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Sinteza, karakterizacija i antitumorska aktivnost trans-kompleksa Pt(11) i Pt(1V)

sa piridinskim derivatima kao ligandima
1ZvOD

U ovoj doktorskoj disertaciji opisana je sinteza, karakterizacija i antitumorska
aktivnost Sest kompleksa trans-platine(ll) i pet kompleksa trans-platine(lV) sa
piridinskim derivatima kao ligandima. Sintetisani kompleksi dobijeni su reakcijom
polaznih kompleksa platine, K,[PtCl;] odnosno K;[PtClg], sa odgovarajué¢im ligandima
u molskom odnosu 1 : 2 u vodi, uz blago zagrevanje. Za sintezu kompleksa kori$éeni su
komercijalno dostupni ligandi koji predstavljaju piridinske derivate sa acetil
supstituentima (3- i 4-acetilpiridin) i sa dve karboksilne grupe (2,3-,2,4-,2,5- i
2,6-piridindikarboksilna  kiselina). Novosintetisani kompleksi okarakterisani su
standardnim metodama Kkarakterizacije: infracrvenom spektroskopijom, ‘H NMR i
3C NMR spektroskopijom, dok su pretpostavljene molekulske formule potvrdene
elementalnom analizom. Strukture kompleksa platine(ll) i platine(lV) sa
4-acetilpiridinom, kao i kompleksa platine(1V) sa 2,5-piridindikarboksilnom kiselinom
potvrdene su rendgenskom strukturnom analizom, koja je pokazala da su svi kompleksi
trans-geometrije. Kod svih kompleksa hloridni anjoni su trans-orijentacije u odnosu na
platinski metalni centar. DFT proracuni su u saglasnosti sa rezultatima ovih metoda i
potvrdili su pretpostavljene najstabilnije trans-geometrije izomera kvadratno-planarnih
platina(ll) i oktaedarskih platina(lV) kompleksa. Antiproliferativna aktivnost je
ispitivana na ukupno trinaest ¢elijskih linija. Proucavanje bioloSke aktivnosti ukazalo je
da kompleksi platine sa acetil supstituentima na piridinskom prstenu pokazuju viSu
in vitro antiproliferativnu aktivnost nego kompleksi sa karboksilato supstituentima na
piridinu. Trans-platina(ll) i trans-platina(IV) kompleksi sa 3- i 4-acetilpiridinom kao
ligandima pokazuju antiproliferativnu aktivnost na svim ispitivanim tumorskim
¢elijskim  linijjama.  Dobijena  je  znacajna  antiproliferativna  aktivnost
trans-dihloridobis(4-acetilpiridin)platina(ll) kompleksa (2) na cisplatina rezistentnoj
subliniji  humanog osteosarkoma U20ScisR, bolja nego za cisplatinu. Svi
trans-acetilpiridinski kompleksi platine (1-4) nakon 48 h izlaganja na transformisanoj

humanoj endotelijalnoj liniji EA.hy 926 pokazali su znacajno bolju antiproliferativnu



aktivnost od cisplatine. Dobijene ICsy vrednosti za komplekse iznose 3,1+1,4 uM (1),
2,6+1,3 uM (2), 13,8+5,8 uM (3), 23,4+3,3 uM (4), u poredenju sa cisplatinom (CDDP)
¢ija je 1Cso vrednost 27,7+1,3 uM. Kompleksi 3 i 4 ispoljavaju i manju toksi¢nost na
zdravoj Celijskoj liniji fetalnih humanih fibroblasta plu¢a (MRC-5) u poredenju sa

tumorskim ¢elijama.

Kljuéne reci: trans-platina(ll) kompleksi, trans-platina(1VV) kompleksi, acetilpiridinski
derivati, piridindikarboksilne kiseline, rendgenska strukturna analiza, antiproliferativna

aktivnost.

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: OpSta 1 neorganska hemija

UDK: 546.96



Synthesis, characterization and antitumour activity of trans-complexes Pt(11) and
Pt(1V) with pyridine derivatives as ligands

ABSTRACT

In this doctoral dissertation, synthesis, characterization and antitumour activity
of six trans-platinum(ll) and five trans-platinum(lVV) complexes with pyridine
derivatives as ligands were described. The complexes were synthesized in the reaction
of starting compounds of platinum Kj[PtCls] and K;[PtClg], with the corresponding
ligand in a 1 : 2 molar ratio in water, with mild heating. Commercially available ligands
used for preparation of complexes could be considered as pyridine derivatives with
acetyl substituted (3- and 4-acetylpyridine) and with two carboxylic groups (2,3-, 2,4-,
2,5- 1 2,6-pyridinedicarboxylic acid). Novel synthesized complexes were characterized
by elemental analysis, IR, *H NMR and *3C NMR spectroscopies. The structures of
platinum(ll) and platinum(lVV) complexes with 4-acetylpyridine as ligand, and
platinum(IV) complex with 2,5-pyridinedicarboxylic acid were determined by X-ray
crystallography, which revealed the trans geometry of all complexes. The trans
orientation of chloride anions around platinum center in all complexes were revealed.
DFT calculations were in agreement with all spectroscopic methods and were used for
determination of the most stable trans-geometric isomers for square-planar platinum(ll)
and octahedral platinum(lIV) complexes. The antiproliferative activity was investigated
in thirteen tumor cell lines. Biological studies indicated that platinum complexes with
acetyl-substituted pyridine ligands exhibit significantly higher in vitro antiproliferative
activity than the complexes with carboxylato-substituted pyridines. Trans-platinum(ll)
and trans-platinum(l\VV) complexes with 3- and 4- acetylpyridine as ligand showed
antiproliferative activity in all tested tumor cell lines. The most promising compound
trans-dichloridobis(4-acetylpyridine)platinum(ll) (2) overcomes cisplatin resistance of
U20ScisR (human osteosarcoma cisplatin resistant cell line). All trans-acetylpyridine
complexes of platinum (1-4) after 48 h of drug exposure in transformed human
endothelial cells EA.hy 926 showed the highest antiproliferative potential more active
than cisplatin. Obtained significance 1Cs, values for complexes 3.1+1.4 uM (1),
2.6£1.3 uM (2), 13.8+£5.8 uM (3), 23.4+3.3 uM (4), compared with cisplatin (CDDP)



wich 1Csp value was 27.7+1.3 uM. Complexes 3 i 4 exhibited lower toxicity against the
non-tumor human fetal lung fibroblast cell line (MRC-5) compared to tumor cells.

Keywords:  trans-platinum(ll)  complexes,  trans-platinum(IV)  complexes,
acetylpyridine derivatives, pyridinedicarboxyilic acids, X-ray structural analysis,
antiproliferative activity.

Academic expertise: Chemistry
Narrow academic expertise: General and Inorganic Chemistry
UDK: 546.96
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Uvod

1. Uvod

Kompleksi prelaznih metala imaju vaznu primenu u lecenju velikog broja teskih
oboljenja. Istrazivanja o sintezi i primeni kompleksnih jedinjenja smatraju se veoma
vaznim aspektom koordinacione i bioneorganske hemije. Znacajna uloga kompleksa
metala u medicini potic¢e jo$ od 16. veka kada su jedinjenja sa metalima i sami metali

kori$¢eni za lecenja kancera [1].

Antikancerogeni lekovi bazirani na platini [2,3], cisplatina, karboplatina,
oksaliplatina, nedaplatina, lobaplatina i heptaplatina, imaju veliku primenu u leenju
razli¢itih humanih kancera. Njihova terapeutska primena je ograni¢ena zbog Sistemske
toksi¢nosti i rezistentnosti nekih tumora prema njihovom dejstvu. Da bi se dobili
analozi cisplatine sa boljim antikancerogenim osobinama jo$ 0d Rosenbergovog otkri¢a
1965. god. [4] radi se na dizajniranju i pronalazenju $to efikasnijih hemioterapeutika.
Prioritet je dosti¢i vecu selektivnost za tumorske Celije sa §to manje negativnih efekata
[5]. Ispostavilo se da relativno male modifikacije u hemijskoj strukturi znacajno
menjaju mehanizam dejstva sintetisanih kompleksa kao i njihovu aktivnost, toksi¢nost,

rezistentnost.

Pojedini metalni kompleksi su relativno inertni, drugi podlezu supstituciji
liganada i/ili redoks reakcijama pre nego $to dopru do mesta delovanja, dok se kod
nekih javljaju samo specificna bioloska dejstva. Neki kompleksi platine su jo§ uvek u
fazi ispitivanja, ukljucujuci i one koji bi imali oralnu primenu [6-8]. Pored kompleksa
platine(Il), brojni kompleksi platine(IV) proucavani su kao potencijalni antitumorski
agensi i u odnosu na komplekse platine(ll) imaju izvesne prednosti. Kompleksi
platine(IV) inertniji su od kompleksa platine(Il) i mogu se koristiti oralno, za razliku od
prethodnih kompleksa koji su primenjivani isklju¢ivo intravenski. Treba napomenuti da
je najpre bilo zastupljeno misljenje da su trans-oblici manje aktivni ili ¢ak neaktivni [9].
Medutim, ranih devedesetih godina Farrell et al. [10,11] su prvi pokazali da neki
trans-kompleksi imaju znacajno visu citotoksicnu aktivnost u poredenju sa njihovim
odgovaraju¢im cis-analozima, da bi se kasnije pojavljivao sve veci broj bioloski

aktivnih trans-oblika [10-13].



Uvod

Piridinski derivati kao liganadi interesantni su zbog razli¢itih moguénosti
koordinacije za jone metala. Neki kompleksi platine(ll) 1 platine(lV) sa
N monodentatima kao i NO bidentatima, pokazali su zna¢ajnu antitumorsku aktivnost
[13-16].

Monoacetilpiridinski derivati imaju potencijalno jedno (piridinski azot), dok
dikarboksilne kiseline piridina poseduju dva, odnosno tri, (piridinski azot i karboksilatni
kiseonikovi atomi) donorska mesta. S obzirom na to Sto u literaturi nisu nadeni
kompleksi platine(ll) i platine(IVV) sa ovakvim ligandnim sistemima bilo je znacajno
ispitati mogucnost dobijanja novih jedinjenja, utvrditi njihovu geometrijsku izomeriju i

ispitati in vitro antitumorsku aktivnost.
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2. Opsti deo

2.1. Kompleksi Pt(Il) u klini¢kim ispitivanjima

Cisplatina (cis-diammindihloridoplatina(ll), cis-[PtCl>(NHz3),], cis-DDP, CDDP)
je prvi put pomenuta u radu Michele Peyrone 1844. godine, pod prvobitnim nazivom
Pejronov hlorid (Peyrone, 1844), dok je 1893. godine Alfred Werner izveo strukturu
cisplatine [6,17]. Rosenberg et al. su 1965. godine ispitivajuci uticaj elektricnog polja
na deobu i rast bakterije Escherichia coli slu¢ajno dosli do otkrica leka cisplatine, kao i
njenog Pt(IV) analoga, cis-diammintetrahloridoplatine(IV) [9,18,19]. Najpre su
primetili da je deoba bakterija zaustavljena, a rast se odvijao normalno, da bi kasnije
zakljucili da do zaustavljanja deobe bakterija dolazi pod dejstvom cisplatine, a ne pod
uticajem elektriénog polja. Naime, Rosenberg et al. su otkrili da se elektrolizom u
prisustvu hranljivog medijuma sa amonija¢nim puferom na platinskim elektrodama
stvara cisplatina. Kasnije je uspe$no testirano nekoliko platinskih kompleksa na
tumorskim cCelijama misa (Sarcoma-180 tumor) [19,20] i utvrdeno da cisplatina
kompletno inhibira razvoj ovog tumora, a analog Pt(IV), kao i etilendiaminski
kompleksi Pt(II) i Pt(IV) takode u odredenoj meri redukuju aktivnost pomenutog
tumora. Ovo su inafe bila prva cetiri kompleksa platine kojima je ispitivana

antitumorska aktivnost [20].

Nakon toga sintetisano je nekoliko hiljada kompleksa platine i testirano na
razlic¢ite Celijske linije kancera, sve u cilju pronalazenja §to efikasnijeg leka. Samo mali
broj jedinjenja podvrgnut je klinickim ispitivanjima, a vise od polovine njih je odmah
odbaceno. Danas, nekoliko kompleksa platine ima klini¢ku primenu, sa hapomenom da
je njihova terapeutska primena drasticno suzena zbog sistemske toksicnosti i
rezistentnosti tumora [21-23]. U globalnoj upotrebi su cisplatina (od 1978. god., lek
Platinol®, Bristol-Myers Squibb Company) [2,3,24-29], karboplatina [2,3,24] i
oksaliplatina [3,25-29], Slika 2.1., dok nedaplatina [3,30,31], lobaplatina i heptaplatina
[32] imaju primenu samo regionalno (Japan, Kina, Juzna Koreja), Slika 2.2. [23]. Neki
kompleksi platine su jo§ uvek u fazi ispitivanja, ukljucujuéi i one koji bi imali oralnu

primenu, tj. Pt(IV) kompleksi [6].
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Slika 2.1. Antikancerogeni lekovi bazirani na platini

Prvom generacijom platinskih lekova oznacena je cisplatina. Nakon nje usledile
su sinteze kompleksa koji su dobijani izmenom hloridnih liganada cisplatine, $to je
rezultovalo stvaranjem Pt-aminskih kompleksa druge generacije. Takva je karboplatina
sa dikarboksilatom kao odlazecom grupom (jedna izmenjiva odlazeca grupa). | najzad,
pojavljuje se tre¢a generacija platinskih lekova (sa dve potencijalno izmenjive odlazece
grupe, aminskom i drugom prisutnom odlazeCom grupom) u koju spadaju drugaciji
aminski kompleksi kao $to je oksaliplatina (oksalat kao odlazeca grupa) i Pt(IV) derivati
koji se mogu unositi oralno, kao $to je cis,trans,cis-[PtCI,(RCOQ),(amin),] (R = alkil).
Na Slici 2.2. prikazani su odabrani lekovi koji se koriste kao hemioterapeutici sa jasnim
prikazom njihove genericke povezanosti [23]. Cisplatina (cis-[PtCl2(NHs),]) je neutralni
kvadratno-planarni kompleks Pt(II). U Pt(II) okruzenju nalaze se koordinovana dva
molekula amonijaka i dva hloridna anjona u cis polozaju. U odnosu na trans-analog
njena citotoksi¢nost je znatno viSa [33], Sto pokazuje da izomeri sa istim setom
donorskih atoma imaju razli¢itu biolosku aktivnost. Cisplatina je lek izbora za mnoge
tipove kancera, prvenstveno u leenju genitourinarnih kancera (testisi, ovarijumi i
besika), ali i nekih malignih bolesti krvi, nemikrocelularnog karcinoma pluca
(Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) i karcinoma glave i vrata. Primenjuje se
intravenski, zbog ograniCene rastvorljivosti u vodi. Aktivira se hidrolizom nakon
otpustanja jednog, odnosno dva hloridna jona. Koncentracija hlorida van celije je
dovoljno visoka da sprec¢i ili omete hidrolizu. U ¢eliji, gde je znatno manja
koncentracija hloridnih jona, izmenjuju se relativnho labini hloridni ligandi sa
hidrokso/akva ligandima, pri ¢emu nastaju delimi¢no hidrolizovane vrste (mono- i

diakva- vrste).
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Slika 2.2. Sematski prikaz povezanosti struktura tri platinska antikancerogena
leka (cis-, karbo- i oksaliplatina), globalno primenjivana, sa jo$ tri regionalno
primenjivana leka (Japan, Juzna Koreja i Kina) i oralno primenjivana satraplatina

(jo$ uvek nije u rutinskoj upotrebi) [23]

Pomenute mono- i diakva- vrste cisplatine, kao pozitivno naelektrisani
elektrofili, veoma su reaktivne prema razli¢itim nukleofilnim centrima bioloskih
makromolekula, zato $to je voda mnogo bolja odlaze¢a grupa nego hloridni joni. Da bi
se ispoljila citotoksi¢na aktivnost formiranih hidrolizovanih vrsta, cisplatina mora
nepromenjena difuzijom da dopre do celijskog nukleusa. Kako je nukleusna DNK

primarna Celijska meta, nakon zavrSene hidrolize cisplatine, ostvaruje se kontakt sa
DNK (Slika 2.3.) [34-36].
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Slika 2.3. Put i aktiviranje cisplatine nakon intravenozne primene [35]

Jedinjenja platine se kovalentno vezuju za susedne purinske baze (guanin (G),
rede adenin (A)) na poziciji N” grade¢i primarno 1,2- ili 1,3-unutarlandane veze i rede
medulancane unakrsne veze, monofunkcionalne adukte ili veze izmedu DNK i proteina
(Slika 2.4.) [21,22,37,38]. Moguca vezujuca mesta u jednostrukom tetranukleotidu
prikazana su na Slici 2.5., gde se vidi da je uz najcesci nacin interakcije cisplatine sa
guaninom na N’ poziciji (takvi 1,2-unutarlandani adukti (1,2-d(GpG)) &ine 70% nastalih
lezija), moguce 1 interagovanje leka sa adeninom na istom poloZzaju (takvi

1,2-unutarlancani adukti (1,2-d(ApG)) ¢ine 20% nastalih lezija) [23].
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Slika 2.4. Mesta dejstva cisplatine na molekulu DNK i formiranje cisplatinskih
adukata [38]

Takode, potencijalno dostupna mesta za vezivanje sa lekom su i N' pozicija
purinskih baza (G, A), kao i N® pozicija pirimidinskih baza (C, T), kao §to je prikazano
na Slici 2.5. Pozicija N°na purinskim bazama (G, A) je sterno ometena i na tom
polozaju nije mogucée vezivanje leka. Najces¢i tip DNK oSteéenja izazvan ovim
agensima jesu unutarlan¢ane unakrsne veze (crosslinkers). Preostale medulancane veze
¢ine oko 5% lezija. Svi pomenuti nagradeni adukti leka sa DNK uzrokuju savijanje i
odmotavanje DNK heliksa, kao i prekidanje DNK lanca, §to ¢elija prepoznaje pomocéu
izvesnih ¢elijskih proteina, koji mogu kao odgovor pokrenuti reparaciju DNK (se¢enjem
i uklanjanjem Pt-adukata i ponovnim sintetisanjem dela koji nedostaje) [21,38]. Ukoliko
izostane reparacija, narusena struktura DNK ne moze da se popravi postojeéim
enzimskim mehanizmima reparacije, $to rezultuje programiranom c¢elijskom smrcu tj.

apoptozom [23].
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Slika 2.5. Moguca vezujuc¢a mesta u jednostrukom tetranukleotidu [23]

Ukoliko se desi prevremena hidroliza u ekstracelularnom prostoru tj. krvnoj
plazmi formiraju se adukti platine sa proteinima, npr. sa albuminom, koji sadrzi tiolne
grupe i tako se deaktivira znaCajna koli¢ina cisplatine [35,39]. Treba naglasiti da
pomenuti neZeljeni procesi deaktiviraju 98% intravenozno unete cisplatine, uprkos
vecoj koncentraciji hloridnih jona u ekstracelularnom prostoru ([Clextracel = 100 mM) u
odnosu na koncentraciju u ¢eliji ([Cl Jintracel = 2-30 mM) [23,38,40,41]. Intracelularno, u
citoplazmi deaktivacija cisplatine nastaje kada se veze za S-donorske molekule (tiole),
npr. za tripeptid glutation (GSH) [40,41]. Glutation kao i drugi tioli vezuju platinu brzo
1 ireverzibilno Sto za posledicu ima onemogucavanje cisplatine da stigne do nukleusne
DNK. Povecanje koncentracije GSH u ¢eliji predstavlja odbrambeni mehanizam celije

protiv platinskih hemioterapeutika [23].

| pored nesumnjivih prednosti cisplatina pokazuje ozbiljne nezeljene efekte,

nefrotoksicnost, neurotoksi¢nost, ototoksi¢nost, emetogenezu i indukuje inherentnu
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(primarnu) i steCenu (sekundarnu) rezistentnost nakon lecenja [42,43]. Brojnim
ispitivanjima dokumentovano je da cisplatina dospeva u ¢eliju aktivnim transportom,
Slika 2.6., $to ukljuc¢uje membranski transporter bakra CTR1 [21,38,44,45]. Sa druge
strane, dolazi i do ekskrecije cisplatine (cellular efflux) iz celije, takode aktivnim
transportom koji ukljucuje adenozin trifosfatne transportere bakra, ATP7B i ATP7A,
kao i multirezistentni protein, MRP2 preko Goldzi kompleksa [21,38]. ATP7B
transporter dovodi se u vezu sa rezistentnoSc¢u cisplatine in vitro kod razli¢itih kancera
[23]. Veruje se da je toksi¢nost izvedena iz interakcije platinskih lekova sa zdravim
tkivima tokom transmisije i distribucije lekova u telu, a rezistentnost moze biti u
asocijaciji sa nedovoljnim c¢elijskim uptake-om lekova [23]. Glavni ciljevi u daljem
razvoju lekova baziranih na platini morali bi biti usmereni ka smanjenju toksi¢nost i
poboljsavanju efikasnost hemioterapeutika. Neki metalni kompleksi su relativno inertni,
dok drugi pokazuju odredenu biolosku aktivnost, podlezu supstituciji liganada i/ili

redoks reakcijama pre nego Sto dodu do mesta delovanja [23].

[CH =104 mM

reakcijasa S
donorom S

Q~ﬁwNﬁ
NH-

protein vezan

bez DNK
reparacije: g
celijska smrt =/ L

Y

Pt
ekskrecija

savijena DNK

AN

Slika 2.6. Ulazak cisplatine u ¢eliju, hidroliza i moguce reakcije sa DNK i

biomolekulima i ekskrecija preko Goldzi kompleksa [23]
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Rezistentnost tumora prema cisplatini usled smanjenog preuzimanja leka
(cellular uptake) posledica je smanjenog unoSenja leka u celiju ili povecanog
izbacivanja iz ¢elije [21,38,44]. Efikasan antikancerogeni agens mora da dopre do svih
zivih Celija kancera, da se odredeno vreme zadrzi u dovoljnoj koncentraciji kako bi

inhibirao svoju ¢elijsku metu i izazvao smrt ¢elija.

Drugoj generaciji antikancerogenih lekova pripada karboplatina. Karboplatina
(CBDCA, [Pt(cbdc)(NH3),], (diammin[1,1-ciklobutandikarboksilato(2)]-O, 0O -
platina(ll)), Slika 2.1., sadrzi bidentatni ciklobutandikarboksilatni ligand na mestu dva
CI" liganda cisplatine. Poseduje manju citotoksi¢nost od cisplatine zbog manje brzine
rastvaranja. Zbog manje toksi¢nosti koristi se u ve¢im koncentracijama od cisplatine.
Interesantno je podvuéi da je mehanizam delovanja cisplatine i karboplatine sli¢an, ali
je ustanovljena unakrsna rezistencija, odnosno kanceri rezistentni na cisplatinu,
rezistentni su i na karboplatinu [46]. Zbog smanjene reaktivnosti ima sporiju Kinetiku
vezivanja za DNK, sporije se izluuje i duze zadrzava u organizmu. Koristi se u
tretmanima uznapredovalih karcinoma jajnika, mikrocelularnog karcinoma pluca i
epitelioma glave i vrata. Od neZeljenih efekata izrazena je mielosupresija (Smanjenje
aktivnosti kostane srzi §to uzrokuje smanjenje produkcije krvnih celija ili medicinski
nazvano leukopenija, neutropenija i trombocitopenija), manje je neurotoksi¢na i

nefrotoksi¢na od cisplatine [47].

Tre¢oj generaciji platinskih  lekova pripada oksaliplatina  (LOHP,
[Pt(ox)(DACH)], (cis-L-diammincikloheksan)oksalatoplatina(ll)), Slika 2.1. Bidentatno
vezan ligand 1,2-diamincikloheksan nalazi se umesto dva aminska liganda karboplatine,
a prisutan je i oksalat kao odlaze¢a grupa. Oksaliplatina je veoma efikasna prema
tumorima rezistentnim na cisplatinu, indikovana je za leCenje kolorektalnih kancera
[48,49] i koristi se u kombinaciji sa 5-fluorouracilom [50,51]. Ona pokazuje
neurotoksi¢nost kao najizraZeniju nuspojavu, S§to se manifestuje kumulativnim

ostecenjima senzora perifernih nerava (neuropatijom).

Nedaplatina, koja se koristi samo u Japanu, strukturno je sli¢na karboplatini sa

istim spektrom antitumorskog dejstva. Heptaplatina, u klinickoj upotrebi u Juznoj
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Koreji, koristi se za tretmane gastri¢nih kancera. Lobaplatina, odobrena samo u Kini,
koristi se za leCenje kancera dojke i U tretmanima nemikrocelularnog karcinoma pluca
(NSCLS), Slika 2.2. Ograni¢ena upotreba ovih terapeutika rezultat je izraZene

mijelosupresije, a poslednja dva terapeutika uzrokuju i blagu hepatotoksi¢nost [52,53].

2.2. Kompleksi Pt(1V) u klini¢kim ispitivanjima

Jo§ od otkri¢a cisplatine poznata je i antikancerogena aktivnost kompleksa
Pt(IV) kao sto je cis-[PtCl4(NHz3)2] [4,19]. Ranije je znatno manje kompleksa Pt(1V) bilo
podvrgavano ispitivanjima bioloske aktivnosti, zato $to je preovladavalo misljenje da su
manje ili ¢ak neaktivni u poredenju sa Cis-analozima. Medutim, pojedini kompleksi
pokazali su dovoljno potencijala da se nadju u klinickom ispitivanju. Medu prvim
kompleksima Pt(1V) treba izdvojiti iproplatinu, tetraplatinu i naravno satraplatinu koja
jos$ uvek nije usla u rutinsku upotrebu, ali ima izvanrednu aktivnost na kancer grlica

materice, jajnika, prostate, kolona i mikrocelularnog karcinoma pluc¢a (SCLS) [54-57].

Iproplatina,  (JM9,  cis,trans,cis-[PtCl(OH),(ipa).],  cis-dihlorido-trans-
dihidrokso-cis-bis(izopropilamin)platina(lV)) kompleks Pt(1VV) koji je na pocetku
ispitivanja pokazao dovoljno dobru aktivnost u fazama II i IIT klini¢kog ispitivanja, ali
je kasnije utvrdjeno da je ipak manje aktivan nego cisplatina i shodno rezultatima nije

usao u siroko rasprostranjenu klini¢ku upotrebu, Slika 2.7. [54-57].

