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SINTEZA, KARAKTERIZACIJA I ISPITIVANIJE BIOLOSKE
AKTIVNOSTI KOMPLEKSA Zn(11) I Mn(Il1) SA HIDRAZONIMA
HETEROAROMATICNIH KETONA

REZIME

Ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije obuhvataju izuCavanje koordinacionih i
bioloSkih svojstava kondenzacionih proizvoda 2-acetil-6-bromopiridina, 2-acetiltiazola i 2-
acetilpirazina sa Zirarovim T reagensom i sa tiosemikarbazidom kroz sintezu i potpunu strukturnu
karakterizaciju njihovih kompleksa Zn(II) i Mn(II) sa razli¢itim monodentatima (NCO~, NCS™ i N3")
I bez njihovog prisustva.

Sintetisani su sledeci ligandi:

1. derivat 2-acetil-6-bromopiridina i Zirarovog T reagensa: (E)-2-(2-(1-(6-bromopiridin-2-
il)etiliden)hidrazinil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-1-aminium (HL!CI);

2. derivat  2-acetil-6-bromopiridina i  tiosemikarbazida:  (E)-2-(1-(6-bromopiridin-2-
il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid (HL?);

3. derivat 2-acetilpirazina i tiosemikarbazida: (E)-2-(1-(pirazin-2-il)etiliden)hidrazin-1-
karbotioamid (HL3);

4. derivat 2-acetiltiazola i1 tiosemikarbazida: (E)-2-(1-(tiazol-2-il)etiliden)hidrazin-1-
karbotioamid (HL?).

Navedeni ligandi koris¢eni su za sintezu novih kompleksa:

[ZnLY(NCO).];
[Zn(L1)2](BFa4)2;
[Zn Ll(Ng)z];
[Zn(L2)];
[Mn(L?).];
[Mn(L3)2];
[ZnLA(NCS)(H20)].

NogokrwnpE

Za poredenje eksperimentalnih rezultata koriS¢eni su prethodno sintetisani kompleksi:

8. [Zn(L%:];
9. [Mn(L%)s].

Sintetisani kompleksi okarakterisani su rendgenskom strukturnom analizom, elementalnom
analizom, IR spektroskopijom, UV-Vis spektroskopijom, *H NMR i ¥C NMR spektroskopijom.
Kristalografska analiza pokazala je da sintetisani kompleksi formiraju mononuklearne koordinacione
jedinice u kojima se hidrazonski ligandi vezuju tridentatno, preko NNO ili NNS donorskog seta, pri
¢emu nastaju pentakoordinovane ili oktaedarske strukture u zavisnosti od prirode liganda, metalnog
centra i prisustva dodatnih anjonskih liganada. Spektroskopski podaci bili su u saglasnosti sa
rezultatima rendgenske strukturne analize i potvrdili su koordinaciju preko azometinskog azota i
karbonilnog kiseonika ili tioamidnog sumpora. Antimikrobna aktivnost ispitana je mikrodelucionom
metodom na slede¢im sojevima Gram-negativnih bakterija: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Proteus hauseri (ATCC 13315), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 10031); sojevima Gram-pozitivnih bakterija: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus
spizizenii (ATCC 6633), Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Micrococcus luteus
(ATCC 10240); i sojevima gljivica: Candida albicans (ATCC 10231), Aspergillus brasiliensis
(ATCC 16404); i na jednom soju kvasca: Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763). Citotoksi¢na
aktivnost ispitana je MTT testom na pet humanih malignih ¢elijskih linija: ¢elijama adenokarcinoma



grlica materice (HeLa), ¢elijama mijeloidne leukemije (K562), ¢elijama adenokarcinoma dojke
(MDA-MB-231), ¢elijama adenokarcinoma debelog creva (LS 174T) i ¢elijama karcinoma pluca
(A549), kao i na ¢elijama normalnih humanih fibroblasta (MRC-5). Bioloska ispitivanja pokazala su
da kompleksiranje hidrazonskih liganada sa Zn(II) i Mn(II) jonima znacajno utic¢e na antimikrobnu i
citotoksi¢nu aktivnost, pri ¢emu su pojedini kompleksi pokazali izrazeniju aktivnost i povoljniju
selektivnost u odnosu na odgovarajuce slobodne ligande. Za procenu stabilnosti kompleksa u rastvoru
primenjeni su DFT proracuni, dok su za odabrane komplekse koris¢eni i TDDFT proracuni radi
interpretacije elektronskih apsorpcionih spektara. Dobijeni rezultati ukazuju na znacaj racionalnog
dizajna hidrazonskih kompleksa Zn(11) i Mn(11) kao potencijalno bioaktivnih koordinacionih sistema.

Kljuéne rec¢i: hidrazonski ligandi, Zn(ll) kompleksi, Mn(ll) kompleksi, kristalna struktura,
antimikrobna aktivnost, citotoksi¢ni efekat, teorijski proracuni.

Naucna oblast: Neorganska hemija
UZa naucna oblast: Koordinaciona hemija

UDK broj: 546



SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF THE
BIOLOGICAL ACTIVITY OF Zn(I1) AND Mn(l1) COMPLEXES WITH
HYDRAZONES OF HETEROAROMATIC KETONES

SUMMARY

Investigations within this doctoral dissertation include the study of the coordination and
biological properties of the condensation products of 2-acetyl-6-bromopyridine, 2-acetylthiazole and
2-acetylpyrazine with Girard's T reagent and with thiosemicarbazide through the synthesis and
complete structural characterization of their Zn(ll) and Mn(ll) complexes with different
monodentates (NCO~, NCS™ and N3") and without their presence.

The following ligands were synthesized:

1. derivative of 2-acetyl-6-bromopyridine and Girard's T reagent: (E)-2-(2-(1-(6-bromopyridin-
2-yl)ethylidene)hydrazineyl)-N,N,N-trimethyl-2-oxoethan-1-aminium (HLCI);

2. derivative of 2-acetyl-6-bromopyridine and thiosemicarbazide: (E)-2-(1-(6-bromopyridin-2-
ylethylidene)hydrazine-1-carbothioamide (HL?);

3. derivative  of  2-acetylpyrazine and  thiosemicarbazide:  (E)-2-(1-(pyrazin-2-
ylethylidene)hydrazine-1-carbothioamide (HL?3);

4. derivative  of  2-acetylthiazole and thiosemicarbazide: (E)-2-(1-(thiazol-2-
yl)ethylidene)hydrazine-1-carbothioamide (HL#).

The mentioned ligands were used for the synthesis of new complexes:

[ZnLY(NCO).];
[Zn(LY)2](BF4)2;
[ZnLY(N3)2];
[Zn(L?),];
[Mn(L32)];
[Mn(L3).];
[ZnLA(NCS)(H20)].

Previously synthesized complexes were used to compare the experimental results:

8. [Zn(L%:];
9. [Mn(L%)s].

NoookrwnPE

The synthesized complexes were characterized by X-ray structural analysis, elemental
analysis, IR spectroscopy, UV-Vis spectroscopy, 'H NMR and *C NMR spectroscopy.
Crystallographic analysis showed that the synthesized complexes form mononuclear coordination
units in which the hydrazone ligands bind tridentately, through the NNO or NNS donor set, resulting
in pentacoordinated or octahedral structures depending on the nature of the ligand, the metal center
and the presence of additional anionic ligands. The spectroscopic data were in agreement with the
results of X-ray structural analysis and confirmed the coordination via azomethine nitrogen and
carbonyl oxygen or thioamide sulfur. Antimicrobial activity was tested by the microdilution method
on the following strains of Gram-negative bacteria: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Proteus hauseri (ATCC 13315), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031);
strains of Gram-positive bacteria: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus spizizenii
(ATCC 6633), Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Micrococcus luteus (ATCC 10240); and
fungal strains: Candida albicans (ATCC 10231), Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404); and on one
yeast strain: Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763). Cytotoxic activity was tested by MTT test on
five human malignant cell lines: cervical adenocarcinoma cells (HelLa), myeloid leukemia cells



(K562), breast adenocarcinoma cells (MDA-MB-231), colon adenocarcinoma cells (LS 174T) and
lung carcinoma cells (A549), as well as on normal human fibroblast cells (MRC-5). Biological tests
showed that the complexation of hydrazone ligands with Zn(Il) and Mn(Il) ions significantly affects
the antimicrobial and cytotoxic activity, whereby certain complexes showed more pronounced
activity and more favorable selectivity compared to the corresponding free ligands. DFT calculations
were used to evaluate the stability of the complex in solution, while TDDFT calculations were used
for the selected complexes to interpret the electronic absorption spectra. The obtained results indicate
the importance of the rational design of Zn(Il) and Mn(Il) hydrazone complexes as potentially
bioactive coordination systems.

Key words: hydrazone ligands, Zn(I11) complexes, Mn(I1) complexes, crystal structure, antimicrobial
activity, cytotoxic effect, theoretical calculations.

Scientific field: Inorganic chemistry

Scientific subfield: Coordination chemistry

UDC number: 546



Lista skracenica
ATR — tehnika oslabljene totalne refleksije (engl. Attenuated Total Reflection)

CCDC - jedinstveni broj deponovane kristalne strukture (engl. Cambridge Crystallographic Data
Centre)

CFU/ml - jedinice koje formiraju kolonije po mililitru (engl. colony-forming units per milliliter)
COSMO - solvatacioni model (engl. Conductor-like Screening Model)

COX — ciklooksigenaza

DFT — teorija funkcionala gustine (engl. Density Functional Theory)

DMSO - dimetil-sulfoksid

DMSO-ds — deuterisani dimetil-sulfoksid

FabH — B-ketoacil-ACP sintaza Ill

FBS — fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine Serum)

FDA — Americka Agencija za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration)

FT-IR — infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier Transform
Infrared spectroscopy)

HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonat (pH stabilizujuéi pufer)

HL!CI - (E)-2-(2-(1-(6-bromopiridin-2-il)etiliden)hidrazinil)-N,N,N-trimetil-2-oksoetan-1-aminium
HL? — (E)-2-(1-(6-bromopiridin-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid

HL2 — (E)-2-(1-(pirazin-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid

HL* — (E)-2-(1-(tiazol-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid

ICs0 — inhibitorna koncentracija (engl. Inhibitory concentration)

MeOH — metanol

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija (engl. Minimum inhibitory concentration)
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid

MtDXR — 1-deoksi-D-ksilulozo 5-fosfat reduktaza iz Mycobacterium tuberculosis
NAD* — nikotinamid adenin dinukleotid

NADP* — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NAH — N-acil hidrazoni

NMR — nuklearno magnetna rezonanca (engl. Nuclear magnetic resonance)

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

Pl — propidijum jodid
ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. Reactive Oxygen Species)

RPMI — kultivacioni medijum za ¢elije



SMD - implicitni model solvatacije (engl. Solvation Model based on Density)
SOD - superoksid dismutaza

TDDFT — vremenski zavisna teorija funkcionala gustine (engl. Time-Dependent Density Functional
Theory)

TZP — tip baznog seta u DFT proracunima (engl. Triple-Zeta plus Polarization)
UV-Vis — ultraljubicasta spektroskopija (engl. Ultraviolet-visible spectroscopy)
WHO - svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
XRD - difrakcija X-zraka (engl. X-ray Diffraction)

ZORA - regularna aproksimacija nultog reda (engl. Zeroth-Order Regular Approximation)
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1. UVOD

Jedinjenja na bazi hidrazona, koja karakteriSe prisustvo azometinske (ili iminske) grupe
(R1R2C=N-R3), kao i njihovi odgovarajuc¢i metalni kompleksi, predstavljaju jednu od najintenzivnije
proucavanih klasa bioaktivnih jedinjenja. U zavisnosti od prirode supstituenata R1, R2 i R3, odnosno
od prisustva dodatnih donorskih atoma i moguénosti tautomerizacije/deprotonacije, hidrazoni mogu
pokazivati razli¢ite nacine koordinovanja — bidentatno, tridentatno ili tetradentatno. Pri tome kao
donorski atomi najcesc¢e ucestvuju N, O 1/ili S, omogucavajuéi formiranje stabilnih kompleksa sa
metalnim jonima [1]. Zbog svog raznovrsnog farmakoloskog potencijala i jednostavne sinteze, ova
jedinjenja su predmet brojnih istrazivanja. IstraZivanja hidrazona kao dijagnostickih i terapeutskih
agenasa zasnivaju se na optimizaciji ovih jedinjenja u smislu selektivnosti i biokompatibilnosti, Sto
bi unapredilo njihovu prakti¢nu primenu [2].

Poseban izazov u savremenoj medicini predstavljaju maligne bolesti i rastuca rezistencija
mikroorganizama na postojece antibiotike [3]. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije
(WHO) i globalnim procenama GLOBOCAN-a za 2022. godinu, maligne bolesti su vode¢i uzrok
smrtnosti, odgovorne za jedan od svakih Sest smrtnih sluc¢ajeva [4]. U tom kontekstu, razvoj novih
bioaktivnih metalnih kompleksa baziranih na hidrazonima ima potencijal da ponudi alternativne
terapeutske pristupe.

Posebno su interesantni kompleksi Zn(Il) i Mn(ll) sa hidrazonskim ligandima, jer ovi
biometali ve¢ imaju potvrdene uloge u klju¢nim biohemijskim procesima. Cink je esencijalan
mikroelement prisutan u katalitiCkim centrima viSe od 300 enzima, gde ucestvuje u regulaciji
transkripcije, sintezi proteina i imunskom odgovoru [5-7]. Zn(11) kompleksi su interesantni za razvoj
bioaktivnih jedinjenja pokazujuci potencijal u leCenju malignih oboljenja zahvaljujuéi svojoj niskoj
toksic¢nosti, redoks stabilnosti i izrazenoj biokompatibilnosti [8]. Kompleksi Zn(Il) sa hidrazonima
pokazali su znacajnu antimikrobnu, antifungalnu i antitumorsku aktivnost, pri ¢emu se Cesto istice
poboljsana selektivnost i smanjena toksi¢nost u odnosu na slobodne ligande [9]. S druge strane,
mangan je kofaktor brojnih oksidoredukcionih enzima, ukljucuju¢i superoksid dismutazu, ¢ime
doprinosi antioksidativnoj zastiti ¢elija i homeostazi oksidativnog stresa [10]. Hidrazonski kompleksi
Mn(1II) pokazali su izraZzenu antimikrobnu, antifungalnu i citotoksi¢nu aktivnost, ¢esto uporedivu sa
standardnim lekovima poput cisplatine ili amfotericina B [11].

Imaju¢i u vidu navedena farmakoloski znacajna svojstva ovih jedinjenja, cilj ove teze jeste
sinteza 1 karakterizacija novih kompleksa Zn(II) i Mn(II) sa hidrazonima heteroaromati¢nih ketona,
uz detaljno ispitivanje njihove bioloSke aktivnosti. Posebna paznja posvecena je tridentatnim
nacinima koordinacije, pri kojima NNO i NNS donorski setovi omogucavaju formiranje dva stabilna
spojena petoc¢lana helatna prstena. Na taj na¢in mogu nastati bis-ligandni kompleksi, dok dodatak ko-
liganada, poput azida i tiocijanata, omoguc¢ava formiranje mono-ligandnih kompleksa u kojima je
koordinaciona sfera jona cinka(ll) i mangana(ll) dopunjena monodentatnim ligandima.

Hipoteze rada su:

» Da ¢e koordinacija hidrazonskih liganada sa Zn(II) i Mn(II) dovesti do formiranja stabilnih
kompleksa sa specifiénim strukturnim svojstvima.

* Da ¢e dobijeni kompleksi pokazati izraZzeniju biolosku aktivnost u odnosu na slobodne
ligande, zahvaljuju¢i sinergiji metalnog centra i hidrazonskog fragmenta.

 Da ¢e rezultati doprineti razumevanju odnosa struktura—aktivnost ovih jedinjenja i
potencijalno otvoriti put ka razvoju novih terapeutskih kandidata.
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» Da ¢e DFT proracuni doprineti proceni/podrzati tumacenje stabilnosti formiranih kompleksa
u ispitivanom rastvoru.

Teza je organizovana u sledece celine:

« U prvom delu (OPSTI DEO) prikazan je teorijski okvir i pregled literature o hidrazonima i
njihovim kompleksima sa piridinskim, tiazolskim i pirazinskim ligandima, kao i bioloski aktivnih
jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze pomenute fragmente. Takode, pomenuta je uloga Zn(II)
1 Mn(II) kao bioelemenata u klju¢nim procesima u organizmu.

* U drugom delu rada (EKSPERIMENTALNI DEO) detaljno su opisani postupci sinteze
liganada i kompleksnih jedinjenja, kao i primenjene metode strukturne karakterizacije, teorijskih
proracuna i ispitivanja bioloSke aktivnosti.

» Trec¢i deo (REZULTATI I DISKUSIJA) predstavlja rezultate spektroskopske karakterizacije
i rendgenske strukturne analize sintetisanih kompleksnih jedinjenja, kao i rezultate ispitivanja
antimikrobne i citotoksi¢ne aktivnosti.

«  Zavr$ni deo rada (ZAKLJUCAK) sadrzi sistematizovane klju¢ne uvide i istaknute doprinose
sprovedenog istrazivanja.



2. OPSTI DEO

2.1. Tipovi hidrazonskih liganada

Hidrazidi, hidrazoni i hidrazid-hidrazoni (prikazani na Semi 1) predstavljaju znacajnu klasu
organskih jedinjenja koja sadrze azot kao kljucni heteroatom, Sto im omogucava raznovrsnu
reaktivnost i Siroku primenu u organskoj sintezi, medicinskoj hemiji, dizajnu lekova, koordinacionoj
i supramolekulskoj hemiji [12-15]. Njihova medusobna povezanost proizilazi iz hemijskih
transformacija koje omogucavaju prelazak iz jedne klase jedinjenja u drugu, Sto doprinosi strukturnoj
raznolikosti i moguénosti finog podesavanja fizi¢ko-hemijskih i bioloskih svojstava.

e g

H,N——NH 1

a) b) ¢)

Sema 1. a) Struktura segmenata hidrazida, b) hidrazona i ¢) hidrazid-hidrazona

Hidrazidi su derivati karboksilnih kiselina koji kao funkcionalnu grupu sadrze
—C=0-NH-NHz: (Sema 1. a). Nastaju reakcijom karboksilnih kiselina ili njihovih derivata (najcesce
hlorida, estara ili anhidrida) sa hidrazinom (N2Ha). Opsta formula hidrazida moze se predstaviti kao
R—C=0O-NH-NH-, gde R predstavlja organski ostatak (alkilni, arilni ili heteroarilni). Dva direktno
povezana azotova atoma u strukturi pretezno su odgovorna za interakcije sa odredenim enzimima i
receptorima [16]. Hidrazidi su znadajni kao intermedijeri u sintezi raznovrsnih jedinjenja,
zahvaljujuéi prisustvu nukleofilnih i elektrofilnih centara [17]. Oni lako ulaze u kondenzacione
reakcije sa karbonilnim jedinjenjima, pri ¢emu se formiraju hidrazoni.

Hidrazoni predstavljaju klasu jedinjenja koja nastaje kondenzacijom hidrazina (ili njihovih
derivata) sa aldehidima ili ketonima stvaraju¢i -C=N—-NH- fragment (Sema 1. b). Oni su fleksibilni
u sintezi 1 korisni u medicinskoj hemiji, §to pokazuju brojni primeri sinteze 1 ispitivanja bioloSke
aktivnosti hidrazona (u domenu antibakterijske, antitumorske aktivnosti itd.). Opsta struktura
hidrazona prikazuje se formulom RR1—C=N-NH-R>, pri ¢emu priroda supstituenata na R-mestima
znacajno determiniSe varijacije u njihovoj bioloskoj aktivnosti. Hidrazoni se takode $iroko primenjuju
kao ligandi u koordinacionoj hemiji, kao 1 u dizajnu senzora zbog mogucénosti reverzibilne reakcije
sa karbonilnim jedinjenjima [18,19]. Hidrazoni poseduju nukleofilne azotove atome i ugljenikov
atom koji moze delovati i kao elektrofil i kao nukleofil zbog C=N veze konjugovane sa slobodnim
elektronskim parom na atomu azota. Takode, prisustvo kiselog N—H protona znacajno doprinosi
reaktivnosti 1 medumolekulskim interakcijama ovih jedinjenja, prvenstveno kroz formiranje
intermolekulskih vodoni¢nih veza tipa N—H---O=C. Pored toga, stabilizacija elektronske strukture
ostvaruje se putem orbitalnih donor—akceptor interakcija (npr. n—n*, n—c* i n—n*), kao i kroz
delokalizaciju elektronske gustine, $to dodatno uti¢e na stabilnost i reaktivnost molekula [20]. Zbog
njihovih farmakoloSkih 1 bioloSkih karakteristika, hidrazoni su kljuéni prekursori pri sintezi
heterocikli¢nih molekula [20].



Hidrazid-hidrazoni predstavljaju klasu strukturno slozenih jedinjenja koja u okviru istog
molekula objedinjuju karakteristike hidrazida i hidrazona, tj. imaju fragment —C=N—-NH—CO(S)—
(Sema 1. ¢). Ova jedinjenja, poznata pod nazivom N-acil hidrazoni (NAH), predstavljaju specifi¢énu
klasu hidrazonskih derivata kod kojih je azotov atom hidrazonske grupe supstituisan acilnim
fragmentom. Dobijaju se reakcijom hidrazida sa aldehidima ili ketonima, $to ¢ini most izmedu ova
dva funkcionalna sistema (Sema 2). Ova klasa jedinjenja je posebno interesantna jer kombinuje
reaktivnost obe funkcionalne grupe: amidne i iminske, §to omogucava dodatne modifikacije i
interakcije sa bioloskim sistemima, narocito u smislu antitumorskih svojstava [21-24].

0 0() MeOH R, o
Ry, R, - alkil, aril
+ CH;COOH (2-3 kapi) u 1, R - alkil, arl
NH > R. Rs-alkil, aril, NH,
s refluks 2h x N 3
R R R; N R, N
1 2 H

0()
Sema 2. Opéta reakcija sinteze hidrazid-hidrazona

Zbog ove dualne prirode, hidrazid-hidrazoni su ¢esto prisutni u dizajnu bioaktivnih molekula,
kao i u razvoju novih koordinacionih kompleksa i senzora. Mogu pokazivati jacu biolosku aktivnost
u odnosu na odgovarajuce hidrazide ili hidrazone, zahvaljujuci sinergiji funkcionalnih grupa [25].
Trenutno, neki lekovi koji se koriste u leéenju, kao $to su Furazolidon (antibiotik, antiprotozoik),
Nitrofurazon (antibiotik), Nifuroksazid (anti-infektiv) i Aldoksorubicin (hemioterapeutik), sadrze
hidrazid-hidrazonski fragment kao farmakoforu [26-28]. Pored Sirokog spektra aktivnosti, hidrazid-
hidrazoni su veoma korisni intermedijeri u sintezi heterocikli¢nih molekula kao Sto su 1,3-tiazolidin-
4-oni [29], 2-azetidinoni [30], 1,3,4-oksadiazolini [31]. Takode, ova klasa jedinjenja pokazala je
potencijal da moduliSe klju¢ne biohemijske puteve ukljuene u inflamatorne procese. Njihova
strukturna raznolikost omogucava fino podeSavanje farmakokinetickih i1 farmakodinamickih
svojstava za razvoj derivata sa ciljanim dejstvom. Farmakofora koja sadrzi N-acil hidrazonsku grupu
odgovorna je za vezivanje i inhibiciju izoformi COX-1 (ciklooksigenaze-1) i COX-2
(ciklooksigenaze-2) ¢ime se ostvaruje antiinflamatorni efekat [32-36].

Uzimaju¢i u obzir multifunkcionalno dejstvo i jedinstvena svojstva hidrazid-hidrazona, u
okviru ove disertacije sintetisana je serija hidrazonskih derivata na bazi 2-acetil-6-bromopiridina,
2-acetiltiazola, i 2-acetilpirazina sa Zirarovim T reagensom i tiosemikarbazidom (Sema 3).
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Sema 3. Prekursori kori$¢eni za sintezu liganada HLCI-HL*

2.2.  Kompleksi sa piridinil-hidrazonskim ligandom

Vecina azotnih heterocikli¢nih jedinjenja je bioloski aktivna i Cesto se koristi u dizajnu lekova.
Sestoélani heteroaromati¢ni prsten, posebno piridinski, prisutan je u vaznim bioloskim molekulima
poput alkaloida (nikotin), vitamina (niacin, B3; piridoksin, B6), i koenzima (NAD*, NADP*) [37].
Prema podacima FDA (Agencija za hranu i lekove, SAD), oko 60 % lekova sadrzi azotne
heterocikli¢ne strukture [38]. Takode u jednoj od analiza FDA-odobrenih lekova iz perioda 2014—
2023 identifikovani su lekovi koji sadrze piridinske prstenove, §to pokazuje ucestalost ove vrste
azotnih heterocikli¢nih struktura [39].

Piridinilhidrazoni iz tog razloga predstavljaju zanimljivu klasu liganada jer u svojoj strukturi
kombinuju piridinski prsten sa hidrazonskom funkcionalnom grupom, koja omogucava keto-enolnu
tautomeriju i koordinaciju putem vise donorskih mesta (obi¢no N i O atoma). Zbog ovoga, ligandi se
Cesto ponasaju kao polidentatni, formiraju¢i stabilne helatne komplekse sa razli¢itim prelaznim
metalima [40,41]. Jedinjenja sa piridinom u svom sastavu, privukla su znacajnu paznju u vise
istrazivackih oblasti. To je uglavnom povezano sa njihovom jedinstvenom funkcionalnom ulogom u
organskoj hemiji [42], lakom konverzijom u razliite derivate [43], znacajnim uticajem na
farmakolosku aktivnost, kao i primenom kao farmakofora u medicinskoj hemiji [44,45]. Zbog svojih
svojstava, ukljucujuéi baznost, rastvorljivost u vodi, stabilnost, sposobnost formiranja vodoni¢nih
veza i malu molekulsku masu [46-48], piridinilhidrazoni su bili predmet istrazivanja u okviru nase
istrazivacke grupe, te se pregled literature fokusira na dosadasnja istrazivanja njihovih metalnih
kompleksa (tabela 1).



Tabela 1. Pregled piridinil-hidrazonskih liganada i odgovaraju¢ih metalnih kompleksa

Ligand Oznaka Kompleks Ref.

HaoL (1) [C02L2](NO3)2:2H20-0.5C2HsOH  [49]

:" HL?! (2) [ZnCl2(HLY)2] [50]
(3) [Co(LY)2][Co(NCS)4]BF4 [51]
(4) [ZnL* (SCN),] [52]

(5) [CA(HLY)(SCN)3] [52]

(6) [Cuz(L1)2(u1,1-N3)2] (Cl04)2 [53]

(7) [CuLCI]CIO, [53]
(8) [CULICIJNO; [54]
(9) [Cuz(L1)2Cl2] (BF )2 [54]
(10) [Co(L*)(N3)3] [55]
(11) [Zn(L?)(Na)e] [56]
(12) [Ni(L?)(N3)s] [57]

Navedene reference odnose se na publikovane radove u kojima je opisana sinteza i/ili kristalna struktura datih jedinjenja.
Crvenom isprekidanom linijom na strukturnoj formuli liganda istaknut je piridinski prsten kao zajednicki
heteroaromati¢ni fragment ove serije jedinjenja. Oznake liganada (npr. HL!, HoL i dr.) preuzete su iz originalnih
publikacija i sluze isklju¢ivo za oznacavanje jedinjenja u tim radovima; one nisu povezane sa oznakama novosintetisanih
liganada i kompleksa kori§¢enim u ovoj tezi.



U reakciji liganda HzL sa 2,2'-dipiridilaminom i Co(NOs3)2-6H20 u etanolu (1:1:1 molski
odnos), dobijen je kompleks [Co2L2](NO3)2-2H20-0.5C2HsOH (1) (slika 1). Jon Co(lll) u ovom
kompleksu je heksakoordinovan preko piridinskog atoma azota, azometinskog atoma azota i
karbonilnog atoma kiseonika iz deprotonovanog hidrazonskog liganda (NNO koordinacija).
Geometrija oko jona Co(l1I) moze se opisati kao iskrivljena oktaedarska gde su parovi kiseonika iz
karbonilne grupe i atomi azota iz piridina medusobno u Cis polozaju, dok hidrazidni atomi azota
zauzimaju trans polozaj jedan u odnosu na drugi [49].

,/ A%

4 Nl

Slika 1. Prikaz strukture kompleksa [Co2L2](NOz)2-2H20-0.5C2Hs0H (1)

U reakciji liganda HL?! sa Zn(CH3COO)2:2H20 u metanolu (1:1 molski odnos), dobijen je
kompleks [ZnCl2(HL1)2] (2) (Slika 2). Geometrija oko jona Zn(ll) je tetraedarska, gde su dva liganda
monodentatno koordinovana preko azotovog atoma iz piridina, a preostala dva koordinaciona mesta
zauzimaju hlorido ligandi [50].
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Slika 2. Prikaz strukture kompleksa [ZnCl>(HL1)2] (2)

U reakciji liganda HL!CI sa Co(BF4)2-6H20 u metanolu i nakon dodatka NH4SCN (1:1:3
molski odnos), dobijen je kompleks [CoL1][Co(NCS)4]BF (3) (slika 3). U [CoL;]** kompleksnom
katjonu dva molekula liganda u cviterjonskom (zwitter) jonskom obliku koordinovana su za centralni

metalni jon u mer polozaju, formirajuci oktaedarski kompleks gde su dva azota i kiseonik donorski
atomi (NNO koordinacija) [51].



Slika 3. Prikaz strukture kompleksa [CoL';][Co(NCS)4]BF: (3)

U reakciji liganda HLCI prethodno rastvorenog u metanolu sa Zn(OAc)2-2H20 u vodi i
nakon dodatka rastvora NH4SCN (1:1:4 molski odnos), dobijen je kompleks [ZnL(SCN).] (4)
(slika 4). U istim reakcionim uslovima samo sa Cd(NOz)2-4H.O dobijen je kompleks
[CA(HLY)(SCN)s] (5) (slika 5). Geometrija oko jona Zn(Il) u prvom kompleksu je iskrivljena
kvadratna piramida gde je zs vrednost 0,32, dok je kod kompleksa sa Cd(I1) iskrivljena oktaedarska.
Parametar s sluzi za kvantifikaciju geometrije oko pentakoordinovanog metalnog centra. Njegova
vrednost se racuna na osnovu najve¢ih L-M-L uglova i omogucava razlikovanje izmedu idealnih
kvadratno-piramidalnih (zs = 0) i idealnih trigonalno-bipiramidalnih (zs = 1) koordinacionih
okruzenja. Vrednosti izmedu 0 i 1 ukazuju na delimi¢no iskrivljenu geometriju. Donorski set atoma
je NNO kod oba kompleksa, gde se razlikuje broj vezanih pseudohalogenida. Tridentatni ligand kod
oba kompleksa doprinosi formiranju dva peto¢lana helatna prstena koja su manje planarna kod
kompleksa Cd(I1) u odnosu na kompleks Zn(Il) [52].

Slika 4. Prikaz strukture kompleksa [ZnL! (SCN);] (4)



Slika 5. Prikaz strukture kompleksa [Cd(HLY)(SCN)s] (5)

U reakciji izmedu Cu(ClO4)2-6H20 prethodno rastvorenog u vodi i liganda HLCI rastvorenog
u metanolu u prisustvu viska NaN3z (1:1:3 molski odnos), dobijen je dinuklearni Cu(ll) kompleks
opste formule [Cuz(L1)2(,~1,1-N3)2](ClO4)2 (6) (slika 6). U istim reakcionim uslovima samo bez
prisustva pseudohalogenida dobijen je mononuklearni kompleks Cu(ll) opste formule [CuL'CI]CIO4
(7) (slika 7). Dinuklearni kompleks Cu(Il) je pentakoordinovan pri ¢emu osim NNO atoma imamo i
dva mostna azido liganda. Geometrija oko oba Cu(II) jona je aksijalno izduzena kvadratna piramida
gde je s vrednost 0,27. Kod mononuklearnog kompleksa Cu(ll) jon je tetrakoordinovan, sa NNO
donorskim setom atoma i CI™ koji zauzima ¢etvrto koordinaciono mesto. Geometrija oko Cu(ll) jona
u ovom kompleksu je iskrivljena kvadratno planarna gde je z4 vrednost 0,15 [53]. Parametar z. se
koristi za kvantitativnu procenu geometrije oko ¢etvorokoordinovanog metalnog centra. Njegova
vrednost se odreduje na osnovu dva najveéa L-M-L ugla i omogucava razlikovanje idealne
tetraedarske (z« = 1) od idealne kvadratno-planarne geometrije (z«= 0). Vrednosti izmedu 0 i 1 ukazuju
na stepen odstupanja od idealne geometrije, odnosno na izrazenost distorzije u koordinacionom
okruzenju.

Slika 6. Prikaz strukture kompleksa [Cuz(L1)2(~1,1-N3)2](ClO4)2 (6)



Slika 7. Prikaz strukture kompleksa [CuL'CI]CIOs (7)

U reakciji liganda HL!CI sa Cu(NOs3)2-3H20 u metanolu kao rastvaracu (1:1 molski odnos),
dobijen je kompleks [CULCIINOs (8) (slika 8). Geometrija oko jona Cu(ll) je iskrivljena kvadratno
planarna gde je 74 vrednost 0,19. Kompleks (8) je slican kompleksu (7) gde je jedina razlika u kontra
jonu [54].

Slika 8. Prikaz strukture kompleksa [CUL'CI]NOs (8)

U reakciji liganda HLCI i Cu(BF4)2-:6H20 u metanolu (1:1 molski odnos) dobijen je
dinuklearni Cu(I1) kompleks opste formule [Cu2L1Cl2](BF4)2 (9) (slika 9). Svaki od metalnih centara
koordinovan je preko tri donorska atoma liganda (NNO) i dva mostna hlorido atoma. Cu(ll) jon u
ovom kompleksu zauzima distorgovanu kvadratno piramidalnu geometriju sa vredno$¢u zs 0,17 [54].

Slika 9. Prikaz strukture kompleksa [Cuz(L1)2Cl2](BF4)2 (9)
10



U reakciji liganda HL2Cl i Co(BF4)2:6H20 i prisustva viska NaN3 u rastvoru smese metanola,
acetonitrila i vode (1:1:4 molski odnos liganda, soli i pseudohalogenida) dobijen je Co(l11) kompleks
[Co(L?)(Ns)s] (10) (slika 10). Pri istim reakcionim uslovima samo sa Zn(BF.)2-:6H20 dobijen je
kompleks [Zn(L?)(N3)2] (11) (slika 11), dok je u reakciji sa Ni(BFa4)2-6H20 dobijen je kompleks
[Ni(L?)(N3)3] (12) (slika 12). Geometrija oko Co(ll1) i Ni(Ill) je oktaedarska, gde je ligand tridentatno
koordinovan preko tri donorska atoma (NNO), dok preostala tri mesta zauzimaju meridijalno
koordinovani azidni anjoni. Geometrija oko jona Zn(ll) je neznatno distorgovana kvadratna piramida,
gde je ligand koordinovan na isti nacin kao i kod prethodno pomenutih kompleksa sa dva azido
anjona. (zs vrednost je 0,08) [55-57].

Slika 10. Prikaz strukture kompleksa [Co(L?)(N3)3] (10)
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Slika 11. Prikaz strukture kompleksa [Zn(L?)(N3)2] (11)
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Slika 12. Prikaz strukture kompleksa [Ni(L?)(N3)s] (12)

2.3.  Kompleksi sa tiazolil-hidrazonskim ligandom

Tiazol, petoclani heterocikl sa sumporom i azotom, takode ima Siroku biolosku primenu
[58,59]. Tiazol pripada klasi organskih jedinjenja poznatih kao 1,3-azoli, u kojima se pored atoma
azota u prstenu nalazi i atom sumpora. Tiazol je aromati¢ni prsten nastao delokalizacijom
elektronskog para sa sumpora. Nekoliko lekova i prirodnih proizvoda kao $to su Epothilones [60],
Thiazofurine (antikancerski lek) [61], Thiamine (vitamin B1) [61], Dasatinib (koristi se za odredene
tipove leukemije) [62], Sulfathiazole (antimikrobni agens) [61], Cefotaxime (antibiotik) [63], sadrze
tiazolski prsten.

Tiazoli i njihovi derivati poslednjih decenija predstavljaju predmet intenzivnih istrazivanja
usled izraZzenog farmakoloSkog znacaja 1 raznovrsnih bioloskih aktivnosti. Ova heterociklicna
jedinjenja pokazuju Sirok spektar delovanja, uklju¢ujuci antikancerska [64,65], antituberkulozna
[66,67], antimikrobna [61], antiinflamatorna [68], antioksidativha [69], antidepresivna [70],
antivirusna [71], antidijabeti¢ka [72], antiparazitska svojstva [73], a posebno se isti¢e njihova uloga
kao inhibitor FabH-a [74]. Zbog navedenih svojstava, tiazoli zauzimaju istaknuto mesto u
savremenim istraZivanjima u oblasti medicinske i1 farmaceutske hemije.

Brojna istrazivanja ukazuju da tiazolilhidrazoni poseduju znacajan antikancerski potencijal,
uz izrazene razlicite bioloske aktivnosti [75]. Ligandi na bazi tiazola [76,77] kao i njihovi kompleksi
sa razli¢itim metalima [78-81] ukljucujuci cink [82] pokazali su obecavajuca fotoluminiscentna
svojstva. Rezultujuci hibridni sistem, formiran konjugacijom tiazolskih i hidrazonskih fragmenata,
karakteri$e poboljSana Celijska propustljivost i povoljniji farmakodinamicki profil [83,84].

Pregled literature usmeren je na tiazolil-hidrazonska jedinjenja koja su prethodno sintetisana
u okviru naSe laboratorije, a koja sadrze i hidrazonske i 1,3-tiazolne funkcionalne grupe, odnosno
poznate farmakofore (tabela 2):
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Tabela 2. Pregled tiazolil-hidrazonskih liganada i odgovarajuc¢ih metalnih kompleksa

Ligand Oznaka Kompleks Ref.

(13) [Ni(HLY)2](BF4)2-H20 [57]

HLL (14) [Zn(LY)(N3)]n [56]
(15) [Fe(LY)z]BF4-H20 [85]
(16) [Co(LY)2]BF4-H20 [55]
(17) [Zn(L})(NCS)]-2H:0 [86]
(18) CuL2(N3)(CH:OH)IBFