana duz ¢
pravca. Prikazane su samo glavne komponente neuredenih molekula. DMSO molekuli i

perhloratni anjoni se nalaze u sendvicu izmedu (100) katjonskih slojeva.
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Slika 9. Prikaz kristalne strukture kompleksa [Niy(HL2)(H,L2)](ClO4);. Prazni kanali se
nalaze u onom delu kristala gde je koncentrisana ve¢ina neuredenih molekula rastvaraca

(DMSO i etanol).

Obe vrste kristala gube kristalnu formu kada se izloZze vazduhu, mada su se
braon kristali pokazali stabilnijim. Kada se [Niy(H;L2),](ClO4)s kompleks rastvori u
MeCN, DMF ili DMSO boja rastvora se prakti¢no trenutno menja od zelene do braon.
Pored toga, iz rastvora dobijenog rastvaranjem zelenih kristala, dobijaju se oba
kompleksa nikla(IT) (zeleni i1 braon). Kompleks [Niy(H,L2),](ClO4)4 kristaliSe prvi.
PredloZzeni mehanizam formiranja [Niy(HL2)(H,L2)](ClO4); kompleksa polaze¢i od
[Niy(H2L2),](ClO4)4 dat je jednacinom (1). Kao $to je napomenuto, nakon rastvaranja
kompleksa [Niy(H,L2),](ClO4)s u DMSO, boja rastvora se relativno brzo menja od
zelene do braon. Elektronski apsorpcioni spektar ovako dobijenog braon rastvora je
slican po obliku 1 polozaju apsorpcionog maksimuma spektru kompleksa
[Nip(HL2)(H,L2)](ClO4); (Slika 10). Ovo podrzava pretpostavku da se kompleks
[Niy(H;L2),](ClO4)4 lako transformise u stabilniji kompleks [Niy(HL2)(H,L2)](ClO4)s.
Tri spinski dozvoljena prelaza [3A2g—>3T2g (F); 3A2g —>3T1g (F) 1 3A2g—>3T1g (P)] se
ocekuju za oktaedarske Ni(II) komplekse. Medutim, kompleks
[Ni,(HL2)(H,L2)](ClO4); pokazuje samo jednu asimetri¢nu traku u bliskoj infracrvenoj
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oblasti na 854 nm. Apsorpcione trake koje se ocekuju u vidljivoj i UV oblasti su

maskirane CT prelazima ili prelazima u okviru liganada.

U reakciji Zn(BF4),-6H,O 1 liganda H,L2 dobijen je binuklearni Zn(II)
kompleks koji formira nestabilne bele kristale. Na bazi preliminarnih rezultata
rendgenske strukturne analize pokazano je da je struktura kompleksa

[Zny(H,L2),](BF4)4 vrlo slicna strukturi kompleksa [Nix(H,L2),](ClO4)a.

[Nip(H,L2),]*" === [Ni,(H,L2)(rastvara&)]*" + H,L2

2H,L2 === HL2 +H,L2"

[Niy(H,L2)(rastvarag)]*" + HL2 === [Ni,(HL2)(H,L2)]**

105

0% -

Absorbanca

a0 " T T T T T

N 1 ! 1 N 1
400 BO0 T B 00 1000 1180

Talasna duzina /nm

Slika 10. Elektronski apsorpcioni spektri [Nip(H2L.2),](ClO4)4 (- - -) 1

[Nio(HL2)(HL2)](C104)s(—) u DMSO-u.
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Uradena je ispitivanje bioloske aktivnosti H,LL1 1 H,L2 liganada i kompleksa
dobivenih sa njima [82]. Pokazano je da je generalno aktivnost liganada umerena i da se
povecava kompleksiranjem za metale [18]. Utvrdena je veca aktivnost ispitivanih
sistema (liganada i kompleksa) prema bakterijama nego prema gljivi Candida. albicans.
Takode je ispitivana citotoksi¢na aktivnost liganada i kompleksa. Utvrdeno je da se
aktivnost visestruko povecava kompleksiranjem [18]. Zbog velike neuredenosti veéi

broj kompleksa sa ligandima H,L.1 1 H,L2 nije mogao da se analizira [81].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Sinteza liganada i kompleksa

3.1.1. Sinteza liganda N', N 2 -bis[(1E)-1-(2-piridil)etiliden]etandihidrazida (H,L1)

U suspenziju dihidrazida oksalne kiseline (0,19 g, 1,60 mmol) i 2-acetilpiridina
(0,36 cm’, 3,20 mmol) u vodi (20 cm’) dodato je par kapi konc. HCI i pH vrednost je
podesena na oko 4,0-4,5. Reakciona smesa je meSana uz refluks 1 h, nakon cega je beli
precipitat, HoL1, filtriran i ispran sa hladnom vodom. Prinos je bio 57 %. Podaci
elementalne analize liganda H,L1 dati su u Tabeli 2. T. t. 244-246 °C; IR (KBr; viem™):
3343 (m) 1685 (vs), 1581 (vs), 1503 (s), 1483 (vs), 1463 (s), 1429 (s), 1368 (m), 1304
(m), 1181 (m), 1133 (m), 853 (w), 789 (m), 741 (w), 610 (w), 529 (m), 402 (m).
'H NMR (500 MHz, DMSO): ¢ = 8.54 (d, 2H, J = 4,8 Hz, C-1, C-16), 7,37 (t, 2H, J =
2,6 Hz, C-2, C-15), 7,74 (C-3, C-4, C-14, C-13; kompleksni signal 4H), 2,34 (s, 6H, C-
7, C-11), 11,60 (s, 2H, N-1*, N-2*) ppm; °C NMR (500 MHz, DMSO): 6 = 148,9 (C-1,
C-16), 1243 (C-2, C-15), 136,8 (C-3, C-14), 119,9 (C-4, C-13), 150,1 (C-5, C-12)
168,0 (C-6, C-10), 12,3 (C-7, C-11), 154,9 (C-8, C-9) ppm.

Tabela 2. Elementalna analiza liganda H,L1.

Element Izratunato za CicH;sN¢O, (%), | Nadeno (%)
M, =32438

C 59,2 59,3
5,0 5,1

N 25,9 26,3
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3.1.2. Sinteza liganda N', N 2 -bis[(1E)-1-(2-piridil)etiliden][propandihidrazida (H;L2)

U suspenziju dihidrazida malonske kiseline (0,21 g, 1,60 mmol) i
2-acetilpiridina (0,36 cm’, 3,20 mmol) u vodi (20 cm®) dodato je par kapi konc. HCI i
pH vrednost je podeSena na oko 4,0—4,5. Reakciona smesa je meSana uz refluks 1 h
nakon Cega je beli talog, H,L2, filtriran i ispran sa hladnom vodom. Prinos je bio 64 %.
Podaci elementalne analize liganda H,L.2 dati su u Tabeli 3. T. t. 220-221 °C; IR (KBr;
viem™): 3440 (w), 3193 (m), 3094 (w), 1679 (vs), 1582 (m), 1463 (w), 1431 (m), 1391
(s), 1229 (m), 1155 (m), 995 (w), 781 (m), 729 (w). 'H NMR (500 MHz, DMSO): 6 =
8,57 (t, 2H, J= 6,6 Hz, C-1, C-17), 7,33 (m, 2H, C-2, C-16), 8,03 (t, 2H, J= 7,8 Hz, C-
3, C-15), 7,78 (td, 2H, J = 7,1 Hz, C-4, C-14), 2,32 (s, 6H, C-7, C-12), 2,39 (s, 2H, C-
9), 10,88 (s, 2H, N-1*, N-2*) ppm; °C NMR (500 MHz, DMSO): § = 148.8 (C-1, C-
17), 124,1 (C-2, C-16), 136,5 (C-3, C-15), 120,1 (C-4, C-14), 148,2 (C-5, C-13), 170,7
(C-6, C-11), 12,2 (C-7, C-12) 155,3 (C-8, C-10) ppm.

Tabela 3. Elementalna analiza liganda H,L.2.

Element Izratunato za  C;7HisNeO> (%), | Nadeno (%)
M, =338,37

C 60,3 59,8
5,4 5,3

N 24,8 24,9
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3.1.3. Sinteza 2,2'-{1,1'-[2,2"-Oksalilbis(hidrazin-2-il-1-iliden)|dietilidin}
dipiridinijum-diperhlorata dihidrata (1)

Zn(ClQOy4),-6H,0 (0,32 g, 0,85 mmol) i H,L1 (0,27 g, 0,85 mmol) suspendovani
su u MeOH (30 cm?). Svetlozutoj suspenziji dodato je 45 kapi HCIOy4 i dobijeni Zuti
rastvor je refluktovan 1 h na 65 °C. Nakon hladenja do sobne temperature i fitriranja
dobijen je zuti mikrokristalni produkt. Prinos je bio 56 %. T. t. 238-240 °C. Molarna
provodljivost (DMF, 1x10~ mol/dm®) Ay = 160 cm?*/Q-mol. Rastvorljivost: nerastvoran

u vodi 1 etanolu, rastvoran u acetonitrilu i dimetil-sulfoksidu.

3.1.4. Sinteza kompleksa [Co;L2,](NO;3),2H,0+0,5C;HsOH (2)

Rastvoru N',N-bis[(1FE)-1-(2-piridil)etiliden]propandihidrazida, H,L2, (0,0338 g,
0,1 mmol) u etanolu (15 cm’) dodati su 2,2'-dipiridilamina (0,0171 g, 0,1 mmol) i
Co(NOs3),-6H,0 (0,0291 g, 0,1 mmol), oba rastvorena u po 5 cm’ etanola. Reakciona
smesa je meSana 2 h. Dobijeni tamnobraoncrveni mikrokristalni proizvod proceden je i
ispran hladnim etanolom. Prinos je bio 52 %. Podaci elementalne analize kompleksa
[Co,L2,]*" dati su u Tabeli 4. IR (KBr; v/em™): 3416 (m), 1602 (w), 1501(s), 1457 (s),
1382 (vs), 1358 (vs), 1329 (s), 1257 (m), 1147 (m), 1074 (m), 1034 (w), 944 (w), 831
(w), 776 (m), 735 (m), 692 (w), 654 (m), 578 (w). "H NMR (500 MHz, DMSO): 6 =
7,89 (d, 2H, J=5,0 Hz C-1, C-17), 7,49 (t, 2H, J=6,5 Hz, 6,0, C-2, C-16), 8,20 (t, 2H,
J=8,0 Hz, 7,5, C-3, C-15), 8,13 (d, 2H, J=7,5 Hz, C-4, C-14), 3,10 (s, 6H, C-7, C-12),
3,41 (s, 4H, C-9) ppm; “C NMR (500 MHz, DMSO): ¢ = 152,2 (C-1, C-17), 128,38
(C-2, C-16), 141,9 (C-3, C-15), 126,5 (C-4, C-14), 159,8 (C-5, C-13), 162,5 (C-6, C-
11), 15,0 (C-7, C-12) 183,7 (C-8, C-10) 34,4 (C-9) ppm. UV-Vis (DMSO): Amax 370 nm
(e, 550M " em ™) 'A1g—"T24 (0,275), Amax 320 nm (g, 950M ' cm ™) 'A};— Ty (0,475).
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Tabela 4. Elementalna analiza kompleksa [C02L22]2+.

Element Izratunato za C70H75C04N23025 (%), | Nadeno (%)
M, =1947,32
C 43,18 42,80
4,04 3,99
N 20,14 19,79
3.2. Merenja

Elementalna C, H, N analiza radena je standardnom mikrometodom na
ELEMENTARVario ELIII C.H.N.S=O analizatoru Centra za instrumentalnu analizu
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Infracrveni spektri snimljeni su na
Perkin-Elmer FTIR 1726 spektrometru KBr tehnikom. KoriS¢ene su sledece skracenice
za intenzitet traka u IR spektrima: veoma jaka (vs), jaka (s), srednje jac¢ine (m), slaba
(w). Molarna provodljivost DMF rastvora 1 odredena je na sobnoj temperaturi na
Jenway-4009 konduktometru. Elektronski apsorpcioni spektri su snimani na UV Cintra

40 spektrometru.

3.3. NMR spektroskopija

Za odredivanje nacina koordinacije liganda H,L2 za kompleks 2, u DMSO-d;
rastvoru, koris¢ene su 1D 'H, *C NMR i DEPT (“’Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer’”) spektroskopija, 2D COSY (*’Correlation Spectroscopy’’), kao i
2D '"H-"C heteronuklearni korelacioni spektri. NMR spektri su dobijeni Bruker Avance
500 spektrometrom koji je opremljen sondom za Siroke linije. Svi spektri su snimani na

25 °C. 2D COSY spektri su snimani sa jednim skan/z/-inkrement, dok su 'H-"C
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heteronuklearni spektri dobijeni sa 2 skan/¢/-inkrement. Hemijska pomeranja su data u
o skali, u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao interni standard za 'H i *C. Kori§¢ene su

sledece skracenice : singlet (s), dublet (d), triplet (t), triplet dubleta (td).

3.4. Rendgenska strukturna analiza

Kristalografska merenja su vrSena na Oxford Diffraction XcaliburS CCD
difraktometru upotrebom grafit-monohromatskog MoK« zradenja (0,71073 A) na
temperaturi 130(2) K. Za prikupljanje i redukciju podataka (refleksija) koriSten je
CrysAlis PRO program [1]. Svi relevantni podaci o kristalu, kao i podaci koji se odnose
na prikupljanje podataka i utanjavanje strukture dati su u Tabeli 5. Za reSavanje
strukture koriSten je SHELXS97 program, a za njeno utanjavanje SHELXL97 [2].
Atomi teZi od vodonika su tretirani anizotropno, a vodonikovi atomi izotropno. TeZinski
R-faktor (wR) i faktor primerenosti (goodness of fif) S su bazirani na F’ vrednostima,
dok je konvencionalni R-faktor baziran na F' vrednostima, sa F' vrednostima podeSenim
na nulu za negativne F°. H atomi koji se nalaze na C atomima su pozicionirani
geometrijski to jest C—H rastojanja su fiksirana (C—H=0.95-0.98 A), a njihovo
utacnjavanje je vrSeno tako Sto su Uiso(H) vrednosti definisane odnosom Uiso(H) = 1.2
Ueq(C). H atomi vezani za N atome su nadeni u AF mapama i uta¢njavani slobodno.
Vodonikovi atomi koji pripadaju molekulu vode su takode nadeni u AF mapama.
Upotrebom instrukcije DFIX njihova rastojanja su fiksirana na 0.84(2) A (0O6—H).
Ispitivani kristal je pseudomeroedralno dupliran sa pravilom dupliranja (twin law) (1 0 0
0-1000-1) u reciprocnom prostoru. Utacnjavanje strukture je pokazalo da manjinska

komponenta iznosi 6%.
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Tabela 5. Relevantni kristalografski podaci i podaci o utacnjavanju strukture 1 i

kompleksa 2.

1

2

Empirijska formula

C16HsNg0,772C1042 H,O

C35H39C02N 140125

Molarna masa / g cm™

561,3

973,6

Temperatura / K 130 150

Talasna duzina 0,71073 0,71073
Kristalni sistem monoklinican triklini¢an
Prostorna grupa P2/c P1

Dimenzije jedini¢ne ¢elije | a =7,0166 (3) a=15,0282(4)

b= 15,6855 (5)

b=16,3112(4)

c=10,1152 (4)

¢ = 17,4548(5)

B=90,240 (3)°

B=186,147(2)°

Zapremina / A’ 1113,26 (7) 4001,19(18)
VA 2 4

D,/ Mgm™ 1,674 1,616
n/mm’ 0,37 0,912
Omax / Omin 30,5°/2,9° —

Br. prikupljenih refleksija | 12596 25530
Br. nezavisnih refleksija 3402 14384
Faktor slaganja za F~ 0,105 0,1317
Finalno R [F*>20(F")] 0,043 0,0614
R (svi podaci) 0,037 0,1111
S 0,98 -
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3.5. Bioloska aktivnost

3.5.1. Test na racic¢ima vrste Artemia Salina

Kasicica liofilizovanih jajasaca morskih raci¢a vrste Artemia salina je dodata u 1
dm’® vestatke morske vode koja je sadrzavala nekoliko kapi suspenzije kvasca (3 mg

? destilovane vode). Kroz dobijenu suspenziju, koja je

suvog kvasca u 5 cm
termostatirana na 28 °C i osvetljena, propustan je vazduh u trajanju od 24 h. Testirane
supstance su rastvorene u DMSO-u. U staklenu posudicu dodate su 1-2 kapi ekstrakta
kvasca, 10-20 sveze izlezenih larvi raci¢a u 0,5 cm’ vestacke morske vode, kao 1
rastvori ispitivanih supstanci do odgovarajucih koncentracija. Za svaku koncentraciju su
uradena dva odredivanja. Posudice su ostavljene na sobnoj temperaturi pod dejstvom
svetlosti u trajanju od 24 h, nakon cega su izbrojani preziveli ra¢i¢i. LC50 vrednost je

definisana kao koncentracija supstance koja prouzrokuje smrt 50% raci¢a. DMSO je bio

neaktivan pod primenjenim uslovima.

3.5.2. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti

U cilju ispitivanja citotoksi¢ne aktivnosti liganada i kompleksa odabarno je pet
tumorskih celijskih linija: epitelnog kancera dojke (MDA-361), karcinoma materice
(HeLa), misijeg melanoma (B16), humanih ¢elija leukemije (K562) i humanih pluénih
fibroblasta (MRC-5) koje su odrzavane u hranljivoj podlozi RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute, Sigma-Aldrich, Cat. No. R7755) u atmosferi povecane vlaznosti u
prisustvu 5% (v/v) CO,. Humane endotelne ¢elije EA.hy926 su odrzavane u DMEM
glukoznoj hranljivoj podlozi (Dulbecco-ova modifikacija Eagle-ovog medijuma, PAA,
kataloski broj E15-883). Obe hranljive podloge pripremljene su u sterilnoj

dejonizovanoj vodi, uz dodatak penicilina (100 jedinice/cm’), streptomicina (100
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pg/em’) i 10%-tnog termicki inaktiviranog seruma fetusa goveeta (FCS, Sigma-

Aldrich, kataloski broj F4135).

3.5.2.1. In vitro metode odredivanja citotoksi¢ne aktivnosti

Celijske kulture su zasejane, osim za MRC-5 i K562, uz dodatak odgovarajuée
hranljive podloge, na ploce od 96 bunarcica tako da je gustina ¢elija iznosila 2000 ¢elija
po bunaréi¢u, dok je ta gustina za MRC-5 i K562 bila 5000 éelija po bunaréi¢u. Celije
su ostavljene da miruju 24 h nakon cega su dodate ispitivane supstance do finalnih
koncentracija 3, 9, 30, 90 i 300 pmol/dm’ za linije B16, MRC-5, i EA.hy926, odnosno
1, 3, 10, 30 i 100 pmol/dm3 za linije MDA-361, HelLa i K562. Rastvori Zeljenih
koncentracija pripremljeni su neposredno pre dodatka agensa u bunarci¢, prvo
rastvaranjem u DMSO-u koncentracije 10 mmol/dm’, a potom razblaZivanjem sveZe
pripremljenih polaznih rastvora ispitivanih supstanci odgovaraju¢im hranljivim
medijumom. Za svaku koncentraciju je uradeno pet odredivanja za svaku ¢elijsku liniju
uz inkubiranje od 48 h. Osim za K562 celije, citotoksi¢na aktivnost svakog agensa
ispitivana je testom sa sulforodaminom B (SRB, Sigma-Aldrich, kataloski broj S 1402-
5G) [3]. S obzirom na to da je K562 celijska linija koja se uzgaja u suspenziji,
citotoksi¢éni  potencijal je odreden MTT (3-(4, S5S-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
-difeniltetrazolijum-bromid) metodom [4]. Procenat u odnosu na kontrolu je odreden

koriS¢enjem jednacine (2):

QGt—0Gs -100%

% = OGk—0Gs (2)

gde je OGt — srednja opticka gustina tretiranih ¢elija, OGs — srednja opticka gustina
slepe probe, a OGk — srednja opticka gustina kontrolne probe.

Rezultati citotoksi¢ne aktivnosti izraZzene su kao IC50 vrednosti (koncentracija
ispitivanog agensa koja smanjuje broj celija za 50% u populaciji tretiranih celija u
odnosu na netretirane kontrolne ¢elije), koje su odredene koriS¢enjem GraphPad Prism

programskog paketa [5].
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3.5.3. Analiza distribucije faza Celijskog ciklusa proto¢nom citometrijom

Celije humanog epitela kancera dojke (MDA-361) posejane su na plo¢e od Sest
bunarci¢a (200000 ¢elija po bunarcicu) u duplikatu i ostavljene preko noci da odstoje
nakon Cega je dodata ispitivana supstanca. Za analizu celijskog ciklusa ispitivanog
jedinjenja koriS¢ene su dve koncentracije, prva jednaka vrednosti IC50, a druga 2 x
IC50. Za analizu Celijskog ciklusa, celije su prikupljene nakon 24 h tretmana
supstancom, potom isprane jednom PBS puferom i fiksirane ledeno hladnim etanolom
(70%). Ovako fiksirane ¢elije su inkubirane na 4°C tokom 24 h, a potom je etanol
uklonjen ispiranjem dva puta PBS-om. Celije su istaloZzene centrifugiranjem, a potom
tretirane sa 0,2 cm’ ribonukleaze (1 mg/cm®) 30 min na 37 °C. Onda su ¢elije stavljene

na led i dodat je propidijum-jodid (PI) (0,2 cm®, 50 pg/cm’) 15 minuta pre analize [6].

3.5.4. Analiza Celijske smrti

Apoptoza  MDA-361  ¢elija  tretiranth  prouCavanim  kompleksom
[CoyL2,](NO3),-2H,0-0,5C,HsOH  odredivana je Annexin V-FITC - fluorescein-
-izotiocijanatnim kompletom za detekciju apoptoze (BD Biosciences, kataloSki broj
65874x, Pharminogen San Diego, CA, USA). Suspenzija 1 x 10° éelija/cm’ tretiranih
ispitivanim kompleksom koncentracije 1 x IC50 tokom 24 h, isprana je dva puta
hladnim PBS-om, a potom resuspendovana u 200 pL vezujuéeg pufera (10 mmol/dm’
HEPES/NaOH (HEPES — (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina) pH 7,4;
140 mmol/dm® NaCl, 2,5 mmol/dm’® CaCl,). 100 uL rastvora (1 x 10 ¢elija) je potom
prebaceno u kivetu od 5 mL i dodato je 5 pL Annexin V-FITC-a i 5 uL PI-a. Celije su
blago vorteksovane 1 inkubirane na 25 °C tokom 15 min u mraku. Potom je dodato 400
uL vezujuceg pufera. Uzorak je analiziran protocnom citometrijom pomocu FACS

Calibur Becton Dickinson proto¢nog citometra i Cell Quest kompjuterskog paketa [7].
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3.5.5. Ispitivanje interakcija kompleksa 2 sa DNA sisara

CT-DNA (DNA iz teleteg timusa) je rastvorena u tris puferu (10 mmol/dm’
Tris—HCI pH 7,9) i ostavljena preko no¢i na 4 °C. Koncentracija DNA je podeSena na 3
mg/mL pomocu pufera. Ovako pripremljena DNA je ¢uvana na 4 °C. Rastvor CT-DNA
u vodi imao je odnos apsorbance na Axeo/A2g0 1,89-2,01 Sto ukazuje na to da je DNA
uspesno preciSéena od proteina. Koncentracija CT-DNA je odredena merenjem
apsorbance rastvora DNA na talasnoj duzini 260 nm i izraCunata na osnovu
apsorpcionog koeficijenta &g = 6600 M'cm™ [8]. Elektronska apsorpciona titracija
kompleksa sa CT-DNA radena je pri konstantnoj koncentraciji kompleksa 2, variranjem
koncentracije CT-DNA. U ependorf-kivete je stavljeno po 1, 2, 3,4, 5,6, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14 1 15 pL osnovnog rastvora CT-DNA i dodato je po 10 pL rastvora kompleksa
2 i destilovane vode do zapremina od 1 mL. Reakciona smesa je inkubirana na 37 °C
tokom 2 h uz povremeno vorteksovanje. Primarni spektri obradivani su u programu

Microcal ORIGIN v8.0.

3.5.6. Ispitivanje interakcija kompleksa [Co,L2 A sa plazmidnom DNA

Ispitivanje interakcija kompleksa [Co,L2,]*" sa plazmidnom DNA uradeno je na
plazmidu pUC18. Plazmidna DNA je najpre inkubirana na 95 °C tokom 4 min, a zatim
na 4 °C sledec¢ih 20 min. Potom je reakciona smeSa ukupne zapremine 20 uL koja se
sastojala od 230 ng plazmida pUC18 1 40 mM natrijum-bikarbonatnog pufera, pH 8.4,
inkubirana sa razli¢itim koncentracijama Co(II), H,L.2 i [Co,L2,]*" na 37 °C tokom 90
min 1 sa kompleksom [Co,L2,]%, koncentracije 10mM tokom 2 h. Reakciona smesa je
povremeno vorteksovana. Reakcija je prekinuta kratkim vorteksovanjem na 10000 rpm 1
dodatkom 7 pL pufera za nanoSenje uzorka (0,25% bromfenol-plavo, 0,25% ksilen-
-cijanol FF 1 30% glicerol u TAE puferu pH 8,24 (40 mM tris-acetat, | mM EDTA)). Za
agaroznu gel elektroforezu je koriS¢ena 1% agaroza (Amersham Pharmacia-Biotech,
Inc) pripremljena u TAE puferu pH 8,24. Elektroforeza je radena pri konstantnom

naponu (80 V) u trajanju od 1 h. Nakon zavrSene elektroforeze gel je obojen rastvorom
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etidijum-bromida (0,5 pg/mL). Posle 30 min bojenja gel je ispran vodom, ostavljen da
stoji jo§ 10 min u vodi, a zatim ponovo ispran vodom. Fragmenti DNA su vizuelizovani

pod UV svetlom na 312 nm.

3.5.7. Antimikrobna aktivnost

Uradena je procena bioloske aktivnost prema Gram-pozitivnhim bakterijama
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae i
Gram-negativnoj bakteriji Klebsiella pneumonie, koriS¢enjem agar difuzione metode.
Bakterije su ostavljene preko no¢i u LB medijumu da narastu. Potom je suspenzija
bakterijskih kultura u izotoni¢nom slanom rastvoru (0,5 mL) dodata u 10 mL otopljenog
1 prohladenog hranljivog agra. Agar je preliven u sterilne Petri Solje i ostavljen da
oc¢vrsne. Mali bunar¢i¢i (1 cm u precniku) su izbuSeni u agaru. Rastvor [Co,L2,]*
kompleksa u DMSO-u je razblazivan dejonizovanom vodom do kona¢nih koncentracija
(1000, 200, 40, 8 1 0,16 pg/mL) 1 dodavan u bunarci¢e. Zone inhibicije merene su u

mm, nakon inkubacije na 37 °C u trajanju od 24 h.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Opis kristalne strukture soli (1)

Prethodna istrazivanja su pokazala da se proizvodi direktne reakcije jona metala
sa H,L1 ligandom (Sema 1) &esto ne mogu lako predvideti [1-5]. U ovom radu
prikazani su rezultati rendgenske strukturne analize 2,2'-{1,1'-[2,2'-oksalilbis(hidrazin-
2-il-1-iliden)]dietilidin} dipiridinijum-diperhlorata ~ dihidrata  (C,¢H; sN6O,>"-2C10,4
2H,0, Sema 2) koji je slu¢ajno dobijen kao glavni proizvod direktne reakcije
Zn(Cl04),-:6H,0 sa ligandom N',N”-bis[(1E)-1-(2-piridil)etiliden]etandihidrazidom
(H,L1). Pored toga, nasi pokusaji da nagradimo komplekse M(III) jona sa H,LI

ligandom takode nisu urodili plodom.

11
o) CHjs
N = I3
9 ; 12
8 2 \N 10 \ 14

Sema 1. N',N*-bis[(1E)-1-(2-piridil)etiliden]etandihidrazid (H,L1)

U jedini¢noj ¢eliji katjon ispitivane soli C16H1sN6O2*" (H4L17") lezi na centru inverzije
na 1/2, 0, 0. Struktura soli 1 broj¢ana Sema atoma prikazani su na Slici 11. Geometrijski

parametri su sumirani u Tabeli 6.
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* 20'04- ¢ ZHQO

Slika 11. ORTEP dijagram ispitivane soli. Termalni elipsoidi su prikazani sa 50%

stepenom verovatnoce. Intramolekulske vodoni¢ne veze (N—H--O i N—H---N) su

prikazane sa isprekidanim linijama. Atomi oznaceni sufiksom "a" se nalaze u

simetrijskoj poziciji

l—x, -y, —.

Tabela 6. Geometrijski parametri za C16H1sN60,>"-2C104~2H,0 (A, ©).

Cl1—O05

Cl1—04

Cl1—02

Cl1—03

O01—C8

1,4198 (17)
1,4259 (14)
1,4309 (14)
1,4386 (17)

1,214 (2)

Cl1—C2

C1—Ce6

C2—C3

C2—H2

C3—C4

1,377 (2)
1,477 (2)
1,386 (3)
0,95

1,381 (3)
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O6—H6A

0O6—H6B

NI1—C5

N1—Cl1

N1—HIN

N2—C6

N2—N3

N3—C8

N3—H3N

05—Cl1—04

05—Cl11—02

04—Cl1—02

05—CI11—03

04—CI11—03

02—CI11—03

H6A—0O6—H6B

C5—NI—ClI

C5—NI—HIN

Cl1—NI1—HIN

C6—N2—N3

C8—N3—N2

C8—N3—H3N

0,815 (17)
0,839 (17)
1,340 (2)
1,359 (2)
0,84 (2)
1,289 (2)
1,360 (2)
1,352 (2)
0,84 (2)
109,55 (10)
109,96 (11)
111,30 (9)
108,40 (14)
108,69 (10)
108,87 (9)
114 (3)
122,70 (15)
116,7 (15)
120,6 (15)
118,61 (14)
118,15 (15)

122,0 (14)

C3—H3
C4—C5
C4—H4
C5—H5
C6—C7
C7—H7A
C7—H7B
C7—H7C
C8—C8'
C4—C3—H3
C2—C3—H3
C5—C4—C3
C5—C4—H4
C3—C4—H4
N1—C5—C4
N1—C5—HS5
C4—C5—H5
N2—C6—Cl
N2—C6—C7
C1—C6—C7
C6—C7T—HTA

C6—C7—HT7B

0,95
1,379 (3)

0,95

0,95

1,493 (2)

0,98

0,98

0,98

1,532 (4)
119,9
119,9
118,46 (17)
120,8
120,8
120,35 (16)
119,8
119,8
113,35 (15)
128,13 (17)
118,52 (15)
109,5

109,5
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N2—N3—H3N 1184 (15) H7A—C7—H7B 109,5
N1—C1—C2 118,18 (16) C6—C7—HT7C 109,5
N1—C1—C6 118,26 (15) H7A—C7—H7C 109,5
C2—C1—C6 123,53 (16) H7B—C7—H7C 109,5
C1—C2—C3 120,13 (17) O1—C8—N3 126,18 (17)
Cl1—C2—H2 119,9 01—C8—C§¢' 122,6 (2)
C3—C2—H2 119,9 N3—(C8—C§' 111,16 (18)
C4—C3—C2 120,17 (17)
C6—N2—N3—C8 169,62 (16) N3—N2—C6—Cl1 176,07 (14)
C5—N1—C1—C2  —0,7 (2) N3—N2—C6—C7 -4,8 (3)
C5—N1—C1—C6 —178,72 (16) N1—C1—C6—N2 3,3(2)
NI—C1—C2—C3 -0,3 (3) C2—C1—C6—N2 —174,65 (17)
C6o—C1—C2—C3 177,63 (16) N1—C1—C6—C7 —175,92 (16)
Cl—C2—C3—C4 0,9 (3) C2—C1—C6—C7 6,1 (3)
Cc2—C3—C4—C5  —0,5(3) N2—N3—C8—O01 —9,0 (3)
ClI—N1—-C5—C4 1,1 (3) N2—N3—C8—C8' 172,93 (16)
C3—C4—C5—N1  —0,5(3)

Simetrijski kod: (1) —x+1, —y, —z.

Rastojanje C8—O1 iznosi 1,214(2) A, $to odgovara dvostrukoj vezi ugljenik—
kiseonik. Duzine veza N3—C8 [1,352 (2) A] i N2—C6 [1,289 (2) A] ukazuju na prostu
1 dvostruku vezu izmedu ugljenika 1 azota, navedenim redosledom. Katjon
CieH1sNgO>" (H4L1%) pokazuje odstupanje od planarnosti. Rastojanje izmedu

prosecne ravni definisane C1-C6,C8,N1-N3 atomima i one definisane odgovaraju¢im
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atomima generisanim simetrijskom operacijom 1-x, —y, —z iznosi 0,223 A. Struktura
C16H13N6022+-2C1047'2H20 je stabilizovana ~ pomoc¢u  intramolekulskih 1
intermolekulskih vodoni¢nih veza ¢iji su geometrijski parametri dati u Tabeli 7.
Transoidna konformacija katjona je stabilizovana pomo¢u N-H--O vodoni¢nih veza
(Slika 11, Tabela 7). Torzioni ugao O1—C8—C8a—O1a [atomi oznaceni sufiksom "a"
se nalaze u simetrijskoj poziciji 1-x, —y, —z] iznosi 180°. Syn orijentacije piridinijum-
iminskih fragmenata su stabilizovane pomocu N—H--N intramolekulskih vodoni¢nih
veza. Torzioni ugao N1—C1—C6—N2 iznosi 3,3(2)°. Intramolekulske vodoni¢ne veze
(N-H--O 1 N—H-'N) vode ka formiranju S(5) motiva (Slika 11) [6]. U kristalnoj
strukturi C;6HsNgO,>"-2C10,42H,0 katjoni, anjoni i molekuli vode ucestvuju u
formiranju intermolekulskih vodoni¢nih veza (Slika 12). Molekuli vode imaju ulogu
dvostrukog donora [prema Ol i O3 na —x, y—1/2, —z+1/2] i1 jednostrukog akceptora.
Piridinijum 1 hidrazonski azotovi atomi imaju ulogu dvostrukog donora sa jednom
komponentom intra, a drugom inter. Od strane Jeffrey-ja i saradnika, [7] ovaj tip
vodoni¢ne veze je nazvan trocentricnom. Perhloratne grupe i molekuli vode posreduju u
povezivanju katjonskih molekula (Slika 12). Svaki katjon je vodoni¢no povezan sa dva
perhloratna anjona i dva molekula vode. Kiseonikovi atomi (O3 1 OS5) iz perhloratnih
jona imaju ulogu H akceptora. Kiseonikov atom OS5 prima H-atom od hidrazonskog
N-atoma, a O3 od molekula vode. Drugi H-atom iz molekula vode je doniran
karbonilnom kiseonikovom atomu (Ol) iz katjonskog molekula. Ovaj sistem
vodoni¢nih veza se §iri u dve dimenzije paralelno sa (1 0 2). Heteroaromaticni prstenovi
susednih katjona su ukljuceni u interakcije n---m tipa (Slika 13). Rastojanje izmedu
teziSta heteroaromatic¢nih prstenova (C1—C5,N1) i (C1b—C5b,N1b) [atomi oznaeni
sufiksom "b" se nalaze u simetrijskoj poziciji —x, =y, 1-z] je 3,600 (1) A sa izmestajem
tezista od 1,502 A. Katjonski molekuli povezani preko mm interakcija izmedu

piridinijumskih jedinica se prostiru stepenicasto duz [-1 0 1] pravca.
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Tabela 7. Parametri vodoni¢nog vezivanja (A, °).

D_H-A D_H He A DA DH-A
NI1—HIN--06 0,84 (2) 1,86 (2) 2,690 (2) 168 (2)
NI1—HIN-N2 0,84 (2) 232 (2) 2,632 (2) 102 (2)
N3—H3N--05 0,84 (2) 236 (2) 3,011 (2) 134 (2)
N3—H3N--01' 0,84 (2) 236 (2) 2,686 (2) 104 (2)
06—H6A-01 0,82 (2) 2,08 (2) 2889 (2) 173 (2)
06—H6B:+03" 0,84 (2) 198 (2) 2,809 (2) 171 (2)

Simetrijski kodovi: (1) —x+1, =y, —z; (i1) —x, y—1/2, —z+1/2.
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Slika 12. Dijagram pakovanja C16H13N6022+-2C1047-2H20 prikazuje 2D skup paralelan
sa (1 0 2) koji je generisan pomocu vodonicnog vezivanja. H-atomi nisu prikazani radi

preglednosti, osim onih ukljucenih u vodonicne veze.

Slika 13. Dijagram pakovanja C16HgNsO,>"-2C104™-2H,0 prikazuje 1D skup paralelan
sa [-1 0 1] koji je generisan pomoc¢u 7+« interakcija izmedu piridinijumskih

fragmenata. Posmatrano duz b-pravca.
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Za razliku od H,L1 liganda, sa H,L2 ligandom (Sema 3) nagraden je dinuklearni
kompleks kobalta(IIl) kao prvi od kompleksa metala oksidacionog broja tri sa ovim
ligandom. Kompleks je dobiven polaze¢i od Co(NO3), 6H,0 i liganda H,L.2 (molski

odnos 1:1) uz dodatak 2,2'-dipiridilamina iz etanolnog rastvora uz refluks.

17
0] o) N / 16
= _N 15
2 11 \
8 10 N/ AN 13
9 H 14
CHs CHs
7 12

Sema 3. N',N”-bis[(1E)-1-(2-piridil)etiliden]propandihidrazid (H,L2)

Dva liganda L2 koordinovana su za svaki kobaltov jon, dok se dva nitratna jona
nalaze u spoljnoj sferi kompleksa. Elementarna analiza je pokazala da se uz svaki
kompleksni katjon nalaze i 2 molekula etanola i 2 molekula kristalne vode. Rezultati
molarne provodljivosti su potvrdili da je kompleks elektrolit tipa 1:2. 2,2'-dipiridilamin
je dodat reakcionoj smesi da bi promenio dielektri¢nu konstantu rastvora a kako bi
kompleks kristalisao u monokristalnom obliku pogodnom za rendgensku strukturnu
analizu. U toku reakcije Co(Il) se oksidaovao u Co(IIl) vazduSnim kiseonikom, tako da
je nagraden dijamagneti¢an kompleks Co(IIl) Sto su i potvrdila merenja magnetnog

momenta dobijenog kompleksa.

4.2 Opis kristalne strukture kompleksa (2)

Jedinjenje [Co0,L2;](NOs3),:2H,0-0,5C,HsOH kristaliSe u monoklinicnom
sistemu P 1 sa dva nezavisna i neznatno razli¢ita jonska kompleksa [C02L22]2+ u

strukturi, od kojih je jedan prikazan na Slici 14.
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Slika 14. Pogled na jedan od dva nezavisna katjonska kompleksa

[Co,L2,]* pronadena u asimetri¢noj jedinici.

Kompleksni katjon [Co,L2,]*" ima dinuklearnu strukturu dvostrukog heliksa u
kojoj je svaki Co(IIl) centar koordinovan preko dve tridentatne N,O helatne jedinice iz
oba H,L2 liganada. Co(IIl) centri se na taj naCin nalaze u pseudooktaedarskom
okruzenju. Svaki Co(IIl) jon okruZen je sa dve helatne jedinice koordinovane za Co(III)
atom u mer konfiguraciji sa parovima karbonilnih atoma O 1 piridinskih atoma N u cis
polozajima, dok su N atomi hidrazida trans jedan u odnosu na drugi. Prosecna C—N
rastojanja (1,889 A) su nesto kraéa od proseénih Co—O (1,902 A), ali su svi u opsegu
objavljenih. Rastojanja izmedu C(O)-N i C(CH3)-N (proseéno 1,310 i 1,295 A),
zajedno sa =N-N- rastojanjem (prose¢no 1,393 A) ukazuju na to da su protoni u
hidrazidu otpusteni i da se ligand koordinuje u dianjonskom bis-tridentatnom obliku.

Helatni ligandi formiraju diedarske uglove izmedu ravni py—C(CH3)N=NC(O) i Col od
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87,57 1 89,57° za dva nezavisna molekula. Diedarski uglovi za oba jonska kompleksa u
strukturi sa Co2 su 89,23 i 86,15°. Rastojanja izmedu metalnih jona su 5,749 i 5,664 A.
Lanci bis(bidentatnog) liganda uvijaju se oko kobalt(IIl) jona i poseduju osu
pseudorotacije drugog reda koja prolazi kroz jone metala. Zanimljivo je da, iako
poseduje aromati¢ne liganade u kristalnoj strukturi, kompleks ne pokazuje nikakvu
uocljivu medusobnu interakciju aromati¢nih prstenova. Svaki od nezavisnih jonskih
kompleksa [Co,L2,]*" u asimetri¢noj jedinici je inherentno hiralan i poseduje P
konfiguraciju za desni 1 M konfiguraciju za levi heliks (Slika 15). Na osnovu ¢injenice
da kompleks [Co,L.2,](NO3),-2H,0-0,5C,HsOH kristaliSe u ahiralnoj prostornoj grupi, u
jedini¢noj ¢eliji smeStena su Cetiri molekula (oba nezavisna jonska kompleksa zajedno

sa svojim enantiomerima), ¢ime se formira racemski stabilan proizvod.

i M

Slika 15. Nezavisni jonski kompleksi [C02L22]2+ u asimetri¢noj jedinici sa

desnim, P i levim, M heliksom. Atomi vodonika su izostavljeni zbog preglednosti.

4.3 NMR spektroskopija (2)

Dodatna potvrda strukture dobijena je poredenjem'H-NMR spektra kobalt(IIT)
kompleksa sa "H-NMR spektrom slobodnog H,L2 liganda. NH proton slobodnog H,L2,

na 10,86 ppm, odsutan je u spektru kompleksa, sugeriSu¢i da je doSlo do
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deprotonovanja. Velika relativna pomeranja svih ostalih protona u kompleksu, u odnosu
na ligand, ukazuju na jaku tridentatnu koordinaciju Co(Ill). Takode, je poreden i
BC-NMR spektar slobodnog H,L2 liganda sa spektrom kompleksa. Rezultati ukazuju
na to da dolazi do N, N, O koordinacije. NMR spektri su u potpunom skladu sa

kristalnom strukturom.

4.4 Bioloska aktivnost kompleksa (2)

Bioloska aktivnost kompleksa 2 i odgovarajuéeg liganda ispitivana je testom na
raCi¢e Artemia salina. Ovaj test je u dobroj korelaciji sa citotoksicnom aktivnoscu [8].
Kompleks je pokazao umerenu aktivnost, sliénu onoj odgovarajuéeg liganda (H,L2) i

Co(NOs3),-6H,0 (Tabela 8).

Tabela 8. Bioloska aktivnost kompleksa i odgovarajuceg liganda na Artemia salina.

Supstanca LCso(mM)
[Co,L2,]*" 3,21
H,L2 3,97
Co(NO3),'6H,O 6,32

4.5 Citotoksi¢na aktivnost kompleksa (2)

Citotoksicni potencijal novosintetisanog kompleksa
[C0,L.2,](NO3),2H,0-0,5C,HsOH, odgovarajuéeg liganda (H,L2) i soli ispitivan je na
Sest Celijskih linija, ukljucujuéi ljudske celije raka dojke (MDA-361), ljudskog

karcinoma grlica materice (HeLa), miSijeg melanoma (B16), ljudskih celija leukemije
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(K562), ljudskih endotelnih ¢elija (EA.hy926) 1 fibroblasta ljudskih plu¢a (MRC-5).
Jedinjenja su pripremljena u opsegu koncentracija 1-100 umol/L za MDA-361, HeLa,
K562 1 3-300 umol/L za B16 1 EA.hy926 1 MRC-5. Nakon 48 h aktivnosti jedinjenja su
odredene pomocu sulforodamin B i MTT testova, a rezultati su izrazeni u vidu IC50

vrednosti.

U ispitivanom opsegu koncentracija, citotoksicni potencijal za kompleks je
primeéen na epitelnim ¢elijama raka dojke (MDA-361), gde je IC50 vrednost iznosila
50,9 umol/L (Tabela 9). Slaba citotoksicna aktivnost kompleksa je primecena na
EA.hy926 1 B16 Celijskim linijjama, dostizu¢i IC50 vrednosti od 258 umol/L i
221 pmol/L, redom. Kompleks je pokazao malu citotoksi¢nost protiv MRC-5 ¢elija koje

se smatraju normalnim, nekancerogenim ¢elijama.

Odgovarajuc¢i ligand H,L2 je takode pokazao umerenu citotoksi¢nu aktivnost na
sve celijske linije, osim na K562 i MDA-361 ¢celije (Tabela 9). Ligand ima najveci
¢elijama K562, EA.hy926 i B16, a najslabija aktivnost je primecena na MRC 5 ¢elijskoj
liniji (Tabela 9). Celije K562 su bile otporne kako na kompleks tako i na ligand
(kompleks je cak stimulisao celije da rastu). Na slici 16 predstavljene su krive

prezivljavanja Celija tretiranih kompleksom [Co,L.2,](NO3),-2H,0-0,5C,HsOH.

Tabela 9. IC50 vrednosti (umol/L) dobijene za razli¢ite ¢elijske linije

Istrazivana jedinjenja Celijske linije

EA.hy926 MDA-361 HeLa MRC-5 K562 B16

[Co,L2,]>" 258 50,9  >100 >300 >100 221
H,L2 124 >100 72,6 107 >100 36,8
Co(NO3),'6H,0 108 >100  >100 222 62,1 139

B16, EA.hy926 i MRC-5 ¢elije su tretirane kompleksom u opsegu koncentracija
3-300 uM, dok su MDA-361, HeLa 1 K562 celije tretirane kompleksom u opsegu
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koncentracija 1-100 uM. Sve Celije su pokazale dozno-zavisnu inhibiciju rasta celija,

osim K562 ¢elija leukemije, gde je primecen stimulativan efekat na rast ¢elija.

Budu¢i da je kompleks pokazao jak citotoksi¢ni potencijal na epitelne ¢elije raka
dojke MDA-361, nastavili smo istrazivanje ka utvrdivanju mehanizma posmatrane

citotoksi¢nosti.
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Slikal6. Krive prezivljavanja celija tretiranih sa[Co,L2,]*"

4.6 Celijski ciklus i apoptoza

Rezultati citotoksi¢ne aktivnosti daju samo podatak o smanjenju populacije zivih
¢elija, ali ne 1 o mehanizmu koji dovodi do smrti ¢elija. Kako je dobijena IC50 vrednost
niska za celijsku liniju MDA-361, bilo je neophodno da se ispita da li je posmatrani
citotoksi¢ni potencijal posledica menjanja celijskog ciklusa ili indukcije ¢elijske smrti,
apoptoze. U tu svrhu, testiran je uticaj kompleksa [Co,L.2,](NO3),-2H,0-0,5C,HsOH na
apoptozu najosetljivije ¢elijske linije MDA-361. Celije su tretirane koncentracijom koja
odgovara vrednostima IC50 i 2xIC50. Nakon 24 h ¢elije su prikupljene i analizirane

proto¢nom citometrijom. Na slici 17 se moze videti da nije doSlo do znacajne
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preturbacije Celijskog ciklusa. Nakon 24 h inkubacije ¢elija tretiranih koncentracijom
IC50 1 2xIC50 ispitivani kompleks nije dao nikakve znacajne promene u procentu éelija

uGl, Si1G2/M fazi.

Netretirane éelije Tretirane éelije [IC50] Tretirane celije [2xIC50]
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Slika 17. Efekat kompleksa [Co,L2,]* na éelijski ciklus ¢elija raka dojke
MDA-361. Prikazani su reprezentativni histogrami faza ¢elijskog ciklusa na osnovu

odredivanja koli¢ine éelijske DNA pre i posle tretmana sa [Co,L2,]*

Medutim, postoji jasno uocljiv sub-G1 pik u histogramu tretiranih ¢elija, kao $to
je prikazano na slici 17. On predstavlja hipodiploidne ¢elije, koje sadrze fragmentisani
molekul DNA, ukazuju¢i da su ¢elije na kraju apoptoticke faze. Stoga je apoptoticki
potencijal kompleksa [Co,L2,]* na ¢elije MDA-361 dodatno ispitan, koriS¢enjem
Annexin V-FITC / PI testa. Princip ovog testa se zasniva na karakteristici specificnoj za
rane apoptoticke celije da molekul fosfatidilserina (PS) premeste sa unutrasnje na
spoljagnju stranu Celijske membrane. Annexin V je Ca*'-proteinska boja koja ima
izrazen afinitet vezivanja za negativno naelektrisani fosfatidilserin (PS). Takode, kod
¢elija u kasnoj apoptozi i nekrozi povecana je permeabilnost ¢elijske membrane, Sto
omogucava da se u ovoj eksperimentalnoj proceduri koristi jo§ jedna boja, propidijum-
jodid, koja ulazi u jedro i vezuje se za molekul DNA. Na ovaj nacin, posle analize
proto¢nim citometrom, moguce je jasno razlikovati ¢elije u ranoj apoptotickoj fazi od
nekroti¢kih i kasnih apoptotickih éelija. Celije MDA-361 su tretirane koncentracijom
kompleksa koja odgovara IC50 1 nakon 24 h su obojene. Dobijeni histogrami prikazani
su na slici 18. Ispitivani kompleks dovodi do znacajanog povecanja procenta ranih

apoptotickih Celija, 28,18% u odnosu na 5,64% koliko su imale kontrolne ¢elije u istoj
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fazi. Sa druge strane, nije bilo znacajnijih promena u populaciji ¢elija kod nekroti¢ne 1

kasne apoptoticke faze.
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Slika 18. Indukcija apoptoze tretiranih ¢elija tumora. Reprezentativne tacke pokazuju

indukovanu apoptozu MDA-361 ¢elija merenu proto¢nom citometrijom.

4.7. Ispitivanje interakcija kompleksa (2) sa CT-DNA

Poznato je da se kompleksi prelaznih metala vezuju za DNA kovalentnim 1/ili
nekovalentnim interakcijama [9]. Nekovalentne interakcije uklju¢uju umetanje izmedu
baza DNA (interkaliranje) 1 vezivanje za malu brazdu, veliku brazdu, Se¢erno-fosfatnu
ki¢mu 1 trostruki DNA ¢vor [10]. U literaturi je poznato da se kompleksi kobalta pri
interakciji sa DNA mogu vezivati za brazdu [11], interkalirati [12] 1 stupati u
elektrostatiCke interakcije [13]. U ovom radu, spektroskopskim metodama je utvrdivan
nacin interakcije [Co0,L2,](NO3),:2H,0-0,5C;HsOH sa DNA iz tele¢eg timusa
(CT-DNA).

Spektri oktaedarskog Co(IIl) kompleksa pokazuju dve vidljive apsorpcione trake
koje su obi¢no simetri¢ne. Elektronski apsorpcioni spektri kompleksa, kako u odsustvu
tako 1 u prisustvu CT-DNA, dati su na slici 19. Interakcija kompleksa sa CT-DNA je
pra¢ena pomocu hipohromizma i plavog pomeranja trake na 324 nm. Procenat
hipohromizma za CT-DNA/ [C02L22]2+ je odreden iz jednacine (ep — eg)/er x 100, gde e

predstavlja molarni apsorpcioni koeficijent slobodnog kompleksa, a eg molarni
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apsorpcioni koeficijent vezanog kompleksa (Slika 19A). Hipohromizam trake na 324
nm dostigao je 30,2% sa plavim pomeranjem od 10 nm. Apsorpcioni maksimum na 247
nm u spektru [Co,L2,]*" pomeren je na 256 nm u spektu CT-DNA/[Co,L2,]*" (Slika
19A). Crveni pomak apsorbance pracen je povecanjem molarnog apsorpcionog
koeficijenta (hiperhromizam, dostize vrednost -32%), tako da se izobesti¢na tacka javlja

na 305 nm.
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Slika 19. Odredivanje konstante vezivanja apsorpcionom titracijom kompleksa

[Co,L2,]*"sa CT-DNA.

Ove promene su tipicne u sluajevima vezivanja kompleksa nekovalentnim
interakcijama za dvostruki heliks DNA [14]. Hipohromizam je rezultat kontrakcije
heliksa DNA, kao i konformacionih promena na molekulu DNA, dok hiperhromizam
poti¢e od manjih oSteéenja strukture dvostrukog heliksa[15, 16]. Hiperhromni efekat,
takode, moZe biti posledica elektrostaticke interakcije na periferiji CT-DNA izmedu

pozitivno naelektrisanog kompleksa [Co,L2,]*" i negativno naelektrisane fosfatne ki¢me
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[17]. Strukturno, interkalacija sa DNA ne bi mogla ni da bude jedan od vidova
vezivanja, jer se lanac bis(bidentatnog) liganda obmotava oko jona kobalta, posedujuci
dvostruku pseudo-rotacionu osu koja prolazi kroz jon metala. Dakle, interkalacija
dihidrazonskim tipom liganda izmedu niza susednih baznih parova sterno je

onemogucena, ali moze do¢i do delimi¢nog umetanja [18].

Treba istaéi da se apsorbanca na 380 nm nije promenila nakon dodavanja DNA,
Sto ukazuje na to da se supramolekulska struktura metal-ligand nije znacajno

promenila.

U cilju dobijanja podataka o afinitetu kompleksa za CT-DNA, uradena je
spektroskopska titracija kompleksa uz povecanje koncentracije CT-DNA (Slika 19B).
Pratena je apsorbanca na 256 nm za pojedinane koncentracije DNA. Konstanta

vezivanja, Kg, odredena je pomocu jednacine (3) [19]:
[DNA] x (ea—er)" = [DNA] X (e5 —¢r)" + K5 x (e —ep)” (3)

gde g predstavlja odnos apsorbanca/[Co,L2,]*", er apsorpcioni koeficijent slobodnog
kompleksa i e apsorpcioni koeficijent vezanog kompleksa (CT-DNA/[Co,L2,]*).
Vrednost unutrasnje apsorpcione konstante vezivanja Kg (Slika 19C) Co(Ill) kompleksa
iznosila je 4,2 x 10° M™'. Vrednost se nalazi u opsegu karakteristicnom za interkalaciju
[20], ali sterno odbijanje sa DNA, uzrokovano drugim ligandom vezanim za Co(III),
diktira da vezivanje bude povrSinsko za malu brazdu DNA. Vrednost se razlikuje za red
veli¢ine od ranije istraZzivanog Cd(II) kompleksa sa H,L2 za koji je pokazano da se
vezuje za malu brazdu [21]. Visoka vrednost konstante vezivanja za malu brazdu moze
biti posledica helikoidne geometrije kompleksa (Slika 15). Treba napomenuti da
geometrija kompleksa ima izvesnu slicnost sa kompleksima koji poseduju trostruku
spiralu 1 koji se vezuju za veliku brazdu i/ili trostruki ¢vor DNA (engl. three-way
Jjunction—struktura koja se formira kada se tri dvostruka heliksa drze zajedno u jednoj
taCki grananja) [10, 22]. Vezivanje za veliku brazdu ne moze se iskljuciti u ovom
slu¢aju, mada pre¢nik [Co,L2,]*"iznosi 7 A i manji je nego kod tipi¢nih jedinjenja koja

se vezuju za veliku brazdu (§irina Zleba velike brazde je 12 A [23]).
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4.8 Ispitivanje interakcija kompleksa (2) sa plazmidnom DNA

Ispitivanje cepanja plazmidne DNA kompleksom obi¢no se prati agaroznom gel
elektroforezom. Sposobnost raskidanja veza na dvostrukom lancu kompleksa Co(III) da
posreduje u ofteéenju DNA je ranije ispitana [18, 24]. Uticaj kompleksa [C0,L.2,]*" na
plazmidnu DNA ispitivan je na plazmidu pUC18 (Slika 20). Ligand H,L2 nema nikakav
uticaj na superuvijeni FI (nativna, neoSteCena konformacija) i otvoreni cirkularni FII
oblik (konformacija sa kovalentnim jednolancanim prekidima) (Slika 20A, uzorak 2) u
poredenju sa kontrolnim plazmidom (Slika 20A, uzorak 1). U slucaju kompleksa
[Co,L2,]*" nije primeéeno cepanje za koncentracije do 10 mM (Slika 20B, uzorci 2-4),
dok vece koncentracije kompleksa uzrokuju veliko oSte¢enje DNA, koje se na gelu vidi
kao gaSenje traka (Slika 20B, uzorci 5-7). Rezultati pokazuju da kompleks Co(Ill) ne
poseduje nukleaznu aktivnost. Ocekivani efekat Co(II) jona je dobijen (DNA je potpuno

degradirana, Sto se na gelu vidi kao razmaz formi FI i FII)(Slika 20A, uzorak 4).

Fll
Fl

Fll
Fl

Slika 20. Agarozna elektroforeza. Prikazana je mobilnost super-helikoidne forme FI 1
otvorene cirkularne forme FII plazmida pUC18 (1,3 - 10° M).

Rezultati ispitivanja interakcije [Co,L2,]*" sa plazmidnom DNA su u saglasnosti
sa prethodnim ispitivanjima efekta kompleksa na DNA, ukazujuéi na zakljucak da se
osteCenja molekula DNA izazvana kompleksom Co(Ill) ostvaruju nekovalentnim

interakcijama
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji prouceni su sinteza, struktura, karakterizacija i
svojstva kompleksa kobalta(III) sa ligandom koji predstavlja kondenzacioni proizvod 2-

-acetilpiridina 1 dihidrazida malonske kiseline.

Sa kondenzacionim proizvodom 2-acetilpiridina i1 dihidrazida oksalne kiseline
(H,L1) u prisustvu Zn(Il), odnosno metala oksidacionog broja tri, nisu nagradeni
kompleksi ve¢ je reakcija iSla u smeru gradenja organske soli 2,2'-{1,1'-[2,2'-

oksalilbis(hidrazin-2-il-1-iliden)]dietilidin} dipiridinijum-diperhlorata dihidrata.

Za razliku od H,L1 liganda sa H,L2 ligandom koji predstavlja kondenzacioni
proizvod 2-acetilpiridina i1 dihidrazida malonske kiseline nagraden je dinuklearni
kompleks kobalta(Ill) kao prvi od kompleksa metala oksidacionog broja tri.
Kompleksni katjon [Co,L2,]* poseduje dinuklearnu strukturu dvostrukog heliksa u
kojoj je svaki Co(Ill) centar koordinovan preko dve tridentatne N,O helatne jedinice iz

oba H,L2 liganda, formirajuci oko oba metalna jona oktaedarsko okruzenje.

Citotoksicni potencijal novosintetisanog kompleksa
[C0,L2,](NO3),-2H,0-0,5C,HsOH, odgovarajuceg liganda (H>L2) i polazne soli ispitan
je na Sest Celijskih linija: MDA-361 (ljudske celije raka dojke), HeLa (ljudski karcinom

.....

(ljudske endotelne ¢elije) 1 MRC-5 (fibroblasti ljudskih pluca).

Citotoksi¢ni potencijal kompleksa je uocen na c¢elijama epitelnog kancera dojke
(MDA-361) sa IC50 vrednoS¢u 50,9 uM. Slaba citotoksi¢na aktivnost je uocena na
EA.hy926 i B16 ¢celijskim linijjama sa IC50 vredno$¢u 258 uM i 221 uM. Kompleks

pokazuje slabu citotoksi¢nost na MRC-5 ¢elije.

H,L2 ligand pokazuje umerenu aktivnost na sve ¢elijske linije osim na K562 1
MDA-361 c¢elije, a najbolja aktivnost je uocena na c¢elijama misijeg melanoma B16.

Odgovarajuca kobaltova so je pokazala slabu citotoksi¢nu aktivnost na K562 ¢elijama,
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EA.hy926 i B16 ¢elijama, a najslabija aktivnost je uocena MRC-5 ¢elijskoj liniji. K562

¢elije su rezistentne na kompleks i ligand, StaviSe kompleks stimuliSe njihov rast.

S obzirom na to da je najbolji citotoksi¢ni potencijal kompleksa [Co,L2,]*"
uocen na celijama epitelnog kancera dojke MDA-361, ove celije su korisS¢ene u
eksperimentima u kojima je ispitan uticaj kompleksa na modulaciju progresije celijskog
ciklusa i indukciju Celijske smrti. Posle 24 h inkubacije ¢elija tretiranih kompleksom
koncentracije IC50 i 2 x IC50 nije doslo do znaCajne promene u zastupljenosti ¢elija u
G1, S i G2/M fazi. Uocen je jasan sub G1-pik koji poti¢e od hipodiploidnih ¢elija koje

sadrze fragmentisane molekule DNA §to ukazuje na kasne apoptoticke Celije.

Apoptoticki potencijal kompleksa [Co,L2,]*" na MDA-361 ¢elijama je ispitan 1
pomocu Annexin V-FITC / PI testa. MDA-361 Ccelije su tretirane kompleksom
koncentracije IC50 i inkubirane 24 h, nakon ¢ega su bojene. Ispitivani kompleks dovodi
do znacajanog povecanja procenta ranih apoptotickih celija (28,18 %) u odnosu na
kontrolne ¢elije (5,64 %). Ne postoji znacajna promena u populaciji nekrotickih i kasnih

apoptotickih ¢elija nakon tretmana kompleksom.

U cilju razumevanja mehanizma citotoksi¢nosti kompleksa [Co,L.2,]*" ispitivane
su njegove interakcije sa sisarskom 1 plazmidnom DNA. Interakcije sa sisarskom DNA
su pracene spektroskopski, a sa plazmidnom elektroforetski. Interakcije kompleksa
[Co,L2,]*" sa CT-DNA dovode do plavog pomeranja i hiperhromizma u UV-Vis
spektrima. Konstata vezivanja kompleksa za CT-DNA odredena spektroskopskom
titracijom rastvora kompleksa sa rastu¢om koncentracijom CT-DNA iznosi 4,2x10° M,

Ova vrednost konstante vezivanja ukazuje na vezivanje kompleksa u brazdi DNA.

Efekat kompleksa [Co,L2,]*" i liganda (H,L2) na superuvijenu (FI) i otvorenu
cirkularnu formu (FII) DNA ispitivan je na plazmidu pUCI18. Ligand ne dovodi do
promena u mobilnosti i izgledu formi plazmidne DNA u odnosu na kontrolu. U slu¢aju
interakcije kompleksa do primenjene koncentracije od 10 mM se ne uoc¢avaju prekidi na
DNA, ali pri koncentracijama ve¢im od ove, vezivanje kompleksa za DNA dovodi do
gaSenja fluoroscencije na elektroforetskom gelu, Sto ukazuje na visok stepen oStecenja.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da kompleks [C0,L.2,]*" nema nukleaznu aktivnost, tj.

ne dovodi do prekida lanaca DNA.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a Pa6bua O. Ecxkoypdy

©poj ynuca 36/2008

UzjaBmbyjem
Aa je JOKTOpCcKa AucepTauuja noa Hacnosom

CvHTesa, kapakTepusaumja v 6ronoLuka akTuBHOCT komnnekca Co(lll) ca
KOHOEH3aLIMOHUM NPOU3BOAOM 2-aLeTUANUPUANHA N AVXUAPA3NAA MArOHCKE
KMCenuHe

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXUBAYKor paja,

e [a npeanoxeHa avceprauuja y UenuHW HW y denoBrMa Huje Guna npeanoxeHa
3a fgobujawe Ouno koje AunnoMe npema CTYAWJCKUM nporpammMma Apyrux
BMCOKOLUKOICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntath KOPeKTHO HaBegeHu 1

° [a HWcaM Kpluuo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTEMNEKTyarHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

batfe
o

Y beorpagy, _10.11.2012.




Mpwunor 2.

UsjaBa 0 uCTOBETHOCTM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme n npeaume aytopa Pabua O. Ecxkoypdy

Bpoj ynuca _36/2008

CTyavjcku nporpaMm AOKTOP HayKa-xeMujcke Hayke

Hacnos paga CuHTesa, kapakrepusaumija n 6uonoluka akTueHocT komnnekca Co(lll) ca

KOHOEeH3aUWoHWM NMPou3Boa0M 2-HI:{BTVIJ'II'IVIQVIQVIH8 W ouxuapasuna ManoHcke

KHUcenuHe

MeHnTop _aop KatapuHa AHhenkosuh

MoTtnucanun Pabua O. Ecxkoypdy

n3jaBrbyjeM Aa je wTamnaHa Bepsvja MOr AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHa eneKTPOHCKO]
Bepauju Kkojy cam npepao/na 3a ofbjaBrbuMBake Ha noptany [AurutanHor
penosuTtopujyma YHusep3auterta y Beorpagy.

fossorbaBam fa ce objase Moju NWYHM Mojaun BesaHu 3a [oGWjare akaZeMCKor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npesume, rofnHa U Mecto pohera W faTym
onbpaHe paga.

OBn nuyHM nopgaun mory ce o6jaBUTV Ha MPEXHUM CcTpaHWLuaMa AurdTanHe
BubnnoTeke, y enekTpoHckoM KaTtanory 1 y nybnukauujama YHusepauteTa y Georpaay.

MoTnuc gokTopaHaa

ekl

Y Beorpagy, _10.11.2012.




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhetry

Oenawhyjem Yuusepautetcky 6ubnuoteky ,CeeTtosap Mapkoeuh* Aa y durutanHu
penosuTopujym YHuBepauTeTa y Beorpaay yHece Mojy AOKTOpCKy avcepTauMjy noa
HacnoBoM:

CuHTesa, kapakTepusaumia u Buonouika akrusHocT komnnekca Co(lll) ca

KOHAOEH3aLWOHKUM NMPOU3BOA0M 2—8H€TMHHHQMQMH8 M ouxuapasuaa ManoHcke

KncernnHe

Koja je mMoje ayTopcko geno.

Avceprauvjy ca cBum npunosvma npefaoc/na cam y enekTPOHCKOM )opMaTy NOro4HOM
3a TpajHO apxuBMparse.

Mojy AokTopcky AucepTauujy noxparseHy y JurutanHu penosutopujym YHueepauteTa
y Beorpagy mory fa kopucte cBu koju nowTyjy oapenbe cappxaHe y onaGpaHom T@ny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuvo/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLWMjanHo
@l\yropcmo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AENUTK NOL UCTUM YCIIOBUMA
5. AytopcTeo — Bes npepage
6. AyTopcTBO — AEnuUTV Nog UCTUM YCroBMMa

(Monumo Aa 3aokpyxuTe camo jefHy OA LUECT MOHYREHWX NUUEHLWM, KpaTak onuc
nuUeHumn gaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, _10.11.2012.
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