Tetraplatina (ormaplatina, [PtCl4(D,L-cikloheksan-1,2-diamin]) pokazivala je
obecavajucu aktivnost u pretklinickim istraZivanjima, ali je naZalost pokazala i visok
nivo neurotoksi¢nosti kod tretiranih pacijenata, pa su ispitivanja prekinuta u fazi I,
Slika 2.7.

Satraplatina, (JM216, bis(acetato)ammindihlorido(cikloheksilamin)platina(lV),
pokazala je izvanrednu aktivnost na ¢elije kancera prostate, jajnika, grlica materice i

debelog creva, uporedivu sa cisplatinom. To je potencijalni lek, oralni terapeutik, koji je
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dospeo do III faze klini¢kog istrazivanja, ali su ispitivanja prekinuta zbog Smanjenog
preuzimanja leka (cellular uptake), Slika 2.7. [7,8,54-58].

OH N Cl o}
NH, ", | el \ ’ / //, ’ \\\CI
Pt 'Pt
H N( | \CI , / ’ \
OH "’/
iproplatina tetraplatlna

satraplatina, JM216

Slika 2.7. Potencijalni Pt(IV) antikancerogeni lekovi

Dve aksijalne acetatne grupe satraplatine cine kompleks lipofilnim S§to
omogucava oralnu primenu. U krvi se metaboliSe uz gubitak acetatnih grupa, sto je
praceno redukcijom do Pt(II) oblika, pri ¢emu se obrazuje metabolit JM118, odnosno
cis-ammindihlorido(cikloheksilamin)platina(ll), strukturno sli¢an cisplatini. Poredeci
strukture JM118 i cisplatine uocava se razlika samo u jednoj amino grupi, koja je kod
JM118 izmenjena sa cikloheksaminskim ligandom [7,59,60]. Dalje se na sli¢an nacin
kao i cisplatina vezuje za DNK, grade se unutar- i medulanéani adukti izmedu susednih
purinskih baza. Ti adukti zakrivljuju DNK heliks inhibiraju¢i tako DNK replikaciju i
transkripciju, $to vodi u apoptozu [7,61,62]. Tokom ovih reakcija sa DNK, dve hloridne
grupe se izmenjuju (odlaze¢e grupe), dok aminske (ili njihove varijacije) ostaju
netaknute. Aminske ligande satraplatine i sli¢énih kompleksa nazivamo stabilnim
ligandima. Satraplatina je jedinstvena jer su njeni stabilni ligandi asimetri¢ni (amin i
cikloheksamin) u poredenju sa dva aminska liganda cisplatine i karboplatine ili
simetri¢éne diamincikloheksamin grupe oksaliplatine, sto doprinosi njenim jedinstvenim

osobinama [7].
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2.3. Tipovi éelijske smrti

Celijski putevi koji su aktivirani kao odgovor ¢elije na cisplatinu mogli bi se
predstaviti slede¢im redosledom: regulisanje prihvatanja leka, signalizacija oStec¢enja
DNK, kontrola ¢elijskog ciklusa, zaustavljanje ¢elijskog ciklusa, reparacija DNK i

¢elijska smrt (apoptoza i nekroza), Slika 2.8.

Apoptoza je pozeljna jer predstavlja “programiranu Celijsku smrt”, prati je niz
dogadaja gde dolazi do eliminacije Celija bez ispustanja Stetnih jedinjenja u okolna
tkiva, samim tim nema ni inflamatornog (zapaljenskog) odgovora. Apotoza je aktivan,
ureden i genetski regulisan proces. Pri apoptozi Celija prolazi kroz prepoznatljiv sled
morfoloskih promena koje ukljucuju kondenzaciju hromatina u celijskom jedru i
smanjenje volumena Ccitave celije, kompakciju organela bez vidljivih morfoloSkih
promena, promene na nivou plazma membrane kada se na membrani javljaju izbocenja,
nestaju mikrovili 1 ¢elija gubi kontakt sa okolnim ¢elijama i na kraju fragmentacija
¢elije 1 formiranje apoptonskih tela koja okolne ¢elije i makrofagi (krupne, pokretne
¢elije ameboidnog oblika koje vrSe fagocitozu stranih Cestica ili dotrajalih ¢elija) brzo

resorbuju fagocitozom. Na kraju procesa apoptoze nema inflamatorne reakcije [63,64].

Nekroza je nepoZeljna, jer je to pasivan tip Celijske smrti, tzv. “ubistvo Celije”
pri ¢emu dolazi do oStecenja celijske membrane 1 isticanja Celijskog sadrzaja u okolno
tkivo. Nekroza otpocinje bubrenjem organela 1 Citave Celije, plazma i nukleusna
membrana se dezintegriSu, a citoplazmatski sadrzaj se zajedno sa lizozomskim
enzimima oslobada u vancelijku te¢nost. Oslobodeni sadrzaj privlaci inflamatorne ¢éelije
Sto rezultuje destrukcijom tkiva i zapaljenskim reakcijama. Nekroza se ispoljava u
nefizioloSkim uslovima, odnosno kada su celije izloZene ekstremnim varijacijama

fizioloskih uslova [63,64].
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Slika 2.8. Morfoloske razlike izmedu apoptoze i nekroze [64]

2.4. Trans-kompleksi Pt(11) i Pt(1V)

Znacajna uloga platinskih analoga koji su usli u klinicku upotrebu zasnovana je
na Cinjenici da se skoro svaka kombinovana hemioterapija bazira na cisplatini ili nekom
drugom platinskom leku. Odnosno, sve Ceste vrste kancera, kao i sve veci broj manje
Cestih maligniteta, leCe se lekovima na bazi platine u kombinaciji sa drugim
hemioterapeuticima. Platinski lekovi koriste se za leCenje oko 50—70% pacijenata [65].
Medutim, ogranicenja koja se javljaju pri hemioterapeutskoj primeni cisplatine i njenih
analoga, takode 1 moguénost da se strukturnim izmenama kompleksa platine uti¢e na
profil antitumorske aktivnosti, podstakli su dalja istrazivanja i prosirili potragu za
efikasnim antitumorskim agensom na Siroko polje kompleksa metala. Ogroman je broj
jedinjenja prelaznih metala koji se nalaze u nekoj fazi ispitivanja bioloske aktivnosti
[66-69]. Takode, sintetisani su i brojni kompleksi drugih metala. Direktni analozi
kompleksa poput cisplatine, kompleksi nikla 1 paladijuma, suvise su kineticki reaktivni

da bi imali primenu kao hemioterapeutici, dok su aminski kompleksi iridijuma i
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osmijuma suviSe inertni. Pretpostavlja se da su kompleksi rutenijuma i rodijuma
najpogodniji za terapeutsku primenu pa se sve viSe naucnika bavi sintezama i
istrazivanjima takvih jedinjenja. Interesantna su i organometalna jedinjenja medu
kojima su i naSi kompleksi Ru [70-74]. Medutim i dalje se trend porasta
novosintetisanih platinskih kompleksa i njihova evaluacija kao antitumorskih agenasa

nastavlja, a medu njima sve brojniji su kompleksi trans-platine.

Dugo se smatralo da trans-kompleksi platine nisu aktivni kao njihovi
cis-analozi, i izvodio se preuranjen zakljutak na osnovu ponaSanja kompleksa
trans-diammindihloridoplatine(ll), trans-[PtCI,(NH3),], Slika 2.9., koja je neaktivna na
bioloski relevantnim koncentracijama. Smatralo se da neaktivnost trans-izomera moze

biti delimi¢no posledica njihove smanjene citotoksi¢nosti [10].

H3N
PN

HaN Cl H3N/ i
cisplatina transplatina

Slika 2.9. Strukture cis/trans-Pt(Il) kompleksa

Danas se zna da je razlika u bioloskoj aktivnosti ova dva izomera, cisplatine i
transplatine, posledica stvaranja razlucitih DNK-adukata [75-77]. Vezivanje oba
izomera odvija se u dva koraka, najpre se formira veza sa N’ poloZzajem guanina, a
potom sa susednom bazom na istom ili naspramnom lancu DNK kao S§to je detaljno
opisano u Poglavlju 2.1. Nasuprot cisplatini, transplatina nema moguénost obrazovanja
1,2-unutarlancanih adukata zbog drugacije geometrije kompleksa i sternih smetnji koje
se pojavljuju tokom procesa vezivanja. Ovde nastaju u najveéem procentu
1,3-unutarlancani adukti izmedu komplementarnih baza guanina i citozina. Transplatina
uglavnom formira monodentatne adukte, koji se sporo prevode u bidentatne usled
sternih smetnji. Kao posledica razli¢itog vezivanja cis/trans-kompleksa za lanac DNK,
dolazi i1 do razli¢itih konformacija DNK heliksa, pa tako 1,2-unutarlan¢ano stvoreni

adukt nastao delovanjem cisplatine, vodi zakrivljenju dvostrukog heliksa C¢ime se
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naruSava interakcija ostalih baza u heliksu kao i komplementarno vezivanje dva lanca
unutar DNK heliksa. Transplatina indukuje slabije zakrivljenje heliksa jer se uglavnom
obrazuju monodentatni adukti. Sve ovo pokazuje da se dobijeni adukti strukturno
razlikuju, pa dolazi do razli¢itog prepoznavanja i reparacije nastalih lezija, Sto na kraju

rezultuje razlikom u bioloskoj aktivnosti izmedu cis- i trans-kompleksa [75-77].

Empirijski odnosi struktura-aktivnost (Structure-Activity Relationships), Cesto
isticani u literaturi, formulisani su tako da je cis-geometrija smatrana neophodnom za
antitumorsku aktivnost [23,78,79].

Farell et al. [10,80] su krajem osamdesetih godina sintetisali trans-platinske
komplekse sa in vitro potencijalom inhibicije rasta i in vivo antitumorskim
karakteristikama. Kasnije su se nizali sve brojniji trans-Pt(Il), kao i trans-Pt(IV)
kompleksi sa povecanom aktivno$¢u posebno na onim celijskim linijjama koje su
rezistentne na cisplatinu [81-84]. Do danas sintetisani trans-platinski kompleksi, koji
pokazuju primetan antitumorski potencijal, mogu se svrstati u nekoliko grupa.
Grupisanje je izvedeno prema prirodi liganada i u zavisnosti od struktura sintetisanih
kompleksa [56,85].

U literaturi su prisutni trans-platina(ll) kompleksi sa planarnim amino ligandima
[78,79,82,86] i trans-platina(Il) kompleksi sa heterociklicnim amino ligandima
[78,79,86], prikazani na Slici 2.10., koji se dobijaju sintezama iz cisplatine, dok su
njihovi cis-analozi sintetisani polaze¢i od kalijum-trihloridoaminplatinata(ll),
K[PtCIsNHs] [78,79]. Dobijene su kristale strukture trans-Pt(1l) kompleksa sa hinolin,
izohinolin, tiazol i benzotiazol ligandima u trans-polozaju u odnosu na amino ligand,
dok su preostala dva koordinaciona mesta zauzeli hloridni ili karboksilatni anjoni.
Primeceno je da se uvodenjem glomaznijih planarnih aminskih liganada povecava

aktivnost trans-kompleksa [78,79].
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|‘x = R >Z>

= A =N N N

Py gL quin btz [ 4

L = quin, wuin, bztz, or iz
L'=pyor tz

X =CI°, CHyCOy, .

Slika 2.10. Strukture planarnih amino liganada (py-piridin, quin-hinolin, iquin-
izohinolin, bztz-benzotiazol, tz-tiazol) koji u kombinaciji sa hloridnim, karboksilatnim i

sli¢nim ligandima grade veliki spektar trans-Pt(11) kompleksa [78,79]

Kada je amino ligand zamenjen planarnim aminskim ligandom poput piridina
dobijen je trans-[PtCly(Py),] kompleks. Uoceno je da se dramaticno povecala
citotoksi¢nost ovog trans-proizvoda u poredenju sa cisplatinom i neaktivnim
cis-izomerom, cis-[PtCl,(Py)2] koja je ispitivana na leukemija L1210 celijskoj liniji
[10]. Ovaj efekat trans-geometrije i aktivnosti trans-platinskih kompleksa prouc¢avan je
na seriji kompleksa koji se mogu prikazati opstom formulom trans-[PtCl,(L)(L")], gde
je L=L"=piridin (Py); N-metilimidazol (N-Melm) i tiazol (Tz), zatim L = hinolin
(quin), a L'=supstituisani sulfoksid R'R"SO (R' = Me, R" = Me, CH,Ph, Ph) i
L = hinolin (quin), a L' = NH3 [78], ¢ije se strukture mogu videti na Slici 2.11. Kod svih
ovih kompleksa ispitivana je citotoksicnost na L1210 c¢elijskoj liniji leukemije kod
miSeva, kako rezistentnoj tako i onoj sa steCenom rezistentnoS¢u na cisplatinu, a
dobijeni rezultati znacajne citotoksi¢nosti doprineli su da se dalje proSire ispitivanja na

ostale ve¢ sintetisane i buduce trans-platinske komplekse.
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Cl Cl
\Pt/ s \Pt/ T \Pt/ ’
S
\ SN \CI {\|N/ \CI {\| - \CI
/ NJ S
trans-[PtCl,(Py),] CH/3 trans-[PtCl,(N-Melm),] trans-[PtCly(Tz),]

: Pt/N = \Pt/N =
~ /
Rle(O)S/ cl HaN \CI
trans-[PtCl,(R;R,SO)(quin)] trans-[PtCl,(NH5)(quin)]

Ri;=Me; R, = Mg, Ph, Bz

Slika 2.11. Strukture trans-Pt(11) kompleksa sa piridinom i derivatima piridina
[78]

Dalje, u literaturi su prisutni trans-platina(ll) kompleksi sa iminoetarskim ili
asimetriénim alifati¢cnim aminima kao ligandima [86,87], koji se zbirno mogu
predstaviti ~ opStom  formulom  trans-[PtCl,(Am/MA/DMA/NPA)(iminoetarski
ligand/pz/pip-pip)], gde je Am = amino, MA = metilamino, DMA = dimetilamino ili
NPA = n-propilamino ligand, uz kombinaciju liganada poput pz = piperazin,
pip-pip = 4-piperidinopiperidin ili asimetriénih alifati¢cnih amina [87]. Takode,
pomenutim kompleksima pripadaju i trans-[PtCl,(iminoetar),], trans-[PtCl,(dma)(ipa)]
i trans-[PtCly(sba)(NH3)], gde je dma=dimetilamin, ipa = izopropilamin,
sba = sec-butil grupa [86]. Strukture ove velike grupe trans-platina(ll) kompleksa

prikazane su na Slici 2.12.
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Slika 2.12. Strukture trans-Pt(I1) kompleksa sa iminoetarskim i asimetri¢nim

alifati¢cnim aminima (pz = piperazin, pip-pip = 4-piperidinopiperidin,

ipa = izopropilamin, sha = sec-butil grupa) [86]

Jo§ treba pomenuti bifunkcionalne dinuklearne, trinuklearne i polinuklearne

trans-Pt(II) komplekse i njihove najznacajnije predstavnike poput bis-platinskog
kompleksa [{trans-PtCI(NH3).}.H>N(CH,)4NH,]Cl, koji pokazuje rezistentni faktor

(deﬁnlée S€ kaO OanS ICSOrezistentne |inije/|C503enzitivne |inije) 140 puta nlie Vredl’lOStl IlegO

izracunat za cisplatinu na L1210 ¢elijskoj liniji leukemije na koju je inace cisplatina

senzitivna i rezistentna [88]. Zatim polinuklearni kompleks Pt(I1), BBR3464 prikazan

na Slici 2.13. u kome su dve kompleksne jedinice trans-[PtCI(NH3),;] povezane sa
dimernim tetraaminskim kompleksom trans-[Pt(NHs),{NH(CH.)sNH2}.]** $to je
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rezultovalo stvaranjem pomenutog polinuklearnog proizvoda koji pokazuje potpun
gubitak unakrsne-rezistentnosti sa cisplatinom [89-92].

_ _ 4+

H3N ~ Pt/ NHZ(CHZ)GNHZ

_NHs  HgN_ t/CI
a”

Pt P
3N/ ~ 7 \NHS

3 H NH2(CH2)sNH2

BBR3464

Slika 2.13. Struktura trinuklearnog kompleksa

Takode treba pomenuti i trans-platina(lVV) komplekse opste formule,
trans-ammin(amin)dihloridodihidroksoplatina(lV) ~ koji ~ obuhvataju istrazivanja
antikancerogenih lekova baziranih na platini, a aktivni su prema kancerima posebno koji
su rezistentni na cisplatinu [93,94]. Jedan od takvih je i IM335, Slika 2.14.

Medu brojnim sintetisanim 1 testiranim kompleksima istiCu se dva
trans-platinska kompleksa sa znacajnim antitumorskim potencijalom uporedivim sa
cisplatinom i karboplatinom. Kompleks trans-
ammin(cikloheksilamin)dihloridoplatina(ll), JM334, pokazao je citotoksi¢nost
uporedivu sa cisplatinom, kao i kompleks Pt(1V),
trans-ammin(cikloheksilamin)dihloridodihidroksoplatina(lV), JM335, Slika 2.14. Oba
pomenuta kompleksa pokazala su aktivnost na cisplatina-rezistentnim linijama, dok
odgovarajuci cis-izomeri nisu bili aktivni na istim ¢elijskim linijama [84,94-96]. JM335
je prvi trans-kompleks koji je pokazao znacajnu antitumorsku aktivnost u in vivo
istrazivanjima, medutim izostala je njegova klini¢ka studija jer se deaktivirao pri ulasku

u ¢eliju, tj. bio je manje aktivan od cisplatine [97].

Prednost Pt(IV) kompleksa u poredenju sa platina(Il) kompleksima objasnjava
se oktaedarskom geometrijom koju odlikuju dva aksijalna liganda, takode 1 kineticka
inertnost takvih molekula koja vodi smanjenju reaktivnosti pa je omoguéeno aktiviranje
ekvatorijalnih grupa kao potencijalnih ligatora za lanac DNK. Cesto se desava da
trans-izomeri pokazuju visu antitumorsku aktivnost ne samo na cisplatina-senzitivnim,

ve¢ i1 na cisplatina-rezistentnim celijskim linijjama. To navodi i na zakljuak da je
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mehanizam delovanja drugaciji od mehanizma cisplatine. Kompleksi Pt(IV) imaju
ogroman potencijal kao antitumorski agensi u smislu visoke aktivnosti i niske
toksi¢nosti [98,99].

OH
\ | NH;

NH2 NH2

JM334 JM335

Slika 2.14. Strukture trans-ammin(cikloheksilamin)dihloridoplatina(ll), JIM334 i
trans-ammin(cikloheksilamin)dihloridodihidroksoplatina(l1V), JM335 kompleksa

Primeceno je da zamena amino grupe planarnim piridinom kao ligandom c&esto
rezultuje povecanjem citotoksi¢nost cis/trans-kompleksa [15,100-103]. Jedan od
kompleksa ~ sa  znaCajnim  terapeutskim  potencijalom  je  pikoplatina
(cis-[PtCIl2(NH3)(2-pic)] ili ZD0473, AMDA473, IM473) (Slika 2.15.) [15,102,104] koja
je poznata od 1997. god. kada je prvi put primenjena na pacijentu. Pokazala je Sirok
spektar aktivnosti, posebno na Celijskim linijjama rezistentnim na cisplatinu i
oksaliplatinu. Posebno treba ista¢i njenu veliku efikasnost na karcinom jajnika i

mikrocelularni karcinom pluca. Dosla je do druge faze klini¢kog ispitivanja.

F

pikoplatina (cis-[PtCl,(NH5)(2-pic)], ZD0473, AMDA473, IM473)

Slika 2.15. Struktura pikoplatine
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Uz pomenutu pikoplatinu nuzno je pomenuti njene trans-izomere odnosno
trans-komplekse Pt(Il) sa pikolinskim tj. metilpiridinskim ligandima (2-pic, 3-pic i
4-pic) [15] koji su okarakterisani rendgeno strukturnom analizom. Kompleksi su
sintetisani polaze¢i od cis-[PtCl,(2-pic),] [14] uz dodatak NH,OH, zagrevanjem uz
refluks, sto je dovelo do nastajanja intermedijarnog kompleksa cis-[Pt(NHs)2(2-pic)2].
Nakon toga je dodata 12M HCI i nastavljen refluks jo§ 5 dana da bi na kraju nastao zut
proizvod  trans-[PtCl,(NH3)(2-pic)], =~ AMDA443, Slika2.16. Preostala dva
trans-kompleksa, trans-[PtCl,(NH3)(3-pic)] i trans-[PtCly(NH3)(4-pic)], Slika 2.16.,
sintetisana su iz cisplatine dodatkom 3-pikolina odnosno 4-pikolina uz dodatak konc.
HCI na dobijen rasvor i naknadnim refluktovanjem i standardnom obradom dobijenih
proizvoda [15].

Cl cl

NH; NH Cl

\N/ \ /

/NH3
Pt
N \CI

G = .

trans-[PtCl,(NH3)(2-pic)],

AMDAA43 trans-[PtCl,(NH3)(3-pic)]  trans-[PtCl,(NH3)(4-pic)]

Slika 2.16. Strukture trans-kompleksa Pt(11) sa pikolinskim (metilpiridinskim)

ligandima

Kompleksi formule trans-[PtCl;(NH3)(2-pic)] 1 trans-[PtCl,(NH3)(4-pic)]
pokazali su znaCajnu antikancerogenu  aktivnost. Posebno se izdvaja
trans-[PtCIl,(NH3)(2-pic)] koji je pokazao in vitro citotoksi¢nost ¢ak visu od cisplatine
na panelu humanih tumorskih celijskih linija (prose¢no ICsp = 3,5 za kompleks i
33,7 uM za cisplatinu) [15,105], dok je trans-kompleks sa 4-pikolinom pokazao nizu
aktivnost (prosecno 1Cso = 80,3 uM) [15,106]. Smatra se da ova dva kompleksa imaju
razli¢ite mehanizme dejstva. Kompleks sa 2-pikolinskim ligandom pokazuje znacajnu
aktivnost na testirane cisplatina rezistentne celijske linije, dok je 4-pikolinski izomer

unakrsno rezistentan. Citotoksi¢nost kompleksa sa 3-pikolinom jos nije ispitana.
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Kasnih 70-ih  Thompson je sintetisao seriju kompleksa opsSte formule
trans-[PtCl,(L),] (L = py, 2-, 3- i 4-pikolin) [107], a desetak godina kasnije Farrell et al.
su ispitivali njihova citotoksi¢nost i uporedo aktivnost odgovaraju¢ih cis-analoga na
L1210 c¢elijskoj liniji leukemije kod miSeva [10]. Nadena je neuobiCajena bioloska
aktivnost trans-kompleksa. 1Cso vrednost trans-[PtCly(4-pic),] kompleksa na L1210
iznosi 2,3 uM, dok je za cis-analog dobijena vrednost od 13,5 uM, §to je pokazalo da je
znacajno vise citotoksican trans-kompleks. U istom radu su sli¢ni rezultati dobijeni i za
trans-[PtCl,(py)2] kompleks koji je pokazao pet puta viSu inhibiciju rasta L1210 ¢elija

nego cis-analog [10].

Interesantni su i piridinkarboksilatni kompleksi Pt(Il). Jo$ 80-tih godina
sintetisani su organometalni kompleksi Pt(ll), [PtCl,(N-pic)(C,Hs)] u kome je
monodentatno koordinovana pikolinska kiselina, i [PtCI(N,O-pic)(C,H,)] sa bidentatno
koordinovanom pikolinskom  kiselinom [108]. Song et al. su sintetisali
(diammin)platina(ll) komplekse sa piridinkarboksilatnim izomerima, pikolinskom (pic),
nikotinskom (nic) i izonikotinskom kiselinom (isonic), Slika 2.17. [16]. Kompleksi
opste formule [A,Pt(PyCA),](PyCA)..x, U Kojima je A, = 2,2'-dimetil-1,3-propandiamin
(dmpda), trans-()-1,2-diaminocikloheksan  (dach) i  etilendiamin  (en);
PyCA = pikolinat (pic), nikotinat (nic) i izonikotinat (isonic); x = 1 ili 2, sintetisani su
polaze¢i od vodenih rastvora [(diamin)Pt(SO4)] i Ba[PyCA],. Svi proizvodi su dobijeni
kao kristali. Razli€iti na¢ini koordinacije dobijeni su zavisno od poloZaja karboksilatne
grupe na piridinskom prstenu. Pikolinat sa karboksilathom grupom u orto-polozaju
helira Pt(ll) jon preko N,O donorskog seta Sto je rezultovalo gradenjem katjonskih
kompleksa. Medutim, nikotinat i izonikotinat sa karboksilathom grupom u meta- i para-
polozaju, respektivno, ne grade helatne prstenove sa Pt(II) jonom ve¢ se koordinuju
monodentatno preko piridinskog azota gradeéi zwiter-jon komplekse. Ispitivana je i
njihova antitumorska aktivnost (L1210 ¢elije leukemije kod miSeva) i nadeno da je za
komplekse 1 i 3 sa pikolinskom kiselinom (Slika 2.17.) uporediva sa karboplatinom.
Heliranjem pikolinatnog liganda za jon platine obrazovan je stabilan petoclani helatni
prsten, Sto je rezultovalo istezanjem kvadratno-planarne geometrije, a to moze biti

povezano sa citotoksi¢noséu ovih kompleksa [16].
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Slika 2.17. Reakcije sinteze piridinkarboksilatnih Pt(1l) kompleksa

Nedavno su sintetisani  Ru(ll)-arenski  kompleksi sa  nikotinskom,
izonikotinskom [70], pikolinskom kiselinom [71] i metil i halogenim derivatima
pikolinske kiseline [74] u kojima su pomenuti ligandi monodentatno koordinovani
preko N za Ru(ll) jon osim $to je u kompleksu sa pikolinskom bidentatno (N,O)
koordinovan pomenuti ligand. Svi kompleksi su karakteristi¢ne ,,three-leg piano-stool’’
geometrije. Ispitivana je citotoksi¢na aktivnost ovih kompleksa i nadene su znacajne
vrednosti za Ru(ll)-arenski kompleks sa pikolinskom Kiselinom,
[(7°-p-cimen)RuCl(pic)]-H20. ICs vrednosti na dve humane tumorske Celijske linije
HeLa (grli¢ materice) i FemX (melanom) iznose 82,0 odnosno 36,2 uM [71,72].

2.5. Piridinski ligandi i kompleksi prelaznih metala

U literaturi se moze pratiti kako su brojni nauénici na mesto amino- ili hlorido-
liganada polaznih platinskin kompleksa sistemati¢no uvodili najpre jednostavne
alifati¢ne ligande, zatim neSto sloZenije planarne alifaticne ligande, pa veliki spektar
aromati¢nih liganada, medu kojima su za nas bili posebno interesantni piridinski
derivati. Ranije su pomenuti brojni kompleksi sintetisani sa planarnim N ligandima gde

je kao ligand posluzio tiazol, benzotiazol, hinolin, izohinolin, piridin i razli¢iti derivati
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piridina, Slika 2.10. i Slika2.11. [78,79]. Polazni kompleksi platine variraju,
K[PtCI3(NH3)], K[PtCly], K;[PtClg], mada je najéeSée prisutna cisplatina,
CiS-[PtClz(NH3)2].

2.5.1. Monoacetilpiridinski ligandi i kompleksi prelaznih metala sa njima

Svi kompleksi prelaznih metala sa monoacetilpiridinskim ligandima koji se
mogu nac¢i u literaturi su sa koordinacijom ovakvih liganada isklju¢ivo preko
piridinskog azota. Sintetisano je vise ovakvih kompleksa sa samim acetilpiridinskim
ligandima ili u kombinaciji sa jo§ nekim ligandom poput izotiocijanata, cijanata, glicina
I sliénih liganada [109-112]. Za nas su interesantni kompleksi sa 3-acetilpiridinom i
4-acetilpiridinom.

Long et al. su sintetisali kompleks Fe(ll) sa 4-acpy uz koji su za metalni jon
koordinovana i dva izotiocijanata (NCS) kao i dva molekula vode $to se moze videti na
Slici 2.18. Pomenuti molekuli vode doprinose stabilizaciji strukture pomoc¢u vodoni¢nih

veza koje se ostvaruju sa karbonilnim kiseonikom acetil grupe [109].
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Slika 2.18. ORTEP prezentacija kompleksa [Fe(NCS),(4-acpy).(H20).] i njegove

vodoni¢ne veze sa susednim kompleksom [109]

Cabral et al. su sintetisali seriju kompleksa Co(ll) i Ni(ll), deset opste formule
[MX2L,] (M = Co ili Ni; X = ClI, Br, I'ili NCS; L = 3-acetilpiridin; n = 2 ili 4) i pet
kompleksa koji se mogu prikazati formulom [CoX,L,] (X = CI, Br, | ili NCS;
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L = 4-acetilpiridin) [110]. Dobijeni su monomerni i polimerni kompleksi. Pojedini od
ovih kompleksa imaju u svojoj strukturi koordinovanu vodu. Kobalt(II) jon moze imati
koordinacioni broj Cetiri i Sest, pa shodno njemu monomerni kompleksi [Col,(L),], gde
je L = 3-acpy i 4-acpy, su pseudo-tetraedarski, dok su preostali monomerni i polimerni
kompleksi oba metala koordinacionog broja Sest pseudo-oktaedarske geometrije. U
svim kompleksima acetilpiridinski ligandi dejstvuju kao monodentati vezujuéi se preko
piridinskog azota za metalne jone. U kompleksima sa izotiocijanatnim ligandom (NCS)
koordinacija se ostvaruje preko azota, dok je u sluaju polimernog kompleksa

[{Co(NCS),(4-acpy),}n] izotiocijanat posluzio kao mostni ligand [110].

Polaze¢i od vodenog rastvora MnCl,-3H,O, monoacetilpiridinskih liganada
(3-acpy i 4-acpy) i natrijum-cijanata (NaOCN) u stehiometrijskom odnosu 1 : 2 : 2,
sintetisani su oktaedarski kompleksi Mn(ll) sa 3-acpy i 4-acpy uz koji su za metalni jon
koordinovana i dva cijanatna (OCN) liganda preko azotovih atoma, kao i dva molekula

vode [111], $to se moze videti na Slici 2.19.

Slika 2.19. ORTEP prezentacija kompleksa [Mn(4-acpy).(OCN),(H.0).] [111]

Struktura je stabilizovana sa po dve vodoni¢ne veze izmedu dva kompleksna

molekula, jedne koje se ostvaruju izmedu kiseonika iz vode (O3) i karbonilnog
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kiseonika acetil grupe (02) tj. O(3)—H(8)---O(2), dok se druga vodoni¢na veza formira
izmedu O3 vode i kiseonika cijanatne grupe (O1) tj. O(3)—H(9)---O(1) [111].

Sintetisana su dva tipa kompleksa sa 3-acpy za koji je kondenzovan glicin (Gly).
Kompleksi Co(Il), Ni(ll), Cu(ll), Zn(Il) i Cd(Il) sintetisani su sa ligandom koji je
kondenzacioni derivat 3-acpy i Gly, a drugi tip kompleksa ¢ine mono- i/ili binuklearni
kompleksi Co(ll), Ni(ll), Fe(Ill) i Cr(II) koji sadrze samostalno koordinovane
nekondenzovane ligande 3-acpy i glicin [112]. Na Slici 2.20. prikazane su strukture
odabranih kompleksa, gde se moze uociti da su sintetisani kompleksi monomerne ili
dimerne wvrste, sa oktaedarskom ili tetraedarskom geometrijom. U dimernim
kompleksima kondenzovan ligand (kondenzacija se ostvaruje izmedu N amino grupe
Gly i karbonilnog O 3-acetilpiridina) je istovremeno i mostni ligand, dok su u
monomernim kompleksima Cr(I1l) i Ni(ll) ligandi pojedina¢no koordinovani, i to
3-acpy preko piridinskog N, a glicin preko N amino i O karboksilne grupe ove

aminokiseline [112].

E B Me Me M = Col!, cd"

[Cuz(3-acpyGly){OAc)s-(Hz0)4] [Coz(3-acpyGly){OH)z(OAc)-(Hz20)s]
[Cdz(3-acpyGly}{OH)z(OAC)(H20)s-1/2EtOH]

e

o—

= cl,

[Cr(3-acpy)({Gly)Clz-H20-EtOH] Cl-Hz0 o

[Ni{3-acpy)({Gly)-EtOH]Clz

Slika 2.20. Strukture kompleksa nekih prelaznih metala sa 3-acpy i Gly,

kondenzovanim u jedan ligand i nekondenzovanim i koordinovanim pojedinac¢no [112]
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Tessier i Rochon [113] su sintetisali monokristalni kvadratno-planarni kompleks
trans-[Pt(3-acpy):l.], Slika 2.21., koji je zapravo prvi acetilpiridinski kompleks platine
koji je strukturno okarakterisan. Monokristalni proizvod je dobijen rekristalizacijom iz
dihlormetana. Dobijen kompleks je trans-izomer, sa anti rasporedom 3-acpy liganada i
Pt atomom koji lezi na kristalografskom inverzionom centru. Glavni strukturni
parametri su poredeni sa kompleksom Pt(11) sa 3-metilpiridinom u ranije publikovanom
radu istih autora [14], kao i sa slicnim kompleksima drugih autora i nadeno je da se
podaci uklapaju u ocekivane okvire. Pomenuti kristalni kompleks trans-[Pt(3-acpy)2l.]
posluzio je kao polazni za sintezu trans-[Pt(3-acpy).(NOs),] kompleksa sa AgNO;3 u
acetonu [113]. Isti autori su ranije sintetisali seriju cis- i trans-[Pt(Ypy)2(NOs)]
kompleksa, gde je Ypy = piridin ili metilpiridinski odnosno dimetilpiridinski derivati
(2-pikolin, 3-pikolin, 4-pikolin, odnosno 2,4-lutidin i 3,5-lutidin) [114].

Slika 2.21. ORTEP prezentacija trans-[Pt(3-acpy).l.] kompleksa [113]

Tian et al. sintetisali su cis-[Pt(3-acpy).Cl,] kompleks, Slika 2.22. [115], koji je
publikovan pola godine kasnije nego na$ trans-[Pt(3-acpy).Cl;] kompleks [116].
Polazni kompleks je bio K,[PtCl,], ligand 3-acpy je dodat u molskom odnosu 1 : 3.
Autori isticu da su varirali koli¢inske odnose M : ligand 1 utvrdili da su samo pri
pomenutom stehiometrijskom odnosu uspesno izolovali cis-kompleks, pri ostalim su
uvek dobijali smesu cis-/trans-izomera. Strukturni raspored liganada je veoma neobi¢an
i ovo je prvi primer da je 3-acpy ligand u cis-poloZaju u odnosu na drugi takav.

Ispitivana je citotoksi¢nost na A2780 i A2780R (humana celijska linija kancera
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ovarijuma senzitivna i rezistentna na cisplatinu), L1210/0 i L1210/2 (¢elijska linija
leukemije kod miSeva, senzitivna i rezistentna na cisplatinu), zatim na sedam
kancerogenih humanih celijskih linija, A498 (karcinom pluc¢a), EVSA-T, MCF-7
(karcinomi dojke), H226 (karcinom bubrega), IGROV (karcinom ovarijuma), M19
(melanom) i WIDR (karcinom kolona). Nadeno je da nema in vitro aktivnosti za
L1210/0 i L1210/2 ¢elijske linije. Medutim, kompleks je pokazao na A2780R sli¢nu
aktivnost kao cisplatina (26 uM odnosno 17 uM, respektivno), dok su za ostale ¢elijske
linije rezultati pokazali relativno nisku citotoksi¢nost [115]. Ispitivana je i antimikrobna
aktivnost na Gram-negativne bakterije Escherichia coli i Gram-pozitivne bakterije
Streptomyces coelicolor i nadeno da kompleks ubija E.coli, dok je kod S. coelicolor
prime¢eno da kompleks inhibira rast, ali ne dolazi do umiranja ¢elija, tako da je ovaj
cis-kompleks bakteriostatik na Gram-pozitivne bakterije. Poredenja radi cisplatina je
pokazala znacajno viSu aktivnost na Gram-negativne E. coli, bakterije, dok efekta na

rast Gram-pozitivnih bakterija nije bilo [115].

L N21 .‘
C_®  Qc ¢

@ C29

c2 &
) O, e

J

\;le2 ‘023

Slika 2.22. ORTEP prezentacija cis-[Pt(3-acpy).Cl,] kompleksa [115]

Sa 3- i 4-acetilpiridinom (L™? ) sintetisana su dva Ru(Il)-arenska kompleksa,
opite formule [(m°-p-cimen)RuCly(L*?)] [70]. Sintetisana jedinjenja su dobijena
reakcijom polaznog dimernog kompleksa [(ns-p-cimen)gRuCIZ]g suspendovanog u
izopropanolu sa odgovaraju¢om koli¢inom liganda takode rastvorenog u izopropanolu u
stehiometrijskom odnosu 1 : 2. Aromati¢ni prsten (n° 7-vezan) p-cimena zauzima

sediSte, dok su preostala tri mesta u slucaju ovih kompleksa zauzeta monodentatnim
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ligandom koordinovanim preko piridinskog atota, zajedno sa dva hloridna jona.
Jedinjenja imaju karakteristi¢nu ,,three-leg piano—stool’” geometriju koja se javlja kod
velikog broja rutenijum(ll) arenskih kompleksa. Dobijen je monokristalni proizvod sa
3-acpy kao ligandom, Slika 2.23. Kompleksi pokazuju nisku antiproliferativnu

aktivnost na Sest ispitivanih ¢elijskih linija [70].

Slika 2.23. ORTEP prezentacija kompleksa [(n°-p-cimen)RuCl,(L"%)],
L12 = 3-acpy, 4-acpy [70]

2.5.2. Piridindikarboksilne kiseline kao ligandi

Postoji vise piridinskih derivata koji pokazuju razli¢ite farmakoloske aktivnosti.
Lutidinska kiselina ili 2,4-piridindikarboksilna kiselina (2,4-pydc) pokazuje
imuno-supresivne i fibro-supresivne osobine [117], uti¢e na rast odredenih vrsta biljaka
[118] i sposobna je da zastiti izvesne enzime iz ¢elija Bacillus subtilis od inaktivacije
toplotom [119,120]. Sli¢no se ponaSaju i njeni izomeri 2,5- i 2,6-pydc koji takode
aktiviraju ili inhibiraju neke metaloenzime [121,122].

Gvozde(Ill)-2,6-piridindikarboksilat ucestvuje u prenosu elektrona u izvesnim
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modelima bioloskih sistema [123,124]. Koordinovanje piridindikarboksilnih kiselina za
jone bioloski vaznih metala, moze da posluzi kao strukturni model u bioloskim
sistemima, s obzirom na njihovu ulogu u raznim bioloskim procesima koja jo$ uvek nije
dobro razjasnjena [125-128]. 2,n-Piridindikarboksilne kiseline ili 2,n-dipikolinske
kiseline (n = 3, 4, 5, 6) u reakciji sa metalima grade kompleksna jedinjenja razli¢ite
stehiometrije (1: 1 ili 1:2) i razli¢ite geometrije. Kao ligandi u literaturi se pojavljuju
kao helatni, bidentatni N,O donori, pri ¢emu se jedna COOH grupa deprotonuje i
koordinuje preko karboksilatnog kiseonika [123-128], a druga ostaje slobodna ili
tridentatno ukoliko je u pitanju 2,6-pydc [123,124], kada uz piridinski azot uéeS¢e u
koordinaciji za centralne metalne jone uzimaju oba karboksilatna kiseonika. Nije retko i
da se karboksilna grupa koja ne ucestvuje direktno u koordinaciji za centralni metalni
jon aktivira svojim deprotonovanjem i dalje doprinosi gradenju dimernih ili polimernih
kompleksa ili stabilizaciji kristalnih struktura [125,127,128]. 2,3-Pydc moze da se
ponasa sli¢no kao pikolinska kiselina, tj. koordinuje se za centralne metalne jone preko
piridinskog azota i karboksilatnog kiseonika iz orto- polozaja, dok karboksilna grupa iz
meta- poloZaja ostaje nekoordinovana [126]. Pri solvotermalnim sintezama moze do¢i
do dekarboksilacije karboksilne grupe u orto- polozaju, §to rezultuje obrazovanjem
nikotinske kiseline [129,130]. Struktura 2,5-piridindikarboksilne kiseline ¢ini je
ligandom pogodnim za sinteze tzv. kavez-materijala zbog prisustva dve karboksilatne
grupe u 2- i 5-polozajima koje se mogu lako koordinovaati za razliCite metalne centre

pri ¢emu se mogu formirati uz monomerne i supramolekulske strukture razli€itih

karakteristika [131].

2.5.3. Kompleksi prelaznih metala sa 2,n-piridindikarboksilnim kiselinama

Reakcijom acetata prve serije prelaznih metala, Co(ll), Ni(ll) i Zn(ll), sa
2,3-piridindikarboksilnom kiselinom (2,3-pydc) u metanolnom rastvoru dobijeni su
kompleksi sa po dva bidentatno koordinovana monoanjonska liganda (piridinski azot i
karboksilatni kiseonik) [125]. Znac¢ajno je pomenuti da se dobijaju Cisti kompleksi i da
nije otkriveno prisustvo metil estra 2,3-pydc. Medutim, ako u reakcionoj smesi nije

prisutna so metala, kao glavni proizvod dobija se upravo pomenuti metil estar. Takode
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je primeceno da proizvod reakcije zavisi od prirode metala. Pri sintezi kompleksa Ni(ll),
najpre se pomocu metanola otvara prsten anhidrida 2,3-piridindikarboksilne kiseline, pri
¢emu se dobija 2,3-pydc, a zatim nikal(ll)-acetat tetrahidrat daje centralni metalni jon
koji biva koordinovan preko N,O donorskog seta liganda. U sintezi je naknadno
dodavan piridin (py) koji je posluzio kao monodentatni ligand i tako upotpunio
preostala dva mesta za koordinaciju. Reakcija nikal(ll)-acetata sa anhidridom 2,3-pydc

u metanolu, zatim tretiranje proizvoda piridinom, predstavljeno je na Slici 2.24.

MeOH piridin \ OH

L [N, py L= |
N|(OAC)24H20

Slika 2.24. Reakcija sinteze kompleksa [Ni(2,3-pydc).(py).] [125]

Kristalna struktura sintetisanog kompleksa predstavljena je na Slici 2.25.

D

Slika 2.25. Kristalna struktura kompleksa [Ni(2,3-pydc).(py)2] [125]
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Dva monoanjonska liganda 2,3-pydc koordinuju se bidentatno, dok dva
molekula piridina zauzimaju trans-polozaje u iskrivljenoj oktaedarskoj geometriji.
Preko vodonika slobodne karboksilne grupe obrazuje se vodoni¢na veza za karbonilnim
kiseonikom koordinovane karboksilne grupe, $to sve doprinosi stabilizaciji nagradene

strukture [125].

Sli¢no, reakcijom kobalt(l1)-acetat tetrahidrata i anhidrida 2,3-pydc formira se
helatni kompleks opste formule [Co(LH)2(H20),] (LH - monoanjonski ligand 2,3-pydc).
Jedina razlika je u tome $to pri ovoj sintezi nije dodavan piridin pa su kod ovog
kompleksa molekuli vode zauzeli preostala dva koordinaciona mesta i pozicionirali se u
trans-polozaju $to je posledica relativno ekvatorijalno postavljene ravni koju obrazuju
helatni prstenovi oko centralnog metalnog jona. Kristalografski podaci su ukazali da je
sintetisan kompleks Co(Il) takode oktacdarske geometrije kao $to je prikazano na
Slici 2.26.

Slika 2.26. Kristalna struktura kompleksa [Co(2,3-pydc).(H20)2] [125]

U istom radu sintetisan je i koordinacioni polimer, [{Zny(L)s}bpyH,-3H,0],
(bpy = 4,4-bipiridin, L - dianjonski ligand 2,3-pydc), koji u svojoj strukturi sadrzi
dimerne jedinice oktaedarskog kompleksa Zn(ll) sa bidentatno koordinovanim
dianjonskim ligandom, Slika 2.27. Sinteza je sli¢na sintezi kompleksa Ni(ll), polazi se
od metanolnog rastvora Zn(ll)-acetat dihidrata koji se dodaje metanolnom rastvoru
anhidrida 2,3-pydc, uz kasnije dodavanje 4,4-bipiridina. Obe karboksilne grupe

2,3-pydc liganda su deprotonovane, i obe ucestviju u koordinaciji za Zn(lIl) jon i tako
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grade dimerne jedinice. U strukturi polimera kao mostni ligand posluzio je 4,4'-bipiridin
[125].

Slika 2.27. (a) Deo dimerne jedinice polimera [{Zn,(L)s}bpyH2-3H,0],
(bpy = 4,4'-bipiridin, L - dianjonski ligand 2,3-pydc), (b) jednodimenzionalni lanac u

koordinacionom polimeru [125]

Sengupta et al. [126] su reakcijom srebro-2,n-piridindikarboksilata (n =3, 4,
5,6) sa Ru(PPhg)sCl, (PPhs = trifenilfosfin) u metanolu sintetisali ¢etiri helatna
oktaedarska kompleksa Ru(II) opste formule trans-Ru(PPh3),(LH),
(LH2 = 2,n-piridindikarboksilna  kiselina). Najpre su sintetisane soli srebra sa
2,n-piridindikarboksilnim  kiselinama uz dodatak NaHCO; da bi obezbedili
deprotonovanje liganada (pH ~ 5). Tokom sinteza svih kompleksa doslo je do zamene
hloridnih liganada sa bidentatno koordinovanim 2,n-pydc ligandima. Samo sa 2,3-pydc
ligandom dobijen je monokristalni proizvod, pa su autori na osnovu njegove kristalne
strukture potvrdili pretpostavljenu koordinaciju liganada i strukturu izomera |,
prikazanu na Slici 2.28. Inace, teoretski je moguce obrazovanje pet geometrijskih
izomera, Slika 2.28. Koji geometrijski izomer nastaje najvise zavisi od sternih smetnji,
pa bi shodno tome najstabilniji bili izomeri I i 1l. Moguce je da neki od preostala tri

kompleksa imaju bilo koju od ove dve strukture.
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P-P trans
0-0 trans
N-N trans

PPh, PPh,
N——N ——PpPh,
(i Ru I) CTI Ru |
o——0/ ‘o——

PPh,

(I

P-P trans
N-O trans
N-O trans

)

()

P-P cis

N-O trans
P-O trans
P-N trans

(Iv)

P-P cis

N-N trans
P-O trans
P-O trans

V)
P-P cis
0-0 trans

P-N frans
P-N trans

Slika 2.28. Mogu¢i geometrijski izomeri kompleksa opste formule

Ru(PPhs)2(LH), (LH2 = 2,n-piridindikarboksilna kiselina) [126]

Piridindikarboksilni ligandi dejstvuju kao bidentatni N,O donori koji obrazuju

helatne komplekse Ru(Il). U ekvatorijalnoj ravni su smeStena dva monoanjonska

liganda koordinovana preko piridinskog azota i karboksilatnog kiseonika, dok druga

karboksilna grupa liganada ostaje u protonovanom obliku. Dve PPhs grupe zauzimaju

aksijalne polozaje. H atom slobodne karboksilne grupe vodoni¢no se vezuje za

karbonilni kiseonik susedne -COOH grupe [126]. Kristalna struktura kompleksa sa

2,3-pydc ligandom prikazana je na Slici 2.29. VrSeno je ispitivanje inhibicije rasta

bakterija Escherichia coli pod dejstvom ovih kompleksa i dobijeni su rezultati za MIC

(minimalnu koncentraciju inhibitora) od 20 pg ml™ za kompleks sa 2,3-pydc §to ukazuje

na njegovu zna¢ajnu antibakterijsku aktivnost, 100 ug ml™ za kompleks sa 2,4-pydc 3to

je zadovoljavajucu aktivnost, dok su vrednosti za preostala dva kompleksa znatno nize

(200-250 pug ml™) [126].
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Slika 2.29. Kristalna struktura kompleksa trans-[Ru(PPhs),(2,3-pydc).] [126]

Gao et al. [127] sintetisali su dva kompleksa Pd(ll), monomerni
[Pd(pdc),]-(dmp)-6H,O i  heteronuklearni  polimer  [Pd(pdc).K(H,0)s-3H,0],
(Hzpdc = 2,3-pydc, dmp = 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) polaze¢i od vodenog rastvora
2,3-pydc liganda i vodenog rastvora K;[PdCl,] uz dodatak bmp u etanolu (molski odnos
1:1,5:1). Prisintezi prvog kompleksa pomocu rastvora KOH podesena je pH vrednost
na 52, a kod druge sinteze na 8,3, Sto je rezultovalo obrazovanjem razli¢itih
kompleksnih vrsta, Slika 2.30. Monomerni kompleks, [Pd(pdc),]-(dmp)-6H,0, sastoji
se od neutralnog kompleksnog molekula u kome su dva dianjonska 2,3-pydc liganda
koordinovana kao bidentati preko N,O donorskog seta, sest nekoordinovanih molekula
vode i jednog nekoordinovanog dmp liganda i sve tri molekulske vrste doprinose
obrazovanju kristalne  strukture monomera, Slika 2.30 (a). Donorski atomi
(N2O; hromofora) oko Pd(II) jona ekvatorijalno su postavljeni, a nagraden monomerni
kompleks je ocekivane priblizno kvadratno-planarne geometrije. Asimetri¢na
monomerna jedinica heteronuklearnog polimera sastoji se od kalijumovog centra, dva
paladijumska centra, dva pdc dianjona koordinovana preko N,O seta za Pd(Il) jon, pet

koordinovanih molekula vode i tri nekoordinovana molekula vode, Slika 2.30 (b).
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Slika 2.30. Sinteze kompleksa Pd(11) sa 2,3-pydc ligandom na razli¢itim pH

vrednostima. Obrazovani kompleksi: monomerni kompleks (a) i monomerna jedinica

heteronuklearnog polimera (b) [127]

Jon kalijuma povezan je sa osam O atoma (dodekaedarska geometrija) od kojih
tri O atoma poti¢u od karboksilnih grupa dva razli¢ita dianjonska liganada (2,3-pydc), a
preostalin pet atoma O su od molekula vode. Preko ovako formiranog K-mosta
povezuju se Pd(Il) neutralni kvadratno-planarni kompleksi i kao takvi ucestvuju u
gradenju polimernih lanaca veoma komplikovane strukture [127].

Ispitivana je citotoksi¢na aktivnost sintetisanih kompleksa Pd(II) i dobijeni su
zadovoljavajuéi rezultati na sedam celijskih linija, posebno na HL-60 (¢elijska linija
nezrelih granulocita leukemije). Nakon 24 h dobijene su ICs vrednosti 13,4 £ 2,9 uM
(monomer) i 10,7 £ 1,9 uM (polimer), u poredenju sa cisplatinom ¢ija je 1Csp vrednost
na HL-60 ¢elijskoj liniji 14,5 + 2,3 uM, dok su na A2780°*R (humana ¢elijska linija
karcinoma ovarijuma, rezistentna na cisplatinu) dobijene ICs vrednosti 14,6 £ 2,4 uM
(monomer) i 12,3 + 1,9 uM (polimer), a referentna cisplatina pokazala je 17,2 + 3,3 uM.

Sli¢no je i nakon 72 h, na obe ¢elijske linije dobijeni su jako dobri rezultati [127].
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Sileo et al. [128] sintetisali su dva kompleksa Zn(Il) i jedan kompleks Ni(ll) sa
2,4-piridindikarboksilnom kiselinom (lutidinska kiselina, 2,4-pydc) kao monohidratnim
ligandom (2,4-pydc-H,0). U reakciji 2,4-pydc sa ZnSO, u molskom odnosu 1 : 1 u
baznoj sredini (rastvor NaOH) nastaje monokristalni  proizvod formule
[Zn(2,4-pydc)(H20)4]-H20. Kristalna struktura kompleksa prikazana je na Slika 2.31.
Cink je ekvatorijalno koordinovan sa monoanjonskim lutidinskom jonom, koji dejstvuje
kao bidentatni ligand preko piridinskog azota i kiseonika karboksilatne grupe i sa jos$
dva molekula H,O. Aksijalne poloZaje zauzimaju dva molekula vode. Jon cinka je

neznatno pomeren van ekvatorijalne ravni liganda prema najblizem aksijalnom ligandu

(H20; O(4W)).

Slika 2.31. Struktura kompleksa [Zn(2,4-pydc)(H20)4] [128]

Pri sintezi u molskom odnosu 2 : 2 : 1, kada se pomeSaju NaOH, 2,4-pydc i
ZnS0O, kao proizvod reakcije nastaje kompleks Nay[Zn(2,4-pydc).(H,0).]-8H,0 koji je
prikazan na Slici 2.32. Centralni metalni jon je ekvatorijalno koordinovan sa dva
monoanjona lutidinske kiseline koji se vezuju bidentatno, preko azota i kiseonika
a-karboksilne grupe [128], a dva molekula vode se nalaze u aksijalnim polozajima

iskrivljenog oktaedra.
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Slika 2.32. Kristalna struktura kompleksa [Zn(2,4-pydc),(H,0),] [128]

Ako u reakciji uéestvuju NiSO,4 i 2,4-piridindikarboksilna Kiselina u baznoj
sredini (NaOH) u molskom odnosu 1 : 1 nastaje prozirno zelen proizvod koji se moze
prikazati formulom [Ni(H,0)s][Ni(2,4-pydc).(H20).]. Kristalna struktura kompleksa
prikazana je na Slici 2.33. Sintetisan proizvod se sastoji od dva kompleksna jona koji su
mostno vezani vodoni¢nim vezama. Kristalna struktura je drugacija u odnosu na druge
piridindikarboksilatne komplekse. Svaka jedini¢na Celija sadrZi dva Ni(Il) jona koji leZe
na razli¢itim kristalografskim inverzionim centrima. Ni(1) je heksakoordinovan sa dva
molekula vode i dve lutidinske kiseline u monoanjonskom obliku pa ima
naelektrisanje 2°. Ni(2) je koordinovan sa Sest molekula vode i stoga ima
naelektrisanje 2°. Oba metalna centra su medusobno povezana jedan sa drugim
vodoni¢nim vezama izmedu O2W) i O(4), i izmedu O(4W) i O(1). Ispostavilo se da

su ove veze neobi¢no jake [128].
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03

Slika 2.33. Kristalna struktura kompleksa [Ni(H,O)s][Ni(2,4-pydc),(H,0),]
[128]

Sa 2,n-piridindiikarboksilnim kiselinama sintetisana je serija Ru(ll)-arenskih
kompleksa, opste formule [(n°-p-cimen)RuCI(HL®®)], gde je H.L ligand redom
2,3-, 2,4-, 2,5- i 2,6-piridindikarboksilna kiselina (HL®®) [70]. Sintetisana jedinjenja su
dobijena  reakcijom polaznog dimernog  kompleksa  [(n°-p-cimen),RuCl],
suspendovanog u izopropanolu sa odgovaraju¢om koli¢inom liganda takode rastvorenog
u izopropanolu u stehiometrijskom odnosu 1 : 2. Ligandi su bidentatno koordinovani
preko piridinskog azota i kiseonika jedne karboksilatne grupe obrazujuci petoclani
helatni prsten, dok je treCe mesto zauzeto hloridnim jonom. Rezultati rendgenske
strukturne analize jedinjenja sa 2,4-pydc ligandom potvrduju pseudo—oktaedarsku,
tzv. ,three-leg piano—stool’” geometriju karakteristicnu za ovaj tip jedinjenja, sa
p-cimenskim jezgrom u ravni iznad rutenijumovog jona i sa preostala tri mesta za
vezivanje liganada, Slika 2.34. Kompleksi pokazuju nisku antiproliferativnu aktivnost
na Sest ispitivanih éelijskih linija. Ispitivana je hidroliza [Ru(m®-p-cimen)CI(2,3-pydc)]
kompleksa na pH 7,4, u D;O, na 310 K, wuz gradijentni dodatak
NaCl (100 mM - 0 mM NaCl) 3to je praceno snimanjem "H NMR spektara tokom 24 h.
Zakljuceno je da je kompleks potpuno hidrolizovan u ¢istoj D,O i da je hidroliza

suzbijena sa povecanjem koncentracije hloridnih jona. Reakcija kompleksa sa
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9-metiladeninom je pokazala da dolazi do interakcije pri ¢emu se formira
kompleks-adenin adukt [70].

Slika 2.34. ORTEP prezentacija kompleksa [(n°-p-cimen)RuClI(2,4-pydc)] [70]
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Sinteze kompleksa

3.1.1. Sinteza polaznog kalijum-heksahloridoplatinat(lVV) kompleksa

Redukovana platina je isprana vodom i osusena preko no¢i. U visokoj ¢asi
rastvoren je 1,00 g (5,13 mmol) osusene platine u 25 ml vru¢e carske vode
(3 dela konc. HCI i 1 deo konc. HNO3) na vodenom kupatilu, pri ¢emu je platina
prevedena u H,PtCls. Tokom rastvaranja platine, ¢aSa sa reakcionom smeSom je blago i
pazljivo zagrevana i kada je reakcija pocela, §to se zapaza po izdvajanju para
azot(Il)-oksida zute boje, uklonjena je sa reSoa. Reakcija je veoma burna pa se mora
voditi ra¢una da ne dode do penusanja rastvora. Azotna kiselina se uklanja iz reakcione
smeSe petostrukim uparavanjem i dodavanjem 5 ml konc. HCI. Zatim je rastvor
uparavan skoro do suva, nakon ¢ega se dodaje 10,0 ml dest. H,O i uz mesanje jos 15 ml
vodenog rastvora KCI (0,76 g, 10,25 mmol) pri ¢emu se izdvaja zuti prah
kalijum-heksahloridoplatinata(lV), K,[PtClg] [129]. Rastvor se potom uparava do male
zapremine i ostavlja na sobnoj temperaturi da se ohladi. Nakon toga rastvor je proceden,
a talog Zute boje ispran sa nekoliko porcija etanola i malo ledene smese EtOH-voda
(1:1) i dobro osusen pod vakuumom. Dobijen zut proizvod Kj[PtClg] ostavljen je u

otvorenoj teglici u mraku, da ispari eventualno zaostao EtOH.

3.1.2. Sinteza polaznog kalijum-tetrahloridoplatinat(ll) kompleksa

U ¢asu od 250 ml odmereno je 10 g (0,02 mol)
kalijum-heksahloridoplatinata(lV), K;[PtClg] i dodato 100 ml vode. Reakciona smesa je
zagrevana na magnetnoj mesalici 2 h na 50 °C i tokom tog perioda dodavan je u malim
porcijama 1 g hidrazin-dihidrohlorid, N,H4-2HCI rastvoren u vodi. Izmedu dodavanja

pravljene su pauze od oko 5 min, da ne bi doslo do potpune redukcije platine i
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izdvajanja elementarne platine u obliku taloga. Reakciona smeSa je penusala pri
dodavanju  svake kapi  hidrazin-dihidrohlorida. U  ¢as8i se  obrazuje
kalijum-tetrahloridoplatinat(ll), K;[PtCl4], pri ¢emu rastvor dobija krv-crvenu boju. Pri
tome je takode formirana i crna elementarna platina po zidovima case. Nakon 2 h
zagrevanja reakcione smeSe, temperatura je postupno povecavana na 100 °C i smesa
zagrevana joS§ oko 1 h. PoSto je u talogu =zaostaja0O 1 neizreagovan
kalijum-heksahloridoplatinat(lV) ~ zute  boje, dodavano  je  jo§  malo
hidrazin-dihidrohlorida, nakon c¢ega je prekinuto zagrevanje, a prohladen rastvor
ostavljen u frizider do sutradan. Talog je proceden na Buchner-ovom levku pod
vakuumom, a zatim ispran ledenom vodom. Zaostao filtrat crvene boje uparavan je na
oko 150 °C uz mesanje. Zatim je rastvor ponovo ostavljen u frizider da se dobro ohladi,
proceden, uparen na polovinu zapremine u rotacionom uparivacu i ostavljen jos jednom
preko no¢i u frizider. Tada je sintetisan kompleks poceo da kristaliSe. Sutradan je
iglicast kristalni proizvod crvene boje K;[PtCl,] proceden i ostavljen na suvo i mra¢no
mesto da se suSi, a preostali vodeni deo rastvora uparen na polovinu zapremine, jos
jednom ostavljen u frizider da prenoci, nakon ¢ega je iskristalisala jo§ jedna frakcija

kompleksa [130,131].
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3.1.3. Sinteza kompleksa trans-[PtCly(3-acpy).] (1)

Vodenom rastvoru (5 ml) kalijum-tetrahloridoplatinata(ll) (0,19 g, 0,45 mmol)
dodavan je rastvor 3-acetilpiridina (0,10 ml, 0,91 mmol) u vodi (3 ml) u kapima.
Reakciona smesa je refluktovana uz meSanje tokom 2 sata. Zut praskast proizvod je
proceden, ispran etanolom i etrom i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,20 g, 87%,

t.t. 254 °C.

0 4 \ 0
Cl N=—
X
kPOl 4 2 t0.2h, pie
= AN
N o) | N cl
/
Elementalna analiza kompleksa (1)
Molekulska formula: % C H N
C14H14N20-CloPt \zracunato: 33,08 278 5,51
My =1508,25 Nadeno: 32,55 3,04 5,44

IC (KBr, cm™): 1696 (s, C=0), 1575 (m, C=N), 1429, 1361, 1325 (piridinski
prsten). *H NMR (199,97 MHz, DMSO-ds, 81 ppm): 9,39 (d, 1H, H2), 9,04 (d, 1H, H6),
8,46 (d, 1H, H4), 7,65 (t, 1H, H5), 2,63 (s, 3H, CH3). *C NMR (50,28 MHz, DMSO-ds,
8c ppm): 195,60 (C7), 156,67 (C6), 153,23 (C2), 138,59 (C4), 134,42 (C3), 126,81
(C5), 27,28 (C9).
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3.14. Sinteza kompleksa trans-[PtCl,(4-acpy).] (2)

Vodenom rastvoru (5 ml) kalijum-tetrahloridoplatinata(ll) (0,19 g, 0,45 mmol)
dodavan je rastvor 4-acetilpiridina (0,10 ml, 0,91 mmol) u vodi (3 ml) u kapima.
Reakciona smesa je refluktovana uz meSanje tokom 2 sata. Zut praskast proizvod je
proceden, ispran etanolom i etrom i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,20 g, 87%,
t.t. 274 °C. Kiristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim

isparavanjem dimetilsulfoksidnog rastvora kompleksa.

0]
o) Z \
Cl N=—
AN
H,O, 2 h Pt
KoPtCl, + 2 — N\
/ N cl
N |
=
(0]

Elementalna analiza kompleksa (2)
Molekulska formula: % C H N
C14H14N20:ClPt IzraGunato: 33,08 2,78 551
M= 508,25 Nadeno: 32,86 2,93 5,50

IC (KBr, cm™): 1697 (s, C=0), 1555 (m, C=N), 1422, 1362, 1264 (piridinski
prsten). *H NMR (199,97 MHz, DMSO-ds, 84 ppm): 9,05 (d, 2H, H2, H6), 7,86 (dd,
2H, H3, H5), 2,51 (s, 3H, CH3). *C NMR (50,28 MHz, DMSO-dg, 8¢ ppm): 196,89
(C7), 154,39 (C2, C6), 144,21 (C4), 124,35 (C3, C5), 27,21 (C9).
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3.15. Sinteza kompleksa trans-[Pt(L}),Cl.] (3)

Kalijum-heksahloridoplatinatu(lV) (0,22 g, 0,45 mmol) rastvorenom u vodi
(15ml) uz zagrevanje na 80°C dodavan je rastvor 3-acetilpiridina (L%
(0,20 ml, 0,91 mmol) u vodi (3 ml) u kapima. Reakciona smeSa je zagrevana tokom
24 sata na 50 °C uz me$anje na magnetnoj mesalici. Zut proizvod je proceden, ispran sa
nekoliko porcija vode, etanola i dietiletra i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,14 g,
53,24%.

0 J \ o
N Cl N~
KoPIClg + 2 H,0,50°C,24h CI\L/
_ -
N 0 o N/ \\C'
| cl
F

Elementalna analiza kompleksa (3)

Molekulska formula: % C H N
C14H1aN20,Cl4Pt Izradunato: 29,03 2,44 4,84
M= 579,16 Nadeno: 29,15 2,56 4,89

IC (ATR, cm): 3111 (w), 3060 (w), 1696 (s, C=0), 1604 (m, C=N), 1430, 1361,
1270 (piridinski prsten). *H NMR (500,26 MHz, DMSO-ds, 81 ppm): 9,23 (d, 1H, H2),
8,84 (t, 1H, H6), 8,84 (t, 1H, H4), 7,88 (t, 1H, H5), 2.65 (s, 3H, CH3); *C NMR
(125,79 MHz, DMSO-ds, 8c ppm): 194,97 (C7), 153,74 (C6), 150,43 (C2), 142,48 (C4),
134,65 (C3), 127,68 (C5), 27,06 (C9).
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3.1.6. Sinteza kompleksa trans-[Pt(L?),Cl4] (4)

Kalijum-heksahloridoplatinatu(lV) (0,22 g, 0,45 mmol) rastvorenom u vodi
(15ml) uz zagrevanje na 80°C, dodavan je rastvor 4-acetilpiridina (L%
(0,20 ml, 0,91 mmol) u vodi (3 ml) u kapima. Reakciona smeSa je zagrevana tokom
24 sata na 50 °C uz me$anje na magnetnoj mesalici. Zut proizvod je proceden, ispran sa
nekoliko porcija vode, etanola i dietiletra i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,15 g,
57,57%. Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim

isparavanjem dimetilsulfoksidnog rastvora kompleksa.

0]
(@] —
Cl
Cl

N/

KPICly + 2 H0,50°C, 24h _ / /\
N
O

Elementalna analiza kompleksa (4)
Molekulska formula: % C H N
C14H14N20-Cl4Pt Izradunato: 29,03 2,44 484
M, =579,16 Nadeno: 29,10 2.43 4.88

IC (ATR, cm): 3111 (w), 3062 (w), 1704 (s, C=0), 1617 (m, C=N), 1422, 1355,
1263 (piridinski prsten). *H NMR (500,26 MHz, DMSO-ds, 5, ppm): 8,94 (d, 1H, H2),
8,94 (d, 1H, H6), 8,11 (d, 1H, H3), 8,11 (d, 1H, H5), 2,68 (s, 3H, CH3); **C NMR
(125,79 MHz, DMSO-ds, 5c ppm): 196,13 (C7), 152,52 (C6), 152,52 (C2), 146,65 (C4),
124,91 (C3), 124,91 (C5), 27,08 (C9).
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3.1.7. Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL>),Cl,] (5)

Kalijum-heksahloridoplatinatu(IV) (0,100 g, 0,206 mmol) rastvorenom u vodi
(8 ml) wuz zagrevanje na 80°C, dodavan je u malim porcijama rastvor
2,3-piridindikarboksilne kiseline (H,L®) (0,070 g, 0,410 mmol) u vodi (5 ml) zagrejan
na 70 °C. Reakciona smeSa je zagrevana tokom 3 dana na 50 °C uz meSanje na
magnetnoj mesalici. Svetlo-zut proizvod je proceden, ispran sa nekoliko porcija vode,

etanola i dietiletra i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,09 g, 73,12%.

/ \ 0
Cl
N=—
COOH O
. Ho © \\ / OH
KZPtCIG + 2 Hzo, 50 C, 3dana= /Pt\ 0
= o A N \ O
N COOH | cl
/
Elementalna analiza kompleksa (5)
Molekulska formula: % C H N
C14HsN205ClPt Izradunato: 28,11 1,35 4,68
M= 598,21 Nadeno: 27,84 1,44 4,61

IC (ATR, cm-): 3221 (m), 1742 (s, C=0), 1698 (s, C=0"), 1602 (m, C=N), 1395,
1320, 1274 (piridinski prsten). *H NMR (500,26 MHz, DMSO-ds, 8 ppm): 9,19 (dd,
1H, H6), 8,72 (dd, 1H, H4), 8,25 (dd, 1H, H5), *C NMR (125,79 MHz, DMSO-ds,
Scppm): 167,88 (C9), 164,38 (C7), 149,12 (C6), 142,69 (C2), 141,78 (C4), 137,64
(C5), 132,93 (C3).
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3.1.8. Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL*),Cl,] (6)

Kalijum-heksahloridoplatinatu(IV) (0,100 g, 0,206 mmol) rastvorenom u vodi
(8 ml) wuz zagrevanje na 80°C, dodavan je u malim porcijama rastvor
2,4-piridindikarboksilne kiseline (H,L*) (0,076 g, 0,410 mmol) u vodi (12 ml) zagrejan
na 70 °C. Reakciona smeSa je zagrevana tokom 24 sata na 50 °C uz meSanje na
magnetnoj mesSalici. Praskasto zut proizvod je proceden, ispran sa nekoliko porcija

vode, etanola i dietiletra i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,08 g, 64,99%.

0
COOH
/
H,0, 50 °C, 24 h N
KoPtClg + 2 2 > § \P{/ N
F ~
N COOH HO / N / \o
___/ cl
o]
Elementalna analiza kompleksa (6)
Molekulska formula: % C H N
C14HeN205Cl2Pt Izradunato: 28,11 1,35 4,68
M = 598,21 Nadeno: 28,15 148 4,58

IC (ATR, cm*): 3442 (w), 1710 (s, C=0), 1626 (s, C=0"), 1416 (m, C=N), 1285,
1251, 1158 (piridinski prsten). *H NMR (500,26 MHz, DMSO-dg, 54 ppm): 9,30 (d, 1H,
H6), 8,57 (dd, 1H, H5), 8,39 (d, 1H, H3), **C NMR (125,79 MHz, DMSO-ds, 5c ppm):
168,79 (C9), 163,14 (C7), 149,72 (C6), 147,25 (C2), 146,03 (C4), 131,66 (C3),
128,34 (C5).
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3.1.9. Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL>),Cl,] (7)

Kalijum-heksahloridoplatinatu(IV) (0,100 g, 0,206 mmol) rastvorenom u vodi
(8 ml) wuz zagrevanje na 80°C, dodavan je u malim porcijama rastvor
2,5-piridindikarboksilne kiseline (H,L>) (0,070 g, 0,410 mmol) u vodi (15 ml) zagrejan
na 70 °C. Reakciona smeSa je zagrevana tokom 4 dana na 50 °C uz meSanje na
magnetnoj mesalici. Zut proizvod je proceden, ispran sa nekoliko porcija vode, etanola i
dietiletra i osusen pod vakuumom. Prinos: 0,07 g, 56,87%. Kristali pogodni za
rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem dimetilsulfoksidnog

rastvora kompleksa, na hladno.

0 (0]
HOOC OH
. oc
KPICl, + 2 H,0, 50 °C, 4 dana_ 7 { , y
\ NN/
COOH o CI/ \
O
(0] @)
Elementalna analiza kompleksa (7)
Molekulska formula: % C H N
C14HsN,OgCloPt Izra¢unato: 28,11 1,35 4,68
M, = 598,21 Nadeno: 28,61 1,92 4,84

IC (ATR, cm): 3443 (w), 1717 (s, C=0), 1694 (s, C=0’), 1494 (m, C=N), 1397,
1318, 1273 (pyridine ring). *H NMR (500,26 MHz, DMSO-ds, &4 ppm): 9,20 (d, 1H,
H6), 8,99 (dd, 1H, H4), 8,41 (dd, 1H, H3). **C NMR (125,79 MHz, DMSO-ds, ¢ ppm):
171,09 (C9), 163,46 (C7), 150,26 (C6), 146,07 (C2), 138,75 (C4), 129,86 (C3),
129,26 (C5).
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3.1.10.  Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL3),] (8)

Kalijum-tetrahloridoplatinatu(ll) (0,10 g, 0,24 mmol) rastvorenom u vodi (5 ml),
uz mesanje i zagrevanje na 60-70 °C dodavan je u malim porcijama vodeni rastvor
2,3-piridindikarboksilne kiseline (H,L®) (0,08 g, 0,48 mmol) prethodno rastvorene u
10 ml vode uz zagrevanje na 50 °C tokom 30 min. Reakciona smesa je pocela da se
muti i menja boju iz crvenkaste u bledo-zutu nakon 30 min. Sinteza je prekinuta nakon
tri dana, a dobijen proizvod Zute boje je proceden, ispran vodom i etil-etrom i osusen

pod vakuumom. Prinos 0,1 g, 78,74%.

7 \ o
N COOH o o N
KPICl, + 2 (I H,0,60-70 °C, 3dana_ o \Pt/ by
N coon o N N/ N o
. 7
Elementalna analiza kompleksa (8)
Molekulska formula: % C H N
C1aHgN205Pt lzracunato: 31,89 153 5,31
M:=1527,32 Nadeno: 32,04 1,56 5,38

IC (ATR, cm?): 3119 (m), 1725 (s, C=0), 1667 (s, C=0"), 1473 (m, C=N), 1441,
1315, 1266 (piridinski prsten). *H NMR (199,97 MHz, DMSO-dg, 5, ppm): 8,71 (d, 1H,
H6), 8,44 (d, 1H, H4), 7,95 (dd, 1H, H5), *C NMR (50,28 MHz, DMSO-dg, 8¢ ppm):
172,49 (C9), 166,12 (C7), 149,13 (C6), 144,38 (C2), 139,68 (C4), 135,84 (C5),
130,32 (C3).
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3.1.11.  Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL*),]xH,0 (9)

Kalijum-tetrahloridoplatinatu(ll) (0,05 g, 0,13 mmol) rastvorenom u vodi
(2,5 ml), uz mesanje i zagrevanje na 50 °C dodavan je u malim porcijama vodeni
rastvor 2,4-piridindikarboksilne kiseline monohidrata (H,L*-H,0) (0,05 g, 0,26 mmol)
prethodno rastvorene u 10 ml vode uz zagrevanje na 50 °C tokom 30 min. Reakciona
smesa je pocela polako da se muti i menja boju iz crvenkaste u bledo-zutu, nakon cega
je sinteza trajala tri dana, a dobijen proizvod bledo-Zzute boje je proceden, ispran vodom

i etil-etrom i osuSen pod vakuumom. Prinos 0,04 g, 60,89%.

0
COOH ° ==
0
\ N / OH
N H;0,50°C, 3dana  HO /N TN
K,PtCl, + 2 B} N\
P — 0
N COOH 0 0]
Elementalna analiza kompleksa (9)
Molekulska formula: % C H N
C14H10N20gPt Izra¢unato: 30,83 1,85 5,14
M= 545,34 Nadeno: 3068 1,84 5,08

IC (ATR, cm+): 3086 (W), 1743 (s, C=0), 1655 (s, C=0"), 1474 (m, C=N), 1432,
1369, 1293 (piridinski prsten). *H NMR (199,97 MHz, D,O uz NaOD (pH = 6),
81 ppm): 8,31 (d, 1H, H6), 7,92 (d, 1H, H5), 7,84 (dd, 1H, H3), *C NMR (50,28 MHz,
D,0 uz NaOD (pH = 6), 8¢ ppm): 178,94 (C9), 171,80 (C7), 151,95 (C6), 151,44 (C2),
150,84 (C4), 131,94 (C3), 129,41 (C5).
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3.1.12.  Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL®),] (10)

Kalijum-tetrahloridoplatinatu(ll) (0,1 g, 0,24 mmol) rastvorenom u vodi (5 ml),
uz meSanje i zagrevanje na 50 °C dodavan je u malim porcijama vodeni rastvor
2,5-piridindikarboksilne kiseline (H,L>) (0,082 g, 0,480 mmol) prethodno rastvorene u
20 ml vode uz zagrevanje na 50 °C i uz dodatak par kapi vodenog rastvora KOH,
(pH =4), radi deprotonovanja jedne karboksilne grupe. Reakciona smeSa je
refluktovana uz zagrevanje na 50 °C i meSanje. Boja u sistemu se menja iz crvenkaste u
zutu. Sinteza je prekinuta nakon 24 sata, a dobijen proizvod Zute boje je proceden,

ispran vodom i etil-etrom i osusen pod vakuumom. Prinos 0,08 g, 62,99%.

HOOC

N H,0, 50 °C, 24 h
KPICly + 2 | T
N/ ' HO

COOH

OH

Elementalna analiza kompleksa (10)

Molekulska formula: % C H N
C14HgN20gPt IzraGunato: 31,89 1,53 5,31
M, = 527,32 Nadeno: 31,83 1,71 5,37

IC (ATR, cm®): 3057 (w), 1739 (s, C=0), 1627 (s, C=0"), 1488 (m, C=N), 1391,
1339, 1285 (pyridine ring). *H NMR (199,97 MHz, D,O uz NaOD (pH = 6), 54 ppm):
8,93 (s, 1H, H6), 8,55 (d, 1H, H4), 7,86 (dd, 1H, H3). **C NMR (50,28 MHz, D,0 uz
NaOD (pH = 6), &c ppm): 167,03 (C9), 167,03 (C7), 150,20 (C6), 148,86 (C2), 145,30
(C4), 128,86 (C3), 139,26 (C5).
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3.1.13.  Sinteza kompleksa trans-[Pt(HL®),]x2H,0 (11)

Kalijum-tetrahloridoplatinatu(ll) (0,1 g, 0,24 mmol) rastvorenom u vodi (5 ml),
uz meSanje i zagrevanje na 50 °C dodavan je u malim porcijama vodeni rastvor
2,6-piridindikarboksilne kiseline (H,L®) (0,081 g, 0,480 mmol) prethodno rastvorene u
10 ml vode uz zagrevanje na 50 °C i uz dodatak par kapi vodenog rastvora KOH,
(pH =4), radi deprotonovanja jedne karboksilne grupe. Reakciona smeSa je
refluktovana uz zagrevanje na 50 °C i meSanje. Boja u sistemu se menja iz crvenkaste u
zutu. Sinteza je prekinuta nakon 24 sata, a dobijen proizvod bledo-zute boje je

proceden, ispran vodom i etil-etrom i osuSen pod vakuumom. Prinos 0,07 g, 55,12%.

0
0
HO
(0]
N H,0, 50 °C, 24 h 4 \ | N N
sztC|4 + 2 ! ! > N_Pt/ \ /
= KOH, pH=4 \ \
HOOC N COOH 5
OH
(0] @)
Elementalna analiza kompleksa (11)
Molekulska formula: % C H N
C1aH12N2010Pt Izracunato: 29,85 215 4.97
My = 563,33 Nadeno: 20,98 216 5,00

IC (ATR, cm*): 3092 (w), 1703 (s, C=0), 1649 (s, C=0"), 1569 (m, C=N), 1431,
1344, 1303 (pyridine ring). *H NMR (199,97 MHz, D,0O uz NaOD (pH = 6), &, ppm):
8,34 (t, 1H, H4), 7,92 (d, 1H, H5), 7,73 (d, 1H, H3). *C NMR (50,28 MHz, D,0 uz
NaOD (pH = 6), 8¢ ppm): 173,33 (C9), 173,33 (C7), 161,06 (C6), 151,02 (C2), 145,25
(C4), 129,32 (C3), 130,41 (C5).
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3.2. Metode odredivanja sastava i strukture kompleksa

3.2.1. Hemikalije, reagensi

Polazni platinski kompleksi, Ky[PtCls] i K;[PtClg], dobijeni su standardnim
procedurama polazeéi od elementarne platine [129-131]. Ostale supstance kori$¢ene u
sintezama dobijene su od razliCitih proizvodaca i upotrebljene bez dodatnog

precis¢avanja.

3.2.2. Elementalna analiza

Rezultati elementalnih analiza (C, H i N) dobijeni su koris¢enjem uredaja
Elemental Vario EL 111 microanalyser.

3.2.3. Infracrvena spektroskopija

Infracrveni spektri uzoraka snimljeni su pomocu Perkin-Elmer FTIR 31725X
spektrometra, koriste¢i KBr tehniku (1,2) i Nicolet 6700 FT—IR spektrometra na kome
su uzorci snimani ATR tehnikom (4000-400 cm™) (3-11).

3.2.4. NMR spektroskopija (*H i *C NMR)

NMR spektri snimani su pomoc¢u Varian Gemini 200 (199,97 MHz za 'H NMR i
50,28 MHz za *C NMR), i Bruker Avance Il 500 spektrometra (500,26 MHz za
'HNMR i 12579 MHz za *C NMR). Uzorci su snimani u deuterisanom
dimetilsulfoksidu, DMSO-d® (1-8) i u deuterisanoj vodi, D,O (9-11) uz NaOD (pH = 6)
u prisustvu TMS kao internog standarda. Polozaji signala su izrazeni u

d-jedinicama (ppm).
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3.2.5. Rendgenska strukturna analiza

Kristalografski podaci za kompleks trans-[PtCl,(4-acpy).] (2) sakupljeni su na
CCD Oxford Xcalibur S difraktometru koji je sluzio za odredivanje parametara
jedini¢ne ¢elije i prikupljanje intenziteta difrakcionih maksimuma. Kori$¢eno je MoKa
(A =0,71073 A) zratenje monohromatizovano grafitnim monohromatorom. Detaljni

podaci dati su u Tabeli 1.

Tabela 1. Kristalografski podaci trans-[PtCl,(4-acpy).] kompleksa (2)

Kompleks 2

Empirijska formula C14H14CI2N204Pt
Mr 508,25
Kristalni sistem Monoklini¢an
Prostorna grupa P2:/n

a/A 3,9021(2)

b/A 24,368(1)

c/A 8,0791(3)
a=1y/° 90

p/° 102,408(4)
VIR 750,26(7)

z 2

MA 0,71073
Dizraéu11ato/ gcm73 2 ) 250
w(Mo-Ka)/mm™ 9,711

F(000) 480

0 Opseg/° 2,57-32,42
Izmerene refleksije 21403
Opazene refleksije [| > 20(1)] 2303
Nezavisne refleksije 1645
Podaci/br.refleksija/br.parametara 1303/0/98
Faktor slaganja na F? 1,14

R1, wR2 [I > 20(1)] 0,0578, 0,0977
R1, wR2 (all data) 0,0824, 0,1032

Najveéi i najmanji pik u AF mapi/e A®  3,08/-3,22

*R1 =X |[Fo| - |Fc|| / = |Fo

"WR2 = {= [w(F02 — Fc2)2] / £ [w(Fo2)2]}1/2

°GOF = {Z [w(Fo2 — Fc2)2] / (n — p)}1/2, gde je n broj refleksija, a p ukupan
broj parametara
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Semi-empirijske korekcije apsorpcije su obavljene sa SCALE3 ABSPACK
[132]. Kristalna struktura kompleksa 2, reSena je koris¢enjem SHELXS-97 [133], a
koordinate odredenih atoma su uta¢njene kristalografskim programom SHELX-97 [134]
do krajnjeg R1 = 0,0578 za 2303 opazenih refleksija (I > 2o(I)) za 98 parametara.

Kristalografski podaci za kompleks trans-[Pt(L%),Cls] (4) sakupljeni su na
Stoe-IPDS 2T difraktometru, a za kompleks trans-[Pt(HL?),Cl,] (7) na Stoe-IPDS
difraktometru na 200 K koris¢enjem MoKa (A =0,7103 A), zracenje
monohromatizovano grafitnim monohromatorom. Apsorpcione korekcije obavljene su
sa X-RED32 [135] (Tmin/Tmax 0,14/0,62, 4) i empirijski direkthom metodom
koris¢enjem programskog paketa PLATON [136] (Tmin/Tmax 0,26/0,31, 7).

Strukture su reSene direktnim metodama koris¢enjem SHELXS-97 [137] i
odredene tehnikom cele matrice najmanjih kvadrata koris¢enjem SHELXL-97 [134] do
krajnjeg R1=0,0199 za 4097 opazenih refleksija sa 252 parametra za kompleks 4,
odnosno R1=0,0162 za 1714 opazenih refleksija sa 162 parametra za kompleks 7.
Atomi razli¢iti od vodonika odredeni su parametrima anizotropnog premestanja.
H atomi su postavljeni na izraCunatim pozicijama 1 odredeni kao pokretni atomi u
naknadnim modelima najmanjih kvadrata. Detaljni podaci dati su u Tabeli 2. i Tabeli 3.
U kristalnim strukturama kompleksa 4 i 7 uocava se uz svaki neutralni kompleksni

molekul po jedan, odnosno dva mola rastvaraca DMSO-a.
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Tabela 2. Kristalografski podaci trans-[Pt(L?),Cl4] kompleksa (4)

Kompleks 4-DMSO
Empirijska formula C14H14CI4N20,Pt-C,H6OS
Mr 657,29
Kristalni sistem Triklinican
Prostorna grupa P-1

a/A 7,0042(4)

b/A 12,2842(8)

c/A 12,6827(8)

al® 102,613(5)

p/° 190,774(5)

/° 95,825(5)

VIA3 1058,7(1)

z 2

MA 0,7103
Dizraéunam/ g Cm73 2 ) 062
w(Mo-Ko)/mm™ 7,250

F(000) 632

6 Opseg/° 2,9-28,0
Izmerene refleksije 18319
Opazene refleksije [| > 20(1)] 4097
Nezavisne refleksije 5116 (Rint=0,042)
Podaci/br.refleksija/br.parametara 5116/0/252
Faktor slaganja na F? 0,94

R1, wR2 [I > 20(1)] 0,0199, 0,0484
R1, wR2 (all data) 0,0274, 0,0498

Najveéi i najmanji pik u AF mapi/e A®  1,35/-0,75

RI=2X |Fo| - |F¢|| / = y:ol

"WR2 = {Z [W(Fo’ — F*)’] / £ [w(Fo)) ]}

‘GOF = {Z [W(Fo? — F&H)? 1 (n— p)}?, gde je n broj refleksija, a p ukupan broj
parametara
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Tabela 3. Kristalografski podaci trans-[Pt(HL>),Cl,] kompleksa (7)

Kompleks 7-2DMSO
Empirijska formula C14HgCI;N,0gPt-2(C,H0S)
Mr 754,47

Kristalni sistem
Prostorna grupa

alA

b/A

c/A

a/o

p/°

/e

VIA®

Z

VA

Dizraéunatol gcm73
,u(Mo-Koc)/mm'1
F(000)

0 Opseg/°

Izmerene refleksije
Opazene refleksije [| > 20(1)]
Nezavisne refleksije
Podaci/br.refleksija/br.parametara
Faktor slaganja na F?
R1, wR2 [l > 20(1)]
R1, wR2 (all data)

Najveéi i najmanji pik u AF mapi/e A

Monoklini¢an
P21/C
12,4400(9)
9,3683(8)
10,8625(9)

90

93,93(1)

90

3129,1(4)

2

0,7103

1,984

5,987

732

2,7-25,0

8772

1714

2170 (Rint=0,039)
2170/0/162
0,97

0,0162, 0,0334
0,0251, 0,0347
0,73/-0,47

RI=X ||Fo| - |Fc|| /Z y:ol
"WR2 = {= [W(Fo% - Fe

)]/ = W'Y 1H"

‘GOF = {Z [W(Fo? — F&H)? 1 (n— p)}?, gde je n broj refleksija, a p ukupan broj

parametara

3.2.6. DFT proracuni

Geometrije svih struktura potpuno su optimizovane DFT metodom, pri ¢emu se

elektronska energija optimizuje u odnosu na elektronsku gustinu. Izra¢unavanja su
izvedena koris¢enjem Gaussian 03 softvera [138]. Sve strukture su optimizovane
koriste¢i B3LYP funkcija [139-142] za Pt(Il) komplekse (1,2), odnosno MPW1PW91
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funkcija [143] za Pt(IV) komplekse. SDD osnovni set za sve atome upotrebljen je u
proracunima [144,145]. Svi sistemi su optimizovani bez simetrijskih ogranicenja.
Odredene geometrije okarakterisane su kao ravnotezne strukture analizom konstanti sila
normalnih vibracija. Polarizable Continuum Model (PCM) implementiran je u program

Gaussian 03 i koris¢en je za predikciju uticaja rastvarata (vode) na komplekse
[138,146].

3.2.7. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti

3.2.7.1. Kulture ¢elija

U toku in vitro ispitivanja bioloske aktivnosti sintetisanih acetilpiridinskih Pt(11)
kompleksa (trans-[PtCl,(3-acpy)2] (1) i trans-[PtCl,(4-acpy)2] (2)) koris¢eno je trinaest
tumorskih c¢elijskih linija: ¢elije humanog karcinoma grli¢a materice (HelLa), humanog
osteosarkoma (U20S), izvedena cisplatina-rezistentna sublinija ¢elija humanog
osteosarkoma (U20ScisR) dobijena od dr Paola Perego (Istituto nacionale del Tumori,
Milano, Italija), misjeg melanoma (B16), tri linije ¢elija humanog karcinoma dojke
(MDA-453, MDA-361 i MCF-7), humanog karcinoma debelog creva (LS-174) i
humanog melanoma (FemX) tokom 48 h i 72 h, kao i na ¢elije adenokarcinoma pluca
(A549), dve transformisane endotelijalne linije humanog (EA.hy 926) i misjeg (MS1)
porekla i jedna normalna zdrava celijska linija fetalnih humanih fibroblasta pluca
(MRC-5) tokom 48 h. Ostale navedene kulture ¢elija su iz kolekcije ¢elijskih linija
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije, Odsek za eksperimentalna istraZivanja u
onkologiji gde su i obavljena ispitivanja. Celije su gajene u hranljivom medijumu, Koji

su Cuvani u frizideru, a pre upotrebe bili zagrejani do temperature od 37 °C.
Trans-kompleksi Pt(IV) 3-7 ispitivani su na devet ¢elijskih linija: ¢elijama

humanog karcinoma grli¢a materice (HeLa), mi§jeg melanoma (B16), karcinoma dojke
(MDA-MB-453), kolorektalnog karcinoma (LS-174), humanog melanoma (FemX),
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adenokarcinoma pluca (A549), dve transformisane endotelijalne linije humanog
(EA.hy 926) 1 misjeg (MS1) porekla i jedna normalna zdrava celijska linija fetalnih
humanih fibroblasta plu¢a (MRC-5). Navedene kulture ¢elija su iz kolekcije ¢elijskih
linija Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije, odsek za eksperimentalna istrazivanja
u onkologiji, osim EA.hy 926 i MSI1 C¢elijskih linija, koje su poklon Instituta za
medicinska istraZivanja, Beograd, Srbija. Celije su gajene u hranljivim medijumima,

koji su Cuvani u frizideru, a pre upotrebe bili zagrejani do temperature od 37 °C.

Kompleksi Pt(Il) sa dikarboksilnim derivatima piridina kao ligandima, 8-11,
ispitivani su na prethodno pomenutih ¢elijskim linijama kori§éenim za ispitivanje
trans-kompleksa Pt(IV), osim ¢elijske linije adenokarcinoma plu¢a A549, a uz dodatak
¢elijske linije humanog karcinoma dojke MDA-361 koris¢ene u panelu za prva dva
kompleksa.

3.2.7.2. Postupci ispitivanja

Efekti trans-kompleksa Pt(I) i Pt(IV) na inhiniciju rasta malignih Ccelija
procenjeni su koris¢enjem SRB i MTT kolorimetrijskih testova.

Osnovni sadrzaj RPMI 1640 podloge je fosfatno puferisani fizioloski rastvor
(eng. Phosphate Buffer Saline, PBS), u koji se dodaju aminokiseline i vitamini.
Medijum je pripremljen rastvaranjem praskaste RPMI 1640 podloge u sterilnoj
dejonizovanoj vodi uz mesanje na temperaturi 15-20 °C. U podlogu je dodato 10%
fetalnog govedeg seruma (Fetal Calf Serum, FCS) termicki inaktivisanog na 56 °C,
30 minuta (Sigma-Aldrich, Kat. Br. F4135). Takode medijum je obogacen penicilinom
(100 I1U/ml) i streptomicinom (100 pg/ml). Celijske linije kori§éene za ispitivanje
citotoksi¢nosti kompleksa Pt(II) uzgajane su kao monoslojevi u hranljivoj podlozi
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), a pH 7 je podesen bikarbonatnim
rastvorom (Sigma-Aldrich, Kat. Br. R7755). Celije su gajene u inkubatoru na 37 °C u
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atmosferi vazduha koja sadrzi 5% CO,, zasi¢enog vodenom parom (skracenica

IU/ml - internacionalna jedinica/ml).

Sve ¢elijske linije su zasejane u RPMI 1640 podlozi na 96 mesta (bunarcica sa
ravhim dnom) u mikroplo¢ama, po 2500 celija/bunarci¢u, i gajene tokom 24 h u
inkubatoru pre nego $to su dodati kompleksi 1 i 2 (trans-[PtCly(3-acpy),] (1) i
trans-[PtCl,(4-acpy).] (2)). Priprema test rastvora ispitivanin kompleksa izvedena je
neposredno pred eksperiment inicijalno rastvaranjem u dimetil sulfoksidu (DMSQO) do
osnovnog Stok rastvora koncentracije od 30 mmol/l, a potom razblazivana hranljivim
medijumom do odgovarajué¢ih koncentracija. Kona¢ne koncentracije ostvarene u
tretiranim bunarci¢ima za komplekse 1 i 2 su 1, 3, 10, 30, i 100 pmol/l, sa maksimalno
0,33% DMSO dostignutog u bunaré¢i¢ima sa koncentracijom od 100 umol/l kompleksa 1
i 2. Rastvori sa razli¢itim koncentracijama ispitivanih kompleksa dodavani su mestima
sa zasejanim Celijama, izuzev kontrolnih mesta (slepa proba) gde je dodavana samo
hranljiva podloga. Svaka koncentracija je testirana u triplikatu za svaku ¢éelijsku liniju, i
za oba inkubaciona perioda (48 h i 72 h) tj. na tri bunarcica zasejanih ¢elija ostavljena

su tri bunarci¢a u koje je dodavana samo hranljiva podloga.

3.2.7.2.1. SRB kolorimetrijski test

Citotoksi¢nost ispitivanih kompleksa 1 i 2 odredena je Kkoris¢enjem
SRB kolorimetrijskog testa (SRB, Sigma-Aldrich, Kat. Br. S 1402-5G) [147].
Sulforodamin B (SRB) spada u grupu proteinskih boja, odnosno vezuje se za pozitivno
naelektrisane proteinske ostatke celija. Izvodjenje ovog testa zasniva se na osobini ¢elija
da se na samom pocetku procesa apoptoze (programiranog umiranja) odlepljuju od

podloge posude i ostaju u suspenziji iznad monosloja koji formiraju vitalne Celije.

Nakon procesa sadenja i tretiranja celija u plo¢ama sa 96 bunarcica, vrse se
procesi fiksacije, bojenja, rastvaranja i oCitavanje apsorbanci. Da bi se izvrsila selekcija

izmedu zdravih ¢elija i ¢elija u apoptozi pre nanosenja boje SRB, izvodi se fiksacija
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trihlorsiréetnom kiselinom (TCA) do finalne koncentracija 10% u bunarci¢u. Svrha
procesa fiksacije jeste trajno ,.lepljenje ¢elija iz monosloja za podlogu bunaréica, dok
se Celije u suspenziji (apoptoza) tokom postupka ispiranja odstranjuju. Zatim se ploca
inkubira na +4 °C sat vremena, ispira vodom pri ¢emu se odstranjuje TCA i Celije u
procesu apoptoze. Plo¢a se zatim suSi na sobnoj temperaturi. Bojenja se vrSi
rastvaranjem sivomaslinastog praha sulforodamina-B (SRB) u 1% sircetnoj kiselini i
kao 4% rastvor nanosi se na prethodno fiksirane ¢elije, nakon ¢ega se ponovo vrsi
inkubacija sa bojom najmanje 30 min na sobnoj temperaturi, pa ispiranje 1% siréetnom
Kiselinom i na kraju susenje na sobnoj temperaturi. Kao rastvara¢ koristi se 10 mM
vodeni rastvor Tris baze (pH > 10). Intenzitet boje (apsorbanca) o¢itavana je nakon 24 h
na ELISA C¢itacu (Thermo Labsystems Multiskan EX 200-240V, Ascent Software

Version 2.6), pri talasnoj duzini od 570 nm.

S obzirom na to da se SRB test zasniva na tome da je ocitana apsorbanca
SRB bojenih ¢elija na kraju testa srazmerna sadrzaju proteina, tj. ukupnom broju ¢éelija

(i zivih 1 apopti¢nih) u uzorcima, procenat rasta (G%, Growth) odreduje se kao:

% rasta = (A-Ao)/(Ax-Ao) X 100

gde je A apsorbanca uzorka sa celijama raslim u prisustvu razli¢itih
koncentracija kompleksa platine, A, je apsorbanca uzorka c¢elija u trenutku dodavanja
kompleksa, a Ak predstavlja apsorbancu uzorka celija koje su rasle samo u hranljivoj
podlozi. Podrazumeva se da pri dobijanju A, A, i A, apsorbanca slepe probe se uvek

oduzima od apsorbance odgovarajuceg uzorka sa ciljnim ¢elijama.

Na osnovu dobijenih apsorbanci kontruise se kriva prezivljavanja (krive
izrazavaju odnos izmedu primenjene koncentracije kompleksa i citotoksi¢nosti) za
svako od ispitivanih jedinjenja i iz navedene krive dobijen je podatak o koncentraciji
ispitivanog kompleksa. Koncentracija kompleksa sposobna za zaustavljanje celijskog
rasta na 50% (ICso+SD) u odnosu na kontrolni uzorak, odredena je iz tacaka

semi-logaritamskih dijagrama u funkciji doza-odgovor.
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Za ispitivanje bioloske aktivnosti kompleksa Pt(IV) 3-11, koriS¢ene su dve vrste
medijuma RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) i DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium). Celijske linije HeLa, MDA-MB-453, LS-174, B16, MRC-5,
A549 i FemX odrzavane su kao monoslojevi u hranljivoj podlozi RPMI 1640, pH 7,2
koja sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma (Fetal Calf Serum, FCS), termicki
inaktivisanog na 56 °C, 30 minuta. RPMI 1640 podloga je obogacena penicilinom
(100 1U/ml), streptomicinom (100 ug/ml) i puferovana 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-
etansulfonskom kiselinom (HEPES) (25 mM). Dve transformisane endotelijalne linije
EA.hy 926 i MS1 odrzavaju se kao monoslojevi u hranljivoj podlozi DMEM, pH 6,9,
koja takode sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma, termicki inaktivisanog na 56 °C,
30 minuta, sa dodatkom penicilina (100 1U/ml), streptomicina (100 pg/ml), puferovana
4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-etansulfonskom  kiselinom (HEPES) (25 mM) i
obogaéena D-glukozom (4,5 g/l). Celije su gajene u inkubatoru na 37 °C u atmosferi

vazduha koja sadrzi 5% CO,, zasi¢enog vodenom parom.

Celijske linije su zasejane u hranljivoj podlozi na 96 mesta (bunar¢ica) u
mikroplodama (Thermo Scientific Nunc™) sa gustinama od 2000 éelija/bunargi¢u
(HeLa), 3000 ¢elija/bunar¢icu (B16 i MDA-MB-453), 5000 c¢elija/bunarci¢u
(EA.hy 926 i MRC-5) i 7000 celija/bunar¢icu (MS1 i LS-174) i gajene tokom 24 h u
inkubatoru pre nego &to su dodati kompleksi 3-11 (trans-[Pt(LY)Cls] (3),
trans-[Pt(L)Cly]  (4), trans-[Pt(HL®),Cl,]  (5), trans-[Pt(HL*),Cl,]  (6),
trans-[Pt(HL>),Cl,] (7), trans-[Pt(HL®),] (8), trans-[Pt(HL"),] (9), trans-[Pt(HL>),] (10)
i trans-[Pt(HL®),] (11). Pocetni rastvori ispitivanih kompleksa pripremljeni su
neposredno pred eksperiment inicijalno rastvaranjem u dimetil sulfoksidu (DMSOQO) do
osnovnog $tok rastvora koncentracije od 10 mmol/l, a potom razblazivani hranljivim

medijumom do odgovaraju¢ih koncentracija.
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3.2.7.2.2. MTT kolorimetrijski test

Zaustavljanje Celijskog rasta pod dejstvom ispitivanih trans-kompleksa Pt(ll) i
Pt(IV) 3-11 odredeno je koris¢enjem MTT kolorimetrijskog testa [148]. MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid) (Sigma-Aldrich) je Zuta boja
koja se vezuje za mitihondrije i vezivanje ove boje sluzi za procenu njihove aktivnosti, a
time indirektno kao mera vijabiliteta. Princip ove metode je da se u mitohondrijama
zivih ¢elija MTT redukuje u tamno crvene Kkristale formazana, pod dejstvom

mitohondrijalnih dehidrogenaza [149].

Antiproliferativni efekat kompleksa odreden je u opsegu koncentracija do
300 uM tokom kontinuiranog izlaganja dejstvu kompleksa u trajanju od 48 h. Nakon
tretmana, dodato je u svaki bunarc¢i¢ po 20 ul MTT rastvora (5 mg/ml) u fosfatnom
puferom (PBS), pH 7,2. Uzorci su inkubirani 4 h na 37 °C u atmosferi vazduha sa
5% COy, zasi¢enog vodenom parom. Kristali formazana rastvoreni su sa po 100 ul 10%
natrijum-dodecil-sulfata (SDS) u 0,01 M HCI. Intenzitet dobijene tamno crvene boje
koja poti¢e od formazana direktno je proporcionalan aktivnosti mitohondrija, a to je
proporcionalno broju vijabilnih (Zzivih) ¢elija. Nastali formazan apsorbuje u vidljivom
delu spektra sa maksimumom apsorpcije oko 570 nm. Apsorbance su o¢itavane nakon
24 h na ELISA ¢itacu (Thermo Labsystems Multiscan EX 200-240 V, Ascent Software
Version 2.6), na talasnoj duzini od 570 nm. Nakon obrade podataka izraCunate su

ICso (1M) koncentracije koje se mogu naci u Poglavlju 4, Rezultati i diskusija.

S obzirom na to da se MTT test zasniva na tome da je apsorbanca MTT bojenih
¢elija na kraju testa srazmerna broju metabolicki aktivnih, zivih ¢elija u uzorcima, da bi
se dobila procentualna vrednost u prezivljavanju celija (S%, Survival), vrednost
apsorbance MTT bojenih uzoraka sa ¢elijama raslim u prisustvu razli¢itih koncentracija
kompleksa platine (A) podeljena je sa apsorbancom kontrolnog uzorka Axont,
(Axont predstavlja apsorbancu uzorka c¢elija koje su rasle samo u hranljivoj
podlozi). Podrazumeva se da su pri dobijanju A i Axnt apsorbanca slepe probe uvek se

oduzima od apsorbance odgovarajuceg uzorka sa ciljnim ¢elijama.
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% prezivelih ¢elija = A/Axont X 100

Koncentracija 1Cso (uM) definisana je kao koncentracija agensa koja smanjuje
prezivljavanje ispitivanih Celijskih kultura na 50%, u odnosu na kontrolni uzorak, a
odredene su na osnovu dijagrama prezivljavanja ¢elija. Dobijene vrednosti predstavljaju
srednju vrednost dva do tri nezavisna eksperimenta, pri ¢emu je svaki eksperiment

raden u triplikatu.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Sinteze polaznih kompleksa platine

Kalijum-heksahloridoplatinat(lV) i kalijum-tetrahloridoplatinat(ll) sintetisani su
po standardnim procedurama G.B. Kauffman et al., 1963. god. [129-131]. Polaze¢i od
elementarne platine najpre je sintetisana kiselina H,PtClg, koja je zatim uz
kalijum-hlorid prevedena u K;[PtClg]. Za redukciju K;[PtClg] do K;[PtCl,] koriséen je
hidrazin-dihidrohlorid.

Sinteza polaznog kalijum-heksahloridoplatinata(lV), K;[PtClg] moze se prikazati

slede¢om jednac¢inom hemijske reakcije:
H,PtClg + 2KCl — K;[PtClg] + 2HCI

Sinteza kalijum-tetrahloridoplatinata(ll), K,[PtCls] moze se predstaviti sledeCcom

jednac¢inom hemijske reakcije:

2K2[PtC|e] + NoH4-2HCI — 2K2[PtC|4] + N, + 6HCI

4.2. Sinteze kompleksa trans-Pt(I1) i trans-Pt(1V)

Svi kompleksi trans-Pt(Il) i trans-Pt(IV) dobijeni su direkthom sintezom
polaze¢i od  vodenog  rastvora  kalijumtetrahloridoplatinata(ll),  odnosno
kalijumheksahloridoplatinata(lV) i odgovarajuceg piridinskog liganda u molskom
odnosu 1: 2. Sa 3- i 4-acetilpiridinom sintetisani su kompleksi i u molskom odnosu

1:1, pri ¢emu su dobijani isti proizvodi, ali u znatno manjem prinosu.

Pri gradenju kompleksa Pt(II) (1, 2) acetilpiridinski ligandi (3- i 4-acpy) se
monodentatno koordinuju za centralni metalni jon preko piridinskog azota, dok su
preostala dva koordinaciona mesta zauzeta hloridnim jonima kao ligandima (Slika 4.1.).

Sintetisani neutralni kvadratno-planarni kompleksi su trans-geometrije, $to su potvrdili
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DFT proracuni i rendgenska strukturna analiza kompleksa 2. Kompleksi su takode

okarakterisani elementalnom analizom, IC, *H i **C NMR spektroskopijom.

o X

o N

0 =N cl i Pt

o o TN
o T |
| AN
G
a b

Slika 4.1. Strukturne formule kompleksa Pt(Il), (a) trans-[PtCl,(3-acpy),] (1) i
(b) trans-[PtCl,(4-acpy)2] (2)

Sintetisani  su i neutralni  kvadratno-planarni  kompleksi  Pt(ll) sa
2,n-piridindikarboksilnim kiselinama (n = 3, 4, 5, 6), koji se mogu predstaviti opstom
formulom trans-[Pt(HL*®),] (8-11). Za centralni metalni jon Pt(ll) bidentatno su
koordinovana dva monoanjonska liganda sa piridinskim azotom i karboksilatnim

kiseonikom kao donorima (Slika 4.2.).

H,L3: R®= COOH, R* R®>, R®=H
H,L* R*= COOH, R3, R® R6=H
H,L% R®= COOH, R3, R* R =H
H,L%: R6 = COOH, R®, R* R°=H

Slika 4.2. Strukturne formule kompleksa Pt(I1), trans-[Pt(HL®),] (8),
trans-[Pt(HL*),] (9), trans-[Pt(HL"),] (10) i trans-[Pt(HL®),] (11)
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Ovi kompleksi su okarakterisani elementalnom analizom, IC, 'H i **C NMR
spektroskopijom.

Pri gradenju kompleksa Pt(IV) (3,4) acetilpiridinski ligandi (3- i 4-acpy)
koordinuju se takode monodentatno za centralni metalni jon preko piridinskog azota,
dok su preostala Cetiri koordinaciona mesta zauzeta hloridnim jonima (Slika 4.3.).
Kompleksi su oktaedarske geometrije, Sto je potvrdeno DFT proracunima i
rendgenskom strukturnom analizom kompleksa 4. Kompleksi su takode okarakterisani

elementalnom analizom, IC, *H i *C NMR spektroskopijom.

U slucaju kompleksa Pt(IV) sa 2,n-piridindikarboksilnim kiselinama (n = 3, 4, 5)
(5-7) jedanput deprotonovani ligandi se koordinuju bidentatno preko piridinskog azota i
karboksilatnog kiseonika, a dva hloridna jona okupiraju preostala koordinaciona mesta
(Slika 4.4.). Svi oktaedarski kompleksi Pt(IV) su trans-geometrije $to je takode

potvrdeno DFT proracunima i rendgenskom strukturnom analizom kompleksa 4 i 7.

AN 0 N
cl T
o N i i N~ _C
Z \Plt/ /Pt<
a0 | N X cl T
cl | _ c | = o
a b

Slika 4.3. Strukturne formule kompleksa Pt(1V), (a) trans-[Pt(L'),Cls] (3) i
(b) trans-[Pt(L%),Cl4] (4)
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R®=COOH, R* R> R®=H
R*=COOH, R® R® R6=H
R°=COOH, R3, R* R® = H

Slika 4.4. Strukturne formule kompleksa Pt(IV), trans-[Pt(HL?),Cl,] (5),
trans-[Pt(HL*),Cl,] (6) i trans-[Pt(HL>),Cl,] (7)

Sintetisani  kompleksi okarakterisana su standardnim  spektroskopskim
metodama: infracrvenom spektroskopijom, NMR spektroskopijim i rendgensko
strukturnom analizom dobijenih kristalnih proizvoda, kao i elementalnom analizom.
Uradeni su DFT proracuni radi potvrdivanja najstabilnijih geometrijskih izomera
kvadratno-planarnih Pt(ll) i oktaedarskih Pt(IV) kompleksa. Ispitivana je i njihova

in vitro antiproliferativna aktivnost.

4.3. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija je metoda kojom se potvrduje prisustvo odredenih
funkcionalnih grupa kod molekula. Infracrveni spektri slobodnih liganada i
odgovarajuc¢ih kompleksa platine(ll) i platine(1V) uporedivani su kako bi se dobili
polazni podaci o nacinu vezivanja liganada za centralne metalne jone. U IC spektrima
liganada (3-acpy i 4-acpy) i njihovih odgovaraju¢ih kompleksa 1 i 2, primeceno je da su
v(C=N) valencione vibracije piridinskog prstena pomerene sa 1583 cm™ na 1575 cm™ u
kompleksu 1 i sa 1594 cm™ na 1555 cm™ u kompleksu 2 kao posledica koordinacije
piridinskog azota za Pt(Il) jon. Istezuce vibracije karbonilne grupe liganada (C=0) na
1689 cm™ (3-acetilpiridin) i 1697 cm™ (4-acetilpiridin) ostaju skoro nepromenjene u
kompleksima 1 i 2 (1696 cm™ (1) i 1697 cm™ (2)) §to ukazuje da ove grupe nisu

uklju¢ene u koordinaciju. Sli¢no je i kod kompleksa 3 i1 4, valencione vibracije
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piridinskog prsten v(C=N) pomerene su sa 1585 cm™ na 1604 cm™ u kompleksu 3 i sa
1593 cm™ na 1617 cm™ u kompleksu 4 usled koordinacije piridinskog azota za Pt(IV)
jon. IC spektri kompleksa 3 i 4 pokazuju istezuée vibracije na 1696 cm i 1704 cm™
koje poticu od nekoordinovane karbonilne grupe. U oblasti od oko 3100 do 3000 cm™
uocavaju se vise vrpci, ¢esto neznatnog intenziteta koje pripadaju v,(C-H) valencionim

vibracijama aromati¢nog jezgra.

U Tabeli 4. date su frekvencije najvaznijih traka u IC spektrima liganada
(snimanih  KBr i ATR tehnikom) i sintetisanih kompleksa 1 i 2 (shimanih
KBr tehnikom) i kompleksa 3 i 4 (snimanih ATR tehnikom). Ostale frekvencije traka u
IC spektrima liganada (3-acpy (L') i 4-acpy (L?) i sintetisanih kompleksa 1-4 date su u
nastavku Tabele 4., a sami spektri dati su u Prilogu (Slika P1, P2, P7, P8, P28, P31,
P34 i P37). Frekvence traka u IC spektrima sintetisanih kompleksa uporedive su sa
podacima iz literature [150]. Potvrdu ovakvog nacina vezivanja dale su Kristalne

strukture kompleksa 2 i 4.

Tabela 4. Frekvencije apsorpcionih vibracija (cm™) u IC spektrima liganada (3-acpy
(LY i 4-acpy (L?)) snimanih KBr i ATR tehnikom, trans-Pt(I1) i trans-Pt(1V) kompleksa
(1-4).

Ligandi va(C-H)lem?  v(C=0)em™  vu(C=N)lcm™ v,(C=C)/cm™
3-acpy, L! (KBr)  3048,0 1689,0 1583,0 1421,0 1364,0
1274,0
1421,9
(ATR)  3046,4 1694,2 1584,9 T30 12758
4-acpy, L2 (KBr)  3040,0 1697,0 1594,0 1410,0 1363,0
1265,0
(ATR) 30368 1696,2 1592,7 1408,4

1361,3 1263,7
Pt(Il) kompleksi  va(C-H)lem™® v(C=0)cm™ va(C=N)lem™ v.(C=C)/cm™

[Pt(3-acpy).Cl.] 1 3081,0 1696,0 1575,0 1429,0 1361,0
1325,0
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[Pt(4-acpy).Cl,] 2 3089,0 1697,0 1555,0 1422,0 1362,0
3014,0 1264,0

Pt(IV) kompleksi  va(C-H)lem® v(C=0)cm™ v(C=N)lcm®  v.(C=C)lcm™

[Pt(3-acpy),Cl,] 3 31114 1696,1 1604,3 1430,4
3059,9 1360,6 1270,3

[Pt(4-acpy).Cls] 4 31114 1704,1 1617,1 1422,0
3062,0 1355,4 1262,6

Tabela 4 (nastavak). Frekvencije apsorpcionih vibracija (cm™) u IC spektrima
liganada (3-acpy (L) i 4-acpy (L?)) snimanih KBr i ATR tehnikom, Pt(11) i Pt(IV)

kompleksa (1-4).

Ligandi 8(C-H)/cm™ u ravni v(C-H))/cm™ van ravni

3-acpy, L' (KBr) 1197,0 1122,0 1093,0 1025,0 960,0  812,0 753,0 705,0 628,0
(ATR) 1196,11120,9 1023,6 959,2 813,3705,9593,4

4-acpy, L2 (KBr) 1220,0 1088,0 1062,0 1022,0 998,0 963,0 880,0 820,0 740,0
(ATR) 1061,3990,6 961,6 817,2592,3

Pt(Il) kompleksi  &(C-H)/cm™ y(C-H))/cm™

[Pt(3-acpy).Cl,] 1 1271,01199,0 1121,0 1063,0 1027,0 966,0 811,0 692,0 600,0

[Pt(4-acpy),Cl,] 2 1102,0 1058,0 969,0 888,0 845,0 601,0

Pt(IV) kompleksi ~ &(C-H)/cm™

y(C-H))/em™

[Pt(3-acpy).Cl,] 3 1198,8 1118,4 1062,6 966,0
[Pt(4-acpy).Cls] 4 1056,3 1019,2 969,4

823,1 803,6 684,3 598,4
826,1 597,0

Kod kompleksa koji uz piridinski azot imaju koordinovanu karboksilatnu grupu

takode se Cesto koristi IC spektroskopija kao tehnika za polaznu karakterizaciju

kompleksa. Za karakterizaciju kompleksa Pt(IV) sa 2,n-dikarboksilnim kiselinama kao

ligandima (n=2, 3, 4) 5-7, uoCavaju se asimetri¢ne istezuce vibracije vas(-COO) u

opsegu oko 1600 cm™ i oko 1720 cm™, sto ukazuje na prisustvo koordinovane

karboksilatne grupe kao i jedne nekoordinovane takve grupe. IC spektri kompleksa 5-7

pokazuju isteZuée vibracije na 1697,6 cm =, 1625,7 cm *, 1694,5 cm *, respektivno, koje

poticu od koordinovane deprotonovane karboksilne grupe, kao i analoge vibracije

slobodne karboksilne grupe u opsegu od 1742 cm™ do 1710 cm™* (1742,1cm™,
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17104cm™, 1717,1cm™) §to ukazuje da se samo jedna karboksilna grupa iz
piridindikarboksilnih kiselina koordinuje za jon platine(1VV). U Tabeli 5. i nastavku
Tabele 5. date su frekvencije najvaznijih traka u IC spektrima liganada i sintetisanih
kompleksa 5-11, a sami spektri dati su u Prilogu (Slika P13, P16, P21, P25, P40, P43,
P46, P49, P52, P55 i P57). IC spektri kompleksa 8-11 pokazuju istezuée vibracije oko
1670 - 1630 cm* (1667,4 cm %, 1655,2 cm *, 1627,5 cm ™, 1648,7 cm™*) koje potidu od
koordinovane deprotonovane karboksilne grupe, kao i analoge vibracije slobodne
karboksilne grupe u opsegu od 1743 cm™ do 1703 cm™* (1725,5cm™, 1743,3cm ™,
1738,7 cm™, 1703,3cm™?) $to ukazuje da se samo jedna karboksilna grupa iz
piridindikarboksilnih kiselina koordinuje za jon platine(ll). Siroka traka slabog
intenziteta u oblasti od oko 3550 do 3500 cm™ potice od istezuéih valencionih vibracija
slobodne -COOH grupe. Takode Siroke trake, Cesto viSe vrpci, uo¢avaju se u oblasti od
oko 3300 do 2500 cm™ koje potiu od istezu¢ih valencionih vibracija asocirane
-COOH grupe.

Spektri svih kompleksa imaju trake u oblasti izmedu 1440-1230 cm
karakteristi¢ne za v,(C=C) valencione vibracije, u oblasti 1260-970 cm™ 8.(C—H)
deformacione vibracije u ravni, i u oblasti 930-5670 cm™ y(C-H) deformacione
vibracije van ravni. Frekvence traka u IC spektrima sintetisanih kompleksa uporedive su
i u dobroj su saglasnosti sa podacima iz literature [125,126]. Potvrdu bidentatnog nacina
vezivanja liganada dala je kristalna struktura kompleksa 7. Koriste¢i infracrvene spektre
kompleksa, uz DFT proracune, NMR spektre i kristalne strukture (2, 4 i 7), moze se

pretpostaviti da je trans-izomer svakog od ovih kompleksa najstabilniji.
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Tabela 5. Frekvencije apsorpcionih vibracija (cm™) u IC spektrima liganada (H,L*®),
trans-Pt(I1) i trans-Pt(I1V) kompleksa (5-11).

Ligandi Va(COO-H)/ vas(-COOH)/cm™ V(C=N)/  va(C=C)lcm™
cm™ cm?
2,3-pydc, 3102,5 16752 15993 14676  1359,6
H,L3 1577,2 1305,9 1231,2
2,4-pydc, 3514,13101,2 16985  1605,7 14558  1383,9 1288,0
H,L* 3070,9 1240,3
2,5-pydc, 3092,7 1710,9 16274 1535,7  1381,7 1324,6
H,L> 1592,2 1251,2
2,6-pydc, 3068,2 1690,9 15722 1456,7  1412,41297,1
H,L® 12574
Pt(IV) va(COO-H)/ vas(-COOH)/cm™ slob W(C=N)/ va(C=C)lecm™
P cm vas(-COO)em™ asoc ™
[Pt(HL®),Cl,], 3436,83221,0 17421 16976 14775  1394,7
5 3076,2 1602,2 1320,0 1274,4
[Pt(HL*),Cl,], 3442,43076,7 17104 16257 1416,1  1285,21251,0
6 2888,5 2614,6 1157,6
[Pt(HL®),Cl,], 3443231246 17171 16945 14944  1396,8
7 2923,5 2853,6 1622,5 1318,0 1273,5
Pt(I1) va(COO-H)/ vas(-COOH)/cm™ slob V(C=N)/ v(C=C)/cm™
kompleksi cm vas(-COO)cmtasoc M
[Pt(HL®),], 3288,83119,0 17255  1667,4 1472,8 1441513146
8 3095,0 1602,9 1266,3
[Pt(HL*,], 3547,03086,3  1743,3  1655,2 14736  1432,31369,0
9 2477,6 1293,5
[Pt(HL>),], 3110,53056,7 1738,7  1627,5 1488,4  1390,6 1339,1
10 2901,4 1608.2 1285,4
[Pt(HL®),], 3458,0 3091,6 1703,3 16487 1569,0  1430,8 1343,7
11 2527,5 1302,9

78



Rezultati i diskusija

Tabela 5 (nastavak). Frekvencije apsorpcionih vibracija (cm™) u IC spektrima
liganada (H,L*®), trans-Pt(l1) i trans-Pt(IV) kompleksa (5-11).

Ligandi

§(C-H)/em™ u ravni

y(C-H))/em™ van ravni

2,3-pydc, H,L3
2,4-pydc, H,L*
2,5-pydc, H,L>
2,6-pydc, H,L°

1170,6 1128,4 1035,9 965,8
1174,3 1085,5 1008,1 972,8
1206,8 1113,0 1006,0
1159,7 1080,1 993,4

848,7 754,6 670,1
926,5 860,6 760,0 690,8
927,3794,5742,3
905,1 850,3 748,0 696,0

Pt(1V) kompleksi

§(C-H)/cm™

y(C-H))/em™

[Pt(2,3-pydc)2CI2], 5
[Pt(2,4-pydc),Cl,], 6
[Pt(2,5-pydc),Cl,], 7

1231,9 1159,0 1121,9
1251,0 1157,6
1158,0 1139,4 1052,7

833,5 766,6 678,3
880,8 771,5 729,3 680,5
826,5 750,2 670,1

Pt(11) kompleksi

§(C-H)/cm™

y(C-H))/lcm™

[Pt(2,3-pydc),], 8
[Pt(2,4-pydc),], 9
[Pt(2,5-pydc),], 10
[Pt(2,6-pydc),], 11

1188,7 1148,6 1114,1
1261,1 1190,4 1165,8 1104,4
1247,5 1164,0 1120,6 1054,2
1260,8 1171,8 1092,7

883,3 826,1 771,2 683,7
905,7 872,2 768,1 717,2
872,8 819,1 743,8 702,4
915,8 813,5 764,9 709,7

4.4. NMR spektroskopija

Sintetisani kompleksi platine okarakterisani su metodom nuklearno-magnetne

rezonancione spektroskopije. U Tabelama 6. i 7. data su hemijska pomeranja u
'H NMR spektrima liganada, L*? i H,L*® (500,26 MHz) i kompleksa, 1-11,
(199,97 MHz (Pt(ll) kompleksi), 500,26 MHz (Pt(1VV) kompleksi)) snimljenih u
DMSO-ds (deuterisani dimetilsulfoksid) uz TMS (tetrametilsilan) kao standard, a
spektri liganada, i kompleksa dati su u Prilogu (Slika P3-P6, P9-12, P14, P15,
P17-P20, P22-P27, P29, P30, P32, P33, P35, P36, P38, P39, P41, P42, P44, P45, P47,
P48, P50, P51, P53, P54, P56, P58 i P59). U Tabelama 8., 9. i 10. data su hemijska
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pomeranja u *C NMR spektrima liganada (125,79 MHz) i kompleksa (50,28 MHz
(Pt(I1) kompleksi), 125,79 MHz (Pt(IV) kompleksi)) snimani u istom rastvaracu i uz isti
standard kao ‘H NMR. Na Slici 4.5. prikazane su strukturne formule monodentatno
koordinovanih kompleksa 1-4 sa numeracijom koja odgovara numeraciji H- i C—-atoma.
Na Slici 4.6. prikazane su strukturne formule bidentatno koordinovnih kompleksa 5-11

sa numeracijom koja odgovara numeraciji H— i C—atoma.

U H NMR spektrima svih kompleksa uoCavaju se signali za protone sa
piridinskog prstena u oblasti od 7,65 do 9,59 ppm. *H NMR spektar kompleksa 1
pokazuje signale na 9,39, 9,04, 8,46 i 7,65 ppm Koji poti¢u od protona sa piridinskog
prstena, dok se za kompleks 2 ovi signali pojavljuju na 9,05 (d) ppm i 7,86 (d) ppm,
integrisani za po dva atoma vodonika zbog simetrije liganda. Dubleti signala koji poti¢u
od vodoni¢nih atoma, H2 i H6 koji pripadaju piridinskom prstenu i nalaze se uz azot,
primetno su pomereni (1: A5 =0,55 ppm; 2: A = 0,20) ka visim vrednostima u
poredenju sa spektrima slobodnih liganada. Hemijska pomeranja za udaljene protone u
odnosu na piridinski azot (H4, H5, kompleks 1 i H3, H5, kompleks 2) su manja u
poredenju sa ligandima. Ovo ukazuje na koordinaciju liganada za jon Pt(ll) preko
pirdinskog azota. Singlet metil grupe vezane za karbonilni ugljenikov atom liganada za
komplekse 1 i 2 uocava se na 2,63 ppm i na 2,51 ppm, respektivno, dok je isti signal u

slobodnim ligandima L' i L? na 2,60 ppm i na 2,66 ppm, respektivno.

U *H NMR spektrima kompleksa 3 i 4 signali protona sa piridinskog prstena
nadeni su na 9,23, 8,84, 8,48, 7,86 ppm (3) i 8,94, 8,94, 8,11, 8,11 ppm (4), i integrisani
su za Cetiri protona. Odvojeno od signala protona piridinskog prstena koji se nalaze u
aromati¢noj oblasti spektra, naden je i dodatni singlet koji predstavlja signal koji potice
od acetil supstituenta na 2,65 ppm (3) i 2,68 ppm (4) i integraljen je za tri protona.
U kompleksima 5-7 signali koji pripadaju piridinskom prstenu uocavaju se na oko
9,20 ppm za proton sa C6 atoma, zatim na oko 8,70 ppm za proton na C4 i oko
8,40 ppm za protone sa C3 i C5 atoma piridinskog prstena. Karboksilatni proton,
C(9)OOH, pojavljuje se kao $irok singlet na oko 9,50 ppm za sva tri kompleksa, dok je
u ligandima isti signal uoc¢en na oko 13,60 ppm. Za kompleks 8 signali koji poti¢u od

piridinskog prstena nadeni su na 8,71, 8,44 i 7,95 ppm. S obzirom na nedovoljnu
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rastvorljivost kompleksa 9-11 u DMSO i nemoguénost snimanja *H NMR spektara u
tom rastvaracu, spektri ova tri kompleksa snimljeni su u prisustvu D,O uz dodatak
NaOD (pH = 6), jer je samo tako bilo moguce uspesno rastvaranje kompleksa i njihova
NMR Karakterizacija. U snimljenim *H NMR spektrima uocavaju su u aromati¢noj
oblasti signali protona piridinskog prstena na oko 8,62 (9,10), 8,44 (10,11), 7,92 (9,11) i
7,81 ppm (9-11), a dobijene vrednosti hemijskih pomeranja uporedive su sa dobijenim

za kompleks 8, kao i komplekse 5-7, takode i sa literaturnim podacima [125,126].

Za komplekse (1-8) u **C NMR spektrima snimanim u DMSO uo&avaju se
pomeranja u opsegu od 156,67 do 124,35 ppm, a za komplekse 9-11, za koje su spektri
snimani u D,O uz NaOD, pomeranja su u oblasti od 161,06 do 128,86 ppm i pripadaju
ugljenikovim atomima piridinskog prstena. U *C NMR spektru kompleksa 2
aromati¢ne rezonance se registruju na 154,39, 144,21 i 124,35 ppm (C2/C6, C4 i C3/C5,
respektivno) i odgovaraju rezonancama p-supstituisanog aromati¢nog prstena, dok se za
kompleks 1 kao S§to je i za ocekivati registruju na 156,67 (C6), 153,23 (C2),
138,59 (C4), 134,42 (C3) i 126,81 ppm (C5). Sli¢no kao i kod protona piridinskog
prstena, pomeranja koja se pripisuju ugljenikovim atomima C2 i C6 blize azotu,
pomerena su ka viSim vrednostima u poredenju sa slobodnim ligandima, poSto su
pomenuti atomi manje zasti¢eni usled koordinacije piridinskog azota za jon platine(ll).
U kompleksima 3 i 4 signali koji se pripisuju ugljenikovim atomima piridinskog prstena
nadeni su u oblasti od 154 do 125ppm. Zbog simetrije kompleksa 1-4 signal
karbonilnog ugljenika (C7) naden je na oko 195 ppm. Ugljenikov atom iz metil grupe
(C9) kompleksa 1-4 nalazi se na oko 27 ppm. Karboksilatni ugljenikovi atomi u
kompleksima 5-7 nadeni su u oblasti od 171 do 163 ppm. Signal ispod 164 ppm potice
od ugljenika deprotonovane karboksilne grupe, a signal na hemijskom pomeranju viSem
od 168 ppm pripisuje se slobodnoj karboksilnoj nekoordinovanoj grupi. Signali za
preostalin pet piridinskih atoma u kompleksima 5-7 pojavljuju se u oblasti od
150-128 ppm. U kompleksima 8, 9 i 11 signali C atoma piridinskog prstena nalaze se u
oblasti od 161 do 129 ppm. Takode se uocava u svakom kompleksu signal
nekoordinovane karboksilne grupe na oko 175ppm, kao i signal koordinovane
karboksilatne grupe na oko 170 ppm.
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Sva ova zapazanja ukazuju na uceS¢e U koordinaciji piridinskog azota u
kompleksima 3 i 4 i uz njega i karboksilatnog kiseonika u kompleksima 5-11. Preostala
mesta zauzeta su sa Cetiri (3 i 4) odnosno dva hloridna anjona (5-7), dok su u

kompleksima 8-11 dva bidentata formirala koordinacionu sferu Pt(11) jona.

RS
R4 R2 kompleks 1 R® = C(7)OC(9)H,;, R?, R4 R>, R® = H
X kompleks 2 R* = C(7)OC(9)Hs, R2, R?, R5, R = H
5 /
R
R4
X cl kompleks 3 R3 = C(7)OC(9)Hs, R2, R*, R®, R = H
| \ ’ R®  kompleks 4 R* = C(7)OC(9)H3, R2, R3, R5, R = H
o / ~ /C|

Slika 4.5. Numeracija u kompleksima 1-4

82



Rezultati i diskusija

R3 0 kompleks 5 R® = C(9)OOH, R4 R®, R® = H
kompleks 6 R* = C(9)OOH, R3, R®, R® = H
R* kompleks 7 R® = C(9)OOH, R%, R* R® = H
\ L] L] 1
R5
R3 o kompleks 8 R® = C(9)OOH, R* R® R®=H
kompleks 9 R* = C(9)OOH, R3, R>, R = H
R kompleks 10 R%= C(9)OOH, R®, R* R®=H
X o kompleks 11 R® = C(9)OOH, R3, R*, R%= H
R5

Slika 4.6. Numeracija u kompleksima 5-11
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Tabela 6. Hemijska pomeranja (ppm) u *H NMR spektrima liganada L% i kompleksa

1-4.

Tabela 7. Hemijska pomeranja (ppm) u

H atom Ligandi Kompleksi
L' L* 1 2 3 4

COC(QH; 2,60 266 2,63 251 2,65 2,68
C(2)PyH 9,10 8,84 9,39 9,05 9,23 8,94
C(3)pyH 7,84 7,86 8,11
C(4)pyH 8,76 8,46 8,84
C(5)pyH 751 784 765 7,86 7,88 8,11
C(6)PyH 8,23 8,84 9,04 9,05 8,84 8,94

kompleksa 5-11.

'H NMR spektrima liganada H,L*® i

H atom Ligandi Kompleksi

HL® H,L* H,L> H,L® 5 6 7 8 9 10 11
C(3)PyH 805 815 820 8,39 8,41 7,84 786 7,73
C(4)PyH 8,27 843 830 872 8,99 8,44 8,55 8,34
CB)PyH 7,64 842 825 825 857 7,95 7,92 7,92
C(6)PyH 8,76 893 9,16 919 9,30 920 871 831 893
C(7)O0OH 1350 13,65 13,60 13,40
C(9)OOH 1350 13,65 13,60 13,40 9,40 9,50 9,60

Tabela 8. Hemijska pomeranja (ppm) u *C NMR spektrima kompleksa 1-4.

C atom Ligandi Kompleksi

L' L° 1 2 3 4
COC(9)H; 26,75 26,99 27,28 27,21 27,06 27,08
C(2)pyH 149,46 151,04 153,23 154,39 150,43 152,52
C(3)pyH 131,91 121,51 134,42 124,35 134,65 124,91
C(4)pyH 135,42 142,74 138,59 144,21 142,48 146,65

84



Rezultati i diskusija

C(5)pyH
C(6)pyH

C(7)OCHs

Tabela 9. Hemijska pomeranja (ppm)

kompleksa 5-7.

123,72 121,51
153,31 151,04
197,23 198,31

126,81 124,35 127,68 124,91
156,67 154,39 153,74 152,52
195,60 196,89 194,97 196,13

C atom Ligandi Kompleksi
HoL®  HoL* HoL® H,L® 5 6 7

C(2)pyH 151,61 149,53 150,03 148,14 142,69 147,25 146,07
C(3)pyH 12491 123,46 12456 127,53 132,93 131,66 129,86
C(4)PyH 137,89 139,51 138,40 139,26 141,78 146,03 138,75
C(5)pyH 125,72 125,92 128,99 127,53 137,64 128,34 129,26
C(6)PyH 152,46 150,80 151,40 148,14 149,12 149,72 150,26
C(7)00- 166,54 165,55 165,59 165,48 164,38 163,14 163,46
C(9)OOH 167,94 165,65 165,64 16548 167,88 168,79 171,09

Tabela 10. Hemijska pomeranja (ppm) u **C NMR spektrima kompleksa 8, 9 i 11.

C atom Kompleksi
8 9 11

C(2)ryH 144,38 151,44 151,02
C(3)pyH 130,32 131,94 129,32
C(4)PyH 139,68 150,84 145,25
C(5)pyH 135,84 129,41 13041
C(6)PyH 149,13 151,95 161,06
C(7)00- 166,12 171,80 173,33
C(9)OOH 172,49 178,94 17333

u C NMR spektrima liganada H,L**® i
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4.5. Rendgenska strukturna analiza

Kristali kompleksa 2, 4 i 7 pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su
sporim isparavanjem iz rastvora dimetilsulfoksida. Strukture ovih kompleksa odredene
su difrakcijom X-zracima. Kompleksi 2 i 7 kristaliSu u monoklini¢cnom kristalnom
sistemu i pripadaju P2;/n odnosno P2;/c prostornoj grupi, dok kompleks 4 kristalise u

triklinicnom kristalnom sistemu i pripada P-1 prostornoj grupi.

Molekulska struktura kompleksa 2 prikazana je na Slici 4.7., a selekotovane
duzine veza i uglovi dati su u Tabeli 11. Kristali kompleksa 2 imaju anti konformaciju
sa acetil grupama na suprotnim stranama u odnosu na koordinacionu ravan oko jona
Pt(ll). Centralni metalni jon je u Kkristalografskom centru simetrije i pokazuje
kvadratno-planarnu geometriju sa Pt-N i Pt-Cl vezama duzina od 2,005(5) i 2,301(2) A,
respektivno. Duzine veza Pt-N 1 Pt-Cl su u ocekivanom opsegu za
dihloridodi(piridin)platinat(I) komplekse [14]. Duzine veza i uglovi u piridinskom
prstenu u okviru su ocekivanih vrednosti. Ugao CI-Pt-N od 90,1(1) predstavlja vrednost
blizu ocekivane idealne Kkvadratno-planarne koordinacije. U kompleksu 2,
4-acetilpiridinski prstenovi formiraju uglove od 49,7(5) sa koordinacionom ravni. Ovaj
diedarski ugao je manji nego naden u sli¢nim jedinjenjima (56,2°, trans-[PtCl,(py)2l;
69,6(2)°/66,2(3)°, trans-[PtClx(3-pikolin),]; 67,4(2)° trans-[PtCly(4-pikolin),]) [14].
Sile kojima se pakovanje drzi znacajne su jer ligandi nisu sterno ometeni u blizini
koordinacione ravni. Kratke atomske razdaljine od 3,675 (7) i 3,709 (8) A nadene su
izmedu C4---Cl1, odnosno izmedu C7---Cl1 atoma. Molekul ovog kompleksa ne sadrzi
elektronegativne elemente koji bi delovali kao proton donori i ucestvovali u

vodoni¢nom vezivanju u kristalu.
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Slika 4.7. ORTEP prezentacija kompleksa trans-[PtCl,(L?),] (2)

Tabela 11. Selektovane duzine veza (A) i uglovi (°) za kompleks 2.

Duzine veza/A Uglovi/®

Pt1-Cl1 2,301(2) CI1-Pt1-N1 90,1(2)
Pt1-N1 2,005(5) Pt1-N1-C1 121,9(4)
01-C6 1,21(1) Pt1-N1-C5 120,1(4)
N1-C1 1,339(9) N1-C1-C2 123,1(6)
N1-C5 1,364(8) N1-C5-C4 121,2(6)
C3-C6 1,51(2) 01-C6-C3 119,6(6)
C4-C5 1,38(1) 01-C6-C7 121,5(6)

Molekulske strukture kompleksa 4 i 7 prikazane su na Slici 4.8. i Slici 4.9.

Odabrane duzine veza i uglovi dati su u Tabeli 12.

Kompleksi 4 i 7 imaju iskrivljenu oktaedarsku geometriju oko jona Pt(IV). U
slu¢aju kompleksa 4 dva monodentatno koordinovana 4-acetilpiridina i cetiri hloridna
anjona nalaze se u koordinacionoj sferi Pt(1V). Kod kompleksa 7 za centralni metalni
jon koordinovano je dva deprotonovana bidentata 2,5-piridindikarboksilne kiseline
(kN,kO) koja obrazuju dva petoClana helatna prstena, dok su preostala dva
koordinaciona mesta upotpunjena hloridnim anjonima. Uglovi oko Pt(IV) jona su blizu
90° (CI1-Pt-CI2 88,31°, CI1-Pt-N1 89,88°, CI2-Pt-N1 89,11° za kompleks 4,
O1-Pt-Cl1 88,92°, O1-Pt-N 81,52°, N-Pt-CI1 91,28° za kompleks 7) sa odstupanjem
kod kompleksa 4 od 1,7° i kod kompleksa 7 odstupanje od 8,5°, s$to ukazuje na
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geometriju iskrivljenog oktaedra. Duzine veza Pt—Cl (2,3134(8)-2,3167(8) A),
Pt-O (2,012(2) A) kao i Pt-N (2,010(2) - 2,053(3) A) su u olekivanom opsegu za
komplekse platine (IV) sa hlorido, karboksilato i piridinskim ligandima [116,151-153].
Dobijeni kristali sastoje se od po dve hemijske vrste: jednog neutralnog kompleksa
[Pt(L?),Cl4] (4) i [Pt(HL®)2Cl] (7) i po jednog (4) odnosno dva molekula DMSO (7).

Cl2
/ﬂ R /O
C|1l R\ 0O
o/ ‘( \(P L
D —
S O/ \3 / Cl1 o/ <) @m

cl2l

Slika 4.8. ORTEP prezentacija kompleksa [Pt(L?),Cl4] (4) -DMSO

04 A
i cl' 03 “[ )
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O Ni .
N O \ ;':1"01 02

Slika 4.9. ORTEP prezentacija kompleksa [Pt(HL>),Cl] (7) -2DMSO
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Tabela 12. Selektovane duzine veza (A) i uglovi (°) za komplekse 4 i 7.

DuZine veza/A Uglovi/®

Pt-CI1 2,.3134(8) CI1-Pt-CI2 88,31(3)
Kompleks 4  Pt-CI2 2,3167(8) Cl1-Pt-N1 89,88(7)

Pt-N1 2,053(3) CI2-Pt-N1 89,11(7)

Pt-Cl 2,3152(8) 01-Pt-Cl1 88,92(6)
Kompleks 7 Pt-N 2,010(2) O1-Pt-N 81,52(9)

Pt-O1 2,012(2) N-Pt-CI1 91,28(8)

4.6. DFT proracuni

Da bi se istrazila selektivnost gradenja iskljucivo jednog izomera kompleksa
radeni su DFT proracuni. Optimizovane strukture kompleksa Pt(I1) i Pt(1V) prikazane su
na Slikama 4.10. i 4.11. Moguca su dva geometrijska izomera (Cis- i trans-) kompleksa
Pt(I1) sa acetilpiridinskim ligandima (1,2). Optimizovane su strukture za svaki izomer
kao i za Sest (za kompleks 1) i dva (za kompleks 2) moguc¢a konformera koji se dobijaju
rotacijom veze izmedu acetil grupe 1 piridinskog prstena. Od svih mogucih izomera i
njihovih konformera izdvojeni su najstabilniji cis- i trans-izomeri, a oni sa najnizom
energijom i termodinamicki najstabilniji oblici, prikazani su na Slici 4.10. Izracunati
geometrijski parametri izvedeni su pomoc¢u DFT metoda, ukupne energije dobijene su
koris¢enjem B3LYP funkcije uz pomocu SDD osnovnog seta. Iz DFT proracuna moze
se videti da ukupne energije dobijene za komplekse 1 i 2 ukazuju na formiranje
trans-geometrijskih izomera (AEistrans) = 12,2 kcal/mol i 11,5 kcal/mol za komplekse
11i 2). Kako su odgovaraju¢i Pt(II) kompleksi dobijeni polaze¢i od vodenih rastvora, za
dalja izraCunavanja koriS¢en je Polarizable Continuum Model (PCM) sa dielektriénom
konstantom vode. Kao $to je nadeno u gasnoj fazi i ovde takode, izracunavanja uz
ukljucivanje efekata rastvaraca ukazuju da je najstabilniji trans-izomer u oba
kompleksa. (AEis-trans) = 2,0 kcal/mol i 2,1 kcal/mol za komplekse 1 i 2). Ovi podaci
ukazuju na to da ne treba ocekivati formiranje Ccis-izomera. Podaci dobijeni

rendgeno-strukturnom analizom i DFT prora¢unima za kompleks 2 medusobno su
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veoma saglasni. DFT proracuni za kompleks 1 kao i NMR spektroskopija takode

ukazuju na formiranje jednog trans-izomera.

1-trans

2-cis 2-trans

Slika 4.10. Najstabilniji cis- i trans-izomeri izra¢unatih struktura 1 i 2

U reakciji [PtClg]* jona sa 3- i 4-acetilpiridinom (L*%) u molskom odnosu 1 : 2
moguée je dobiti dva izomera [Pt(L'?),Cls], cis- i trans-, kao §to je prikazano
optimizovanim strukturama na Slici 4.11. Da bi ispitali dobijanje najstabilnijeg izomera
takode su koriS¢eni DFT proracuni. Naime, izracunate su ukupne energije koriS¢enjem
MPW1PW91 funkcije sa SDD osnovnim setom. Iz DFT proratuna moze se videti da
izraCunate ukupne energije dobijene za kompleks 3 i 4 ukazuju na formiranje
trans-geometrisjkih izomera (AEis-trans) = 4,95 1 10,03 kcal/mol za komplekse 3 i 4,
respektivno), Tabela 13. Rendgeno-strukturni i DFT prora¢uni za kompleks 4

medusobno su u veoma dobroj saglasnosti.
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Tabela 13. Energije (kcal/mol) za izracunate strukture kompleksa 1-4, relativne prema
najstabilnijem trans-CIN-[Pt(L*?),Cl,] (1,2) i trans-CIN-[Pt(L*?),Cl4] (3,4) izomeru.

PO trans-CIN cis-CIN
kompleks
1 0,00 12,20
2 0,00 11,50
3 0,00 4,95
4 0,00 10,03

Sa druge strane, reakcijom [PtClg]* jona sa 2,n-piridindikarboksilnim kiselinama
(n=3, 4, 5) u molskom odnosu 1 : 2, teorijski je moguce formiranje pet izomera
kompleksa [Pt(HL*®),Cl,] (Slika 4.11.). Energije ostalih izomera su za 2,17 do
19,18 kcal/mol veée od trans,trans,trans-CINO-izomera, §to navodi na zakljucak da je
za sve komplekse termodinamicki najstabilniji izomer trans,trans,trans-CINO-
[Pt(HL*®),Cl,], Tabela 14. Rezultati dobijeni DFT proraunima u saglasnosti su sa
NMR spektroskopskim podacima. Osim toga, rendgeno-strukturna analiza kompleksa 7

potvrdila je rezultate dobijene DFT proracunima.

Tabela 14. Energije (kcal/mol) za izraCunate strukture kompleksa 5-7, relativne prema

najstabilnijem trans,trans,trans-CINO-[Pt(HL*®),Cl,] izomeru.

lzomer/  trans,trans,trans- cis,cis,cis-  trans,cis,cis-  cis,trans,cis-  cis,cis,trans-

kompleks CINO CINO CINO CINO CINO
5 0,00 19,18 18,23 8,65 16,86
6 0,00 14,02 18,56 18,56 11,92
7 0,00 11,68 15,25 2,17 11,74
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Slika 4.11. Ravnotezne strukture [Pt(L*?),Cl4] i [Pt(HL*?),Cl,] izomera. Date

su strukture kompleksa 4 i 7 kao primeri

4.7. BioloSka aktivnost kompleksa

Antiproliferativni potencijal novosintetisanih trans-kompleksa platine(ll)
platine(1V), 1-11, kao i referentnog jedinjenja ciplatine, CDDP, ispitan je koris¢enjem
MTT i SRB kolorimetrijskih testova na panelu od ukupno trinaest ¢elijski linija - deset
tumorskih, dve transformisane endotelijalne linije i jedne normalne, zdrave celijske
linije. 1Csp vrednosti ispitivanih kompleksa odredene su sa grafika koji prikazuje
procenat prezivljavanja celija u funkciji koncentracije ispitivanog kompleksa.
ICsovrednost se definiSe kao ona koncentracija agensa (uM) koja smanjuje

prezivljavanje ispitivane kulture c¢elija za 50%. Vrednosti prikazane u tabeli
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predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna devijacija, pri

¢emu je svaki eksperiment raden u triplikatu.

Rezultati pokazuju da 1-4 trans-platinski kompleksi imaju znacajnu
antiproliferativnu aktivnost na svim koris¢enim celijskim linijama, ta¢nije, dobijene
ICso vrednosti ispitivanin kompleksa variraju u opsegu koncentracija do 100 uM. Kod
kompleksa sa dikarboksilatnim piridinskim derivatima, 5-11, dobijene su ICsq vrednosti
iznad 100 uM, osim kod kompleksa 5 za LS-174 ¢elijsku liniju i kod kompleksa 8 za
HelLa, EA.hy 926, MDA-361, FemX i MS1 ¢elijske linije gde je pomenuta vrednost u
opsegu do 100 uM (Tabela 15, 16, 17).

Antiproliferativna aktivnost kompleksa 1, 2 i cisplatine (CDDP) kao referentnog
jedinjenja, ispitivana je na trinaest celijskih linija: ¢elijama humanog karcinoma grli¢a
materice (HelLa), humanog osteosarkoma (U20S), izvedenoj cisplatina-rezistentnoj
subliniji humanog osteosarkoma (U20ScisR), misjeg melanoma (B16), tri linije Celija
humanog karcinoma dojke (MDA-453, MDA-361 i MCF-7), humanog karcinoma
debelog creva (LS-174) i humanog melanoma (FemX) tokom 48 i 72 h inkubacije, kao i
na Celijama adenokarcinoma pluca (A549), dve transformisane endotelijalne linije
humanog (EA.hy 926) i mi§jeg (MS1) porekla i jednoj normalnoj zdravoj ¢elijskoj liniji
fetalnih humanih fibroblasta plu¢a (MRC-5) tokom 48 h. Analizirane su doza-zavisne
krive (SRB kolorometrijski test), a dobijene 1Csy vrednosti date su u Tabeli 15.
Rezultati pokazuju da oba kompleksa (1,2) imaju znacajnu antiproliferativnu aktivnost

na vec¢inu ispitivanih ¢éelijskih linija.

Medu ispitivanim Celijskim linijjama nakon 48 h tretmana, naroCito za
kompleks 2, pokazala se najsenzitivnijom izvedena cisplatina-rezistentna sublinija ¢elija
humanog osteosarcoma, U20ScisR. Najrezistentnija na oba kompleksa bila je ¢elijska
linija humanog karcinoma debelog creva, LS-174, kao §to je i za ocekivati, mada i
¢elijska linija humanog adenokarcinoma pluc¢a, A549. Nakon 72 h na LS-174 liniji 1Cs
vrednost nije dostignuta zadovoljavajuc¢i opseg koncentracija ni za jedan kompleks
(>100 uM), iako su znacajne aktivnosti dobijene za oba kompleksna jedinjenja (1,2)
nakon 48 h izlaganja njihovom dejstvu. Na EA.hy 926 ¢elijskoj liniji za oba ispitana

kompleksa na 48 h dobijene su znacajne 1Csg vrednosti, uporedive sa cisplatinom.
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Kompleks 2 pokazao je 2-4 puta viSu potencijalnu citotoksi¢nost nego
kompleks 1. Aktivnost kompleksa 1 u poredenju sa kompleksom 2 bila je visa nakon
duze inkubacije na vecini celijskih linija sa izuzetkom na HelLa, FemX i naravno
LS-174 liniji, dok je na U20S liniji aktivnost ostala sli¢éna dobijenoj na 48 h. Nasuprot
ovim rezultatima, citotoksi¢nost kompleksa 2 ostaje sli¢na ili neznatno visa nakon 72 h
inkubacije na svim Celijskim linijjama, sa izuzetkom LS-174. Najnize
ICso koncentracione vrednosti dobijene su za kompleks 2 na EA.hy 926 (2,6+1,3 uM),
zatim na Hela, U20ScisR, FemX, B16, MDA-453 i MCF-7 ¢elijskim linijama nakon
48 h tretmana. Najnize ICso koncentracione vrednosti dobijene za kompleks 2 nakon
72 h tretmana su na U20ScisR (6,4+0,9 uM), U20S, HelLa, B16 i FemX c¢elijskim

linijama.

Posmatrajué¢i aktivnost nakon 48 h inkubacije, zapazeno je da kompleks 1
pokazuje 2-9 puta nizu aktivnost u poredenju sa cisplatinom, osim na EA.hy 926
¢elijskoj liniji za koju je dobijena ICsp = 3,1£1,4 uM, §to je znaajan rezultat u
poredenju sa cisplatinom (27,7+1,3 uM) nakon istog perioda inkubacije. Medutim,
nakon 48 h, kompleks 2 pokazuje uporedivu aktivnost sa cisplatinom na nekoliko
¢elijskih linija kao $to su EA.hy 926, HeLa i U20ScisR i ¢ak vecu aktivnost nego
cisplatina na ¢elijama misjeg melanoma, B16 (11,6+£3,7 uM (48 h) i (9,4+1,1 uM (72 h)
za kompleks 2, dok je za CDDP 22,4+0,4 uM (48 h) i 12£1,1 uM (72 h)). Osim toga,
povecanje vremena izlaganja cisplatine na ¢elijske linije do 72 h, vodi vecoj aktivnosti
na HeLa Celije i uporedivo je sa aktivnos¢u kompleksa 2 na U20ScisR i B16 ¢elijskim
linijama gde se uocava isti trend povecanja aktivnosti pri produzenom izlaganju. 1z ovih
istrazivanja zaklju¢ujemo da se razlike u aktivnostima izmedu kompleksa 1 i 2 mogu
pripisati polozaju acetil supstituenta na piridinskom prstenu liganda. Verovatno
simetri¢nost sintetisanog trans-kompleksa (2) doprinosi povecanju citotoksi¢ne
aktivnosti. Dakle, moze se ocekivati bolja aktivnost trans-dihloridoplatina(ll)
kompleksa sa supstituentima na para-(C4), pre nego na meta-(C3) polozaju piridinskog

prstena.

Antiproliferativna aktivnost odgovaraju¢ih trans-platina(ll) kompleksa sa
acetilpiridinskim ligandima kao nosa¢ima, otkriva potencijal trans-[Pt(4-acpy).Cl;] (2)

kompleksa sa znaCajnom citotoksiénos¢éu na panelu tumorskih celija, sa
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ICs0 vrednostima uporedivim sa cisplatinom u opsegu od 7,3+2,0 uM (HeLa) do
37,4+£9,8 uM (MDA-361) [152].

Tabela 15. Rezultati citotoksi¢nosti trans-platinskin kompleksa 1, 2 i cisplatine
(CDDP) predstavljeni u vidu ICs vrednosti determinisanih iz dijagrama prezivljavanja
nakon tretmana u trajanju od 48 h i 72 h. Znak (>) ukazuje da ICs vrednost ne dostize
ispitane opsege koncentracija (znak je ispred maksimuma vrednosti koncentracija u

Ispititivanom opsegu koncentracija).

Celijske ICs0 [LM]
linije

1 2 CDDP

48 h 72 h 48 h 72 h 48 h 72 h
HelLa 27,817 38842 7,3¥20  75+09 6,9+17  4+05
U20S 33+4,4  32,7+41 17,7432 88+0,6 52+0,6  4,0+08
U20ScisR 25,125 19,9+38 9,2#43  6,4+0,9 122+25 4,9+10
B16 43+51  145+16 116+3,7 94411 224+04 12+11

MDA-453  62,5+10,1 17,7#55 13,148 11,5¥1,3 7,6%0,7 5,7+0,9
MDA-361  38,1+4,7 11,5+13 37,4448 25,1+24 14,7+12 259443

LS-174 53,9+6,2 >100 36,2+4,2  >100 9,712 6,5+1,3
MCF-7 27,3+3,7 21,1+49 13,3+15 14+13 3,4+0,2 1,3+0,6
FemX 20,2+2,1 27,4455 9,713 9,9+12 2,1+0,3 3+0,2
A549 69,1+0,8 62,2+0,5 17,2+0,7

EA.hy 926 3,1+1/4 2,6+1,3 27,713

MS1 34,5+7,8 76,3+0,5 18,6+5,4

MRC-5 40,0+11,1 56,4+5,0 15,4431

Antiproliferativna aktivnost trans-Pt(I\VV) kompleksa 3-7 ispitivana je na devet
¢elijskih linija. Od tumorskih celija za ispitivanja su koris¢ene celije humanog
karcinoma grlica materice (HelLa), miSjeg melanoma (B16), karcinoma dojke
(MDA-MB-453), kolorektalnog karcinoma (LS-174), humanog melanoma (FemX),

adenokarcinoma plu¢a (A549), poslednje dve samo na kompleksima 3 i 4; dve
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transformisane endotelijalne linije humanog (EA.hy 926) i misjeg (MS1) porekla i jedna

normalna zdrava ¢elijska linija fetalnih humanih fibroblasta plu¢a (MRC-5).

Rezultati in vitro inhibitorne aktivnosti Pt(1V) kompleksa 3-7, i cisplatine
(CDDP) kao referentnog jedinjenja, odredeni su MTT testom i prikazani u Tabeli 16.
Dobijeni podaci ukazuju da kompleksi 3 i 4 pokazuju antiproliferativnu aktivnost na
svim testiranim celijskim linijama, u opsegu koncentracija do 100 uM, i najznacajniju
na humanim endotelijalnim ¢éelijama (EA.hy 926), sa 1Cso vrednostima 13,8+5,8 uM i
23,4+3,3 uM, respektivno. Oba kompleksa 3 i 4 pokazala su bolju antiproliferativnu
aktivnost na EA.hy 926 ¢elije u poredenju sa cisplatinom (ICsp 27,7+1,3 uM) i manju
toksi¢nost na normalnoj zdravoj celijskoj liniji fetalnih humanih fibroblasta pluca

(MRC-5), nego u vecini testiranih tumorskih ¢elijskih linija.

Kompleksi Pt(IV) sa piridin-dikarboksilato ligandima (5-7) pokazuju umeren
antiproliferativni efekat in vitro, kada su testirani u opsegu koncentracija do 300 uM,
dok se kompletni nedostatak aktivnosti uoava na c¢elijama karcinoma dojke,
MDA-MB-453. Poredenje strukture i aktivnosti ukazuje na znacajno viSu
antiproliferativnu aktivnost invitro kompleksa sa acetil supstituisanim derivatima
piridina kao ligandima (3,4), u poredenju sa kompleksima koji imaju dikarboksilato
supstituisane piridinske derivate kao ligande (5-7). U literaturi je ve¢ zapazano da se
razlike u reaktivnosti platina(lV) kompleksa dovode u vezu sa njihovom lakom
redukcijom do Pt(Il) oblika [154-156]. Kompleksi Pt(IV) su kineti¢ki inertniji nego
odgovarajuc¢i Pt(II) analozi. Smatra se da je antitumorski efekat platina(IV) kompleksa
rezultat bioloske redukcije do citotoksi¢nog platina(Il) oblika, nakon ulaska u celiju
[157]. Priroda aksijalnog liganda uti¢e na redukcioni potencijal kompleksa i moze
uticati na postizanje optimalnog oslobadanja platina(Il) oblika. Kompleksi platine(IV)
sa funkcionalizovanim ligandima mogu se Koristiti kao komponente lekova posto su
stabilni i mogu se prenositi do odgovarajucih ciljnih mesta gde se mogu prevesti u

njihove aktivne citotoksi¢ne platina(ll) oblike [157].

Medutim, u sluc¢ajevima glomaznih dikarboksilatnih liganada (2,n-pydc; n = 2,
3, 4) kod trans-Pt(1V) kompleksa (5-7) moguée su ometajuce interakcije sa ciljnim
mestima kao npr. sa DNK, tako proizvodeci primetan gubitak znaCajne citotoksi¢nosti

in vitro. Dejstvo platina(lVV) kompleksa sa acetilpiridinskim ligandima na tumorske

96



Rezultati i diskusija

¢elije bice i dalje istrazivano, s obzirom na njihov antiproliferativni potencijal in vitro, i
manju toksi¢nost na normalnoj zdravoj ¢elijskoj liniji fetalnih humanih fibroblasta pluc¢a
(MRC-5) u poredenju sa tumorskim celijama. Nakon 48 h inkubacije nisu dostignute
ICso vrednosti na MDA-MB-453 i MRC-5 za komplekse 5 i 6 (>300 uM), dok za
kompleks 7 nisu dostignute na cetiri ¢elijske linije, HeLa, MDA-MB-453, EA.hy 926 i
MS1 (>300 uM). Nije ispitivano dejstvo kompleksi 5-7 na FemX i A549 celijskim

linijama.

Tabela 16. Rezultati citotoksi¢nosti trans-platinskin kompleksa 3-7 i cisplatine
(CDDP) izrazeni kao 1Csp vrednosti determinisanih iz dijagrama prezivljavanja nakon
tretmana u trajanju od 48 h. Znak (>) ukazuje da ICsy vrednosti ne dostizu ispitane
opsege koncentracija (znak je ispred maksimuma vrednosti koncentracija u

ispititivanom opsegu koncentracija).

Celijske linije  1Cso [UM, 48 h]

3 4 3) 6 7 CDDP
HelLa 52,3+6,5 48,5+6,8 207,9+2,7 229,5+12,3 >300 6,9+1,7
B16 25,7+0,5 39,7+3,7 248,8+8,9 275,3+19,2 174,7+4,6 22,4+0,4
MDA-MB- 34,7+6,6 30,0+7,5 >300 >300 >300 7,6+0,7
453
LS-174 359+9,8 70,8+0,4 91,515 242,4+14 210,9+3,7 9,7+12
MRC-5 51,4+0,6 71,4+2,9 >300 >300 181,5+3,6 15,4+31
EA.hy 926 13,8+5,8 23,4+3,3 196,6+2,3 273,0+3,0 >300 27,7%+1,3
MS1 57,5¢5,9 59,4+6,8 295,1+52 261,8+8,4 >300 18,6+5,4
FemX 30,6+4,4 23,1+3,2 2,1+0,3
A549 43,7+4,6 30,6+3,0 17,2+0,7

Antiproliferativna aktivnost kompleksa 8-11 ispitivana je na 9 ¢elijskih linija i
na ciplatinu kao referentno jedinjenje, Tabela 17. Zbog slabe rastvorljivosti kompleksa
u DMSO, kori$¢eni su rastvori u D,O uz dodatak 0,2 M NaOD, pri ¢emu je finalna
koncentracija uzoraka bila 20 mM, a NaOD je u konacnoj koncentraciji bio 0,07 M.

Takode je proveren uticaj samog NaOD na tumorske celije 1 rezultati su pokazali da
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NaOD nije citotoksi¢an pa ne utice na rezultate ICso vrednosti dobijenih za komplekse
Pt(11) sa 2,n-piridindikarboksilnim kiselinama (n = 3, 4, 5, 6).

Tabela 17. Rezultati citotoksi¢nosti trans-platinskih kompleksa 8-11 i cisplatine
(CDDP) izrazeni kao ICsy vrednosti determinisanih iz dijagrama prezivljavanja nakon
tretmana u trajanju od 48 h. Znak (>) ukazuje da ICso vrednosti ne dostizu ispitane
opsege koncentracija (znak je ispred maksimuma vrednosti koncentracija u

Ispititivanom opsegu koncentracija). Oznaka ND oznacava da nije bilo determinacije.

Celijske linije ICs0 [UM, 48 h]
8 9 10 11 CDDP

HeLa 81,1+32  >200 >200 >200 6,9+1,7
B16 166,4+57  >200 >200 >200 22,4+0,4
MDA-MB-453  >200 >200 >200 >200 7,610,7
LS-174 >200 >200 >200 >200 9,741,2
MRC-5 140,3+10,4 >200 >200 >200 15,4+3,1
EA.hy 926 67,8+1,4  >200 >200 >200 27,7413
MDA-361 49,7462 ND ND ND 14,7+1,2
FemX 68,249,1  >200 >200 >200 2,1+0,3
MS1 84,3+80  >200 186,0+10,0 >200 18,645,4

Uoceno je da samo kompleks 8 pokazuje umerenu citotoksi¢nost na ispitivanim
¢elijskim linijama, osim na MDA-MB-453 i LS-174, kao i kompleks 10 na MS1
¢elijskoj liniji. Kod ostalih kompleksa iz ove grupe ICso vrednosti ne dostizu ispitane

opsege koncentracija (ICso > 200 uM).
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U ovoj doktorskoj disertaciji opisana je sinteza i karakterizacija 11 kompleksa
platine sa piridinskim derivatima kao ligandima. Od liganada koriS¢ena su dva
acetilpiridinska derivata, 3- i 4-acetilpiridin 1 cetiri 2,n-piridindikarboksilne kiseline
(n=3, 4, 51 6). Sintetisano je Sest kompleksa Pt(Il) (1, 2, 8-11) i pet kompleksa Pt(IV)
(3-7), svi trans-geometrije. Ispitivana je antiproliferativna aktivnost svih sintetisanih

kompleksa i za neke od njih dobijeni su znacajni rezultati.

Novosintetisani  kompleksi su  okarakterisani  standardnim  metodama
karakterizacije: infracrvenom spektroskopijom, *H NMR i *C NMR spektroskopijom, a
stehiometrijski sastav jedinjenja potvrden je elementalnom analizom. DFT prorac¢unima
pretpostavljena je najstabilnija moguca geometrija kompleksa platine(lV) kao i
kompleksa Pt(lI1) sa acetilpiridinskim derivatima. Struktura kompleksa Pt(ll) i Pt(1V) sa
4-acetilpiridinom (2,4) kao i kompleksa Pt(1V) sa 2,5-piridindikarboksilnom Kiselinom

(7) odredena je rendgenskom strukturnom analizom.

Karakterizacijom sintetisanih jedinjenja utvrdeno je sledece:

» Sintetisani kompleksi dobijeni su reakcijom polaznih kompleksa platine,
K2[PtCly] odnosno K;[PtClg], sa odgovaraju¢im ligandima u molskom odnosu

1 : 2 u vodi uz blago zagrevanje.

» Rezultati elementalnih analiza kompleksa odgovaraju pretpostavljenim

molekulskim formulama.

» U infracrvenim spektrima kompleksa sa acetilpiridinskim derivatima primeceno
je da su v(C=N) valencione vibracije piridinskog prstena pomerene ka nizim
vrednostima kod kompleksa Pt(Il), odnosno ka vi§im pomeranjima kod
kompleksa Pt(IV) kao posledica koordinacije piridinskog azota za Pt(ll)
odnosno Pt(1V) jon. Istezuce vibracije karbonilne grupe liganada (C=0) na oko
1700 cm™ ostaju skoro nepromenjene u kompleksima 1-4 §to ukazuje da ova

grupa nije ukljuéena u koordinaciju. U IC spektrima kompleksa sa
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piridindikarboksilnim kiselinama javljaju se dve trake, jedna karakteristi¢na za
koordinovanu karboksilatnu grupu i druga za slobodnu karboksilnu grupu na
vi§im pomeranjima, $to ukazuje da se ovi ligandi koordinuju za platinu samo
preko jedne karboksilatne grupe. U koordinaciji 2,n-piridindikarboksilnih

kiselina pored karboksilatnog kiseonika ucestvuje i piridinski azot kao donor.

NMR spektri su u saglasnosti sa strukturama svih kompleksa. U 'H NMR
spektrima svih kompleksa uocavaju se signali za protone piridinskog prstena u
oblasti karakteristicnoj za aromati¢na jedinjenja. Dubleti signala koji poticu od
vodoni¢nih atoma, H2 i H6 (kompleksi 1-4) koji se nalaze uz piridinski azot,
primetno su pomereni ka viSim vrednostima u poredenju sa spektrima slobodnih
liganada. Hemijska pomeranja za udaljene protone H4/H3 i H5 u odnosu na
piridinski azot u kompleksima 1,3 i 2,4 manja su u poredenju sa ligandima, $to
ukazuje na koordinaciju liganada za jone platine preko pirdinskog azota. Uz
pomenute signale, prisutan je i singlet za metil grupu vezanu za karbonilni
ugljenik (1-4). U spektrima kompleksa 5-11 uz pomeranja pripisana protonima
piridinskog prstena, prisutan je i Sirok singlet koji poti¢e od protonu

nekoordinovane karboksilne grupe.

BC NMR spektri svih kompleksa imaju karakteristicne aromati¢ne rezonance
ugljenikovih atoma piridinskog prstena. U **C NMR spektrima kompleksa 2 i 4
uocCavaju se preklopljeni signali za ugljenikove atome Koji odgovaraju
rezonancama p-supstituisanog aromati¢nog prstena. Pomeranja koja se pripisuju
ugljenikovim atomima C2 i C6 bliZze azotu, pomerena su ka vi§im vrednostima u
poredenju sa slobodnim ligandima, poSto su pomenuti atomi manje zasticeni
usled koordinacije piridinskog azota za jone platine. Prisutni su i signali za
karbonilni ugljenik C7 (~195 ppm) i ugljenik metil grupe C9 (~27 ppm) (1-4).
U spektrima kompleksa 5-11 prisutna su i pomeranja koja su pripisana

karboksilatnom ugljeniku i ugljeniku nekoordinovane karboksilne grupe.

Rezultati rendgenske strukturne analize kompleksa 2, 4 i 7 potvrduju
kvadratno-planarnu geometriju kompleksa Pt(Il) (2) sa po dva monodentatno
koordinovana acetilpiridinska liganda, odnosno iskrivljenu oktaedarsku
geometriju oba kompleksa Pt(IV) (4,7) sa monodentatno i bidentatno
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koordinovanim derivatima piridina. Preostalo koordinaciona mesta u
strukturama kompleksa zauzeta su hloridnim anjonima. Dobijeni kompleksi su

neutralni trans-izomeri.

» DFT proracuni su pokazali da su energetski najpovoljniji i termodinamicki
najstabilniji acetilpiridinski kompleksi trans-geometrije, trans-[Pt(L*%),Cl,] i
trans-[Pt(L*?),Cl,] kao i kompleksi Pt(IV) sa 2,n-piridindikarboksilnim

kiselinama kao ligandima, trans, trans,trans-CINO-[Pt(HL*>®),Cl,].

Ispitan je antiproliferativni potencijal sintetisanih trans-Pt(Il) i trans-Pt(IV)
kompleksa, 1-11, na panelu od ukupno trinaest ¢elijskih linija - deset tumorskih, dve
transformisane endotelijalne linije i jedne normalne, zdrave celijske linije. Rezultati
pokazuju da 1-4 trans-platinski kompleksi poseduju znacajnu antiproliferativnu
aktivnost na svim ispitivanim ¢elijskim linijama. Dobijena je znacajna antiproliferativna
aktivnost trans-[Pt(4-acpy).Cl,] (2) kompleksa na panelu tumorskih celija, sa
ICsp vrednostima uporedivim sa cisplatinom (u opsegu od 7,3+2,0 uM (HelLa) do
37,4+4,8 uM (MDA-361)). Kompleks 2 je pokazao 2-4 puta visu antiproliferativnu
aktivnost nego kompleks 1. Za kompleks 2 nakon 48 h pokazala se najsenzitivnijom
izvedena cisplatina-rezistentna sublinija ¢elija humanog osteosarkoma, U20ScisR
(9,2£4,3 uM (2); 12,2+2,5 uM (CDDP)). Za isti kompleks dobijena je uporediva
antiproliferativnu aktivnost sa cisplatinom na HelLa (priblizno jednake vrednosti) i B16
(11,6£3,7 uM (2 na48 h) i 9,4+1,1 uM (2 na 72 h)) ¢elijskim linijama.

Takode na humanoj endotelijalnoj liniji EA.hy 926 za komplekse 1-4 nakon 48 h
dobijene su znacajne ICsy vrednosti 3,1+1,4 uM (1), 2,6+1,3 uM (2), 13,845,8 uM (3),
23,4+3,3 uM (4), u poredenju sa CDDP ¢ija je vrednost 27,7£1,3 pM. Pored toga $to su
kompleksi 3 i 4 pokazali bolju antiproliferativnu aktivnost od cisplatine na EA.hy 926,
oni ispoljavaju i manju toksi¢nost na zdravoj ¢elijskoj liniji fetalnih humanih fibroblasta
pluca (MRC-5). Kompleksi 5-11 pokazuju umeren antiproliferativni efekat in vitro.
Dobijene su ICs vrednosti iznad 100 uM, sa izuzetkom kod kompleksa 8, gde su za pet

¢elijskih linija ICso vrednosti ispod 100 uM.
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Imajuéi u vidu sve postignute rezultate, moze se zakljuciti da ¢e sintetisani
trans-kompleksi platine(ll) i platine(IV), posebno sa acetilpiridinskim derivatima, kao i
strukturno sli¢ni opisanim u ovoj doktorskoj disertaciji, imati veliki znacaj 1 biti
predmet daljih istrazivanja, kako sa strukturnog aspekta, tako i u pogledu ispitivanja
njihovog bioloskog potencijala, interagovanja sa celijskim metama i proucavanja
njihovih mehanizama dejstava, $to bi u buducnosti moglo objasniti antitumorski

potencijal kompleksa in vivo.
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IC spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (ATR)

'H-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (200 MHz)
'H-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (500 MHz)
13C-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (50 MHz)
13C-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (126 MHz)
IC spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (KBr)

IC spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (ATR)

'H-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (200 MHz)

. 'H-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (500 MHz)
13C-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (50 MHz)
3C-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (126 MHz)
IC spektar liganda 2,3-pydc

'H-NMR spektar liganda 2,3-pydc (500 MHz)

13C-NMR spektar liganda 2,3-pydc (126 MHz)

IC spektar liganda 2,4-pydc

'H-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u DMSO (500 MHz)
'H-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u D,O (200 MHz)
3C-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u DMSO (126 MHz)

3C-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u D,0O (50 MHz)
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Slika P21.

Slika P22.

Slika P23.

Slika P24.

Slika P25.

Slika P26.

Slika P27.

Slika P28.

Slika P29.

Slika P30.

Slika P31.

Slika P32.

Slika P33.

Slika P34.

Slika P35.

Slika P36.

Slika P37.

Slika P38.

Slika P39.

Slika P40.

Slika P41.

Slika P42.

IC spektar liganda 2,5-pydc

'H-NMR spektar liganda 2,5-pydc sniman u DMSO (200 MHz)
'H-NMR spektar liganda 2,5-pydc sniman u D,O (200 MHz)
13C-NMR spektar liganda 2,5-pydc sniman u DMSO (50 MHz)
IC spektar liganda 2,6-pydc

'H-NMR spektar liganda 2,6-pydc sniman u D,O (200 MHz)
13C-NMR spektar liganda 2,6-pydc sniman u D,O (50 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy).Cl;]

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy).Cl,] (200 MHz)
13C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy)-Cl,] (50 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy),Cl;]

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy),Cl,] (200 MHz)
13C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy)-Cl,] (50 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy),Cls]

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy)-Cl.] (500 MHz)
3C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy)-Cla] (126 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy),Cls]

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy)-Cl.] (500 MHz)
13C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy)-Cls] (126 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,3-pydc),Cl;]

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,3-pydc),Cl,] (500 MHz)

13C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,3-pydc),Cl,] (126 MHz)
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Slika P43. IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,4-pydc),Cl;]

Slika P44. *H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,4-pydc),Cl,] (500 MHz)
Slika P45. *C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,4-pydc),Cl,] (126 MHz)
Slika P46. IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,5-pydc),Cl;]

Slika P47. *H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,5-pydc),Cl,] (500 MHz)
Slika P48. *C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,5-pydc).Cl,] (50 MHz)
Slika P49. IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,3-pydc);]

Slika P50. *H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,3-pydc),] sniman u DMSO
(200 MHz)

Slika P51. *C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,3-pydc),] sniman u DMSO
(50 MHz)

Slika P52. IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,4-pydc);]

Slika P53.

Slika P54.

Slika P55.

Slika P56.

Slika P57.

Slika P58.

Slika P59.

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,4-pydc),] sniman u D,O (200 MHz)
13C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,4-pydc),] sniman u D,O (50 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,5-pydc)2]
'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,5-pydc),] sniman u D,O (200 MHz)
IC spektar kompleksa trans-[Pt(2,6-pydc),]
'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,6-pydc),] sniman u D,O (200 MHz)

3C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(2,6-pydc),] sniman u D,O (50 MHz)
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GEMINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE
Rel

2nd pulse 0.0 degrees
A, Acq."time 2.087
Awidth 4600.0
7 Arrayed repetitions
BSERVE  H1, 199.5720286 WHz
DATA PROCESSIN
ine broadening 0.2 Hz 3
FT size 32768 3
Total time 1 minutes :
i i
[ zs3a 2,53
5383 82e
BaiE:
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6.08.2010
§ NAME 3-ap
o EXPNO 1
PROCNO
I Date_ 20100816
Time 11.34
' INSTRI 5y
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPR 293
G353 32768
RERE SOLVENT M5O
ess 1
0§ 0
SKH 5720.824 Hz
FIDRES 0.174586 Hz
" AR 2.8639731 sec
RG
oK 87.400 usec
DE 6.50 usec
TE 299.
D1 2.00000000 sec
00 1
5.5 ) a9 580 bom mmmamcme CHANNEL f] m=s=s===
NUC1 M
8% a8 2 12} 9.35 usec
n4e by L1 0.00 dB
L3 1 PLIN 27.37956238 W
sFo1 500.2623943 MHz
s1 32768
sF 500.2600063 MHz
o hhon WOW Y]
558 0
18 0.20 Hz
o8 0
C 1.00

8.25 8.21 823 8.2 ppa 753 1.2 7.51 1.50  ppm

Slika P4. *H-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (500 MHz)
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GEMINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE

cq.
Width 15000.0 Hz

Arrayed repetitions

OBSERVE C13, 50.2829601 MH2z
DECOUPLE H1, 199.3722306 MHz
Pe 0 dB

Line broadening 1.5 Hz
FT size 32768
Total time 3 minutes
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Slika P5. **C-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (50 MHz)

8 q¢ g A o e s
w oo St 7 - 7
a 93 93 & s Date_ 20100816
Time 11.42
| | t l | INSTRI spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULBR 2gpg3t
™ 32768
SOLVENT DMSO
NS 479
4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
aQ 0.5505524 sec
RG 1030
oW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 2.00000000 sec
D1 0.03000000 sec
™0 1
mmmmmss CHANNEL f] sssss===
NuCl
Pl 11.50 usec
PL1 3.00 dB
PLIW 32.22848892 w
SFol 125.8043140 MHz
wmmms CHANNEL f2 swwmmmms
CPDPRG2 waltzlé
Nuc2 1H
PCPD2 80.00 usec
1.20 dB
PL12 18.40 dB
PL13 18. .
PL2W 20.76952171 W
PL12W 0.39575511 w
PL13W 0.39575511 w
SFO2 500.2623942 MHz
ST 32768
sF 125.7905358 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.50 Hz
GB 0
PC 1.40
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Slika P6. *C-NMR spektar liganda 3-acetilpiridina (3-acpy) (126 MHz)
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2A-36
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
1st pulse arr
2nd pulse 54.0 degrees
Acq. time 2.08
Width 4600.0 Hz
Arrayed repetitions
OBSERVE H1, 199.9720316 MHz
DATA PROCESSING o
Line broadening 0.2 Hz =
FT size 32768
Total time 1 minutes d
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DE .50 usec
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b1 2.00000000 sec

™0 1

...... == CHANNEL f] ==s===s==

NyC1
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eLL 0.00 dB

BLIW 27.37956238 W

SFO1 00.2622628 MHz
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WoW &
.80 prm 780 o iy 0.20 1
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eC 1.00

Slika P10. *H-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (500 MHz)
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-6

: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr"

cq. time

width 15000.0 Hz

Arrayed repetitions
VE

OBSERVE C13, 50.2829601 WHZ
DECOUPLE H1, 199.9722306 MHz
Powe

continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz

FT size 32768 b
Total time 3 minutes . 2
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Slika P11. *C-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (50 MHz)
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Q 0.5505524 sec
RG 1030
oW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
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D11 03000000 sec
00 1
R I § G—
NUCL 13¢
P1 11.50 usec
PL1 .00 dB
PLIW 32.22848892 W
E 125.8043140 MHz
[R—C N Y —
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NUC2 1H
PCPD2 80.00 usec
PL2 1.20 dB
PL12 18.40 dB i
PL13 18.40 dB
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PL12W 0.39575511 W
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BC 1.40
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Slika P12. **C-NMR spektar liganda 4-acetilpiridina (4-acpy) (126 MHz)
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Slika P14. *"H-NMR spektar liganda 2,3-pydc (500 MHz)
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Slika P16. IC spektar liganda 2,4-pydc
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Slika P18. 'H-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u D;O (200 MHz)
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Slika P19. **C-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u DMSO (126 MHz)
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Slika P20. **C-NMR spektar liganda 2,4-pydc sniman u D-O (50 MHz)
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Slika P21. IC spektar liganda 2,5-pydc
L25P0C
Sol t: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed
2nd pulse 90.0 degrees
Acq. time 3.4 se
Width 4600.0 Hz
Arrayed repetitions
BSERVE H1, 189.9720319 MHZz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz -
FT size 32768 L1
Total time 2 minutes none
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—_ .01
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Slika P22. *H-NMR spektar liganda 2,5-pydc sniman u DMSO (200 MHz)
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Slika P23. *H-NMR spektar liganda 2,5-pydc sniman u D,O (200 MHz)

L25POC
Solvent: dmso
Ambient temperature
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PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
15t pulse arrayed

2nd pulse 73.6 degrees
Acq. time 1.067 sec
wWidth 15000.0 Hz
Arrayed repetitions
OBSERVE  C13

continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz
FT size 32768

Total time 30 minutes
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Slika P24. *C-NMR spektar liganda 2,5-pydc sniman u DMSO (50 MHz)
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Slika P26. *H-NMR spektar liganda 2,6-pydc sniman u D,O (200 MHz)
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Slika P27. *C-NMR spektar liganda 2,6-pydc sniman u D,0 (50 MHz)
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Slika P28. IC spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy).Cl;]
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1-36
Solven
Ambiont lamperalure

GEMINI-200

PuLSE s:nuzucz

Relax.

broadening 0.2 Hz
e Size 92768
Total time 1 minutes
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Slika P29.

106

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr*

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayad

1st pulse arrayed

2nd pulsa 73.6_degrees

ime 1. 067 sec

Vidth 15000.0 H:

Arrayed repatltions
OBSERVE C13, 50.2829619 MHz
DECOUPLE Nl, 199.8722306 MHz
Power 0 d

continuous

WALTZ-16 nodnlutad

DATA PROCESSING

Line broaden(ng 1.5 Hz

FT size 3276

Total time 62 minutes

195.596

'H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy).Cl.] (200 MHz)
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Slika P30. *C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy),Cl,] (50 MHz)
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Slika P32. *H-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy).Cl,] (200 MHz)
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2-36,

Solvent: dmso

Anbient temperature
GEMINI-200 “nmr*

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

1st pulse arraye

2nd pulse 73.6 degrees

Acq. time 1.067 sec

width 15000.0 Hz

Arrayed repetitions

OBSERVE C13, 50.2829610 MHz
DECOUPLE 1, 199.3722306 MHZ
Power 0 dB

cont nuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

ine broadening 1.5 Hz
FT size 32768
Total time 78 minutes

196.889

154.392
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154.792

—— TR

144.213

40.119
39.281
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27.208

T T T
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Slika P33. **C-NMR spektar kompleksa trans-[Pt(4-apy)-Cl,] (50 MHz)
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Slika P34. IC spektar kompleksa trans-[Pt(3-apy).Cl,]
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Mpunor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

[MoTnucaHu-a FopgaHa M. Pakuh

Bpoj ynuca 578

UsjaBrbyjem
[la je foKTOpCKa AucepTauuja nof HacsioBoM

CwuHTesa, KapakTepuaaumja u aHTUTyMopCKa akKTUBHOCT mpaHc-komnnekca Pi(ll) n

Pt(IV) ca nupnauHckum gdepuBaTtma Kao nuraHgmma

e pe3ynTtarT CONMCTBEHOr NCTPaXXBadKor pana,

e [a npeasioxeHa aucepTauumja y LenvHW HU Y AenoBuma Huje buna npennoxeHa
3a gobujarbe GuUNo koje OunsioMe npema CTyAWjCKMM MporpamumMa Apyrux
BUCOKOLLKOSCKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntaTth KOPEKTHO HaBedeHN U

e [a HUcam Kplumo/na ayTopcka MnpaBa W KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, _07.04.2017. roa.

T Pank




Mpunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eJIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paga

Vime u npesume aytopa FopagaHa M. Pakuh
6poj ynuca 578
CTyaujckn nporpam [oKTop XemMujcknx Hayka

Hacnos paga CuHTe3a, Kapakrtepusaumja 1 aHTUTYMOPCKA aKTUBHOCT
mpaHc-komnnekca Pt(l) n Pt(1V) ca nupunanHcknum gepusarnma kao
nvrasanma

MenTopu___ap Camna [prypuh-Linnka n ap Xusocnas Telunh

[ToTnucann [opaaHa Pakuh

u3jaBrbyjem [a je LiTamnaHa Bep3uja Mor LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA EefeKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npegao/ma 3a objaBrbuBawe Ha noptany OurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteTta y beorpagy.

[osBorbaeam Oa ce objaBe MoOjU NUYHKM Mojauu BesaHu 3a fobujar-e akagemckor
3Bakba [0KTOopa Hayka, kao LITo ¢y MMe U npesnMe, roguHa u Mecto poferwa 1 gatym
oabpaHe paga.

OBU nNUYHM nojaunm Mory ce o6jaBUTU Ha MPEXHUM CcTpaHuuamMa gurutanHe
B6ubnunoTeke, y eNnekTpoHCKOM KaTanory u'y nybnuvkaumnjama YHuBepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc AokTopaHaa

Y Beorpagy, _ 07.04.2017. rog.

T fauls




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnauwhyjem YHuepsuTeTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ma y LOurutanHu
penosuTopujym YHuBepauTeTa y beorpafy yHece MOojy LOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HaCnoBOM;

CuHTesa, KapakTepusaumja 1 aHTUTYMOpCKa akTUBHOCT mpaHc-komrnekca Pi(ll) n
Pt(IV) ca nupugnHckum gepusatnumMa Kao nimraHguma

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[ucepTauujy ca cBUM NpuiosrMa npegao/na cam y enekTpoHckom opmary norogHom
3a TpajHO apxuBUpak-e.

Mojy OoKTopcKy AucepTauujy noxpareHy y [JurutanHu pernosutopujyMm YHuBep3uTeTa
y Beorpagy mory fa KopucTe CBW Koju MoLTYjy ogpenbe cagpxaHe y ofabpaHom tuny
nuueHue KpeaTueHe 3ajegHulle (Creative Commons) 3a kojy cam ce ofny4dvo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIMjarnHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjarHO — AefNTY Mo NCTUM YCrioBrMa
5. AyTopcTBO — Ge3 npepage

6. AyTOpCTBO — LenuTu Nog UCTUM yCroBMMa

(Monumo ga 3aoKpyXuTe camo jefHy of LlecT MoHyheHWx NuueHUM, KpaTak onuc
AuUeHuK oaT je Ha nonefhuHu nucra).

MoTnuc gokrtopaHga

Y beorpagy, _07.04.2017. rog.

T Poeul
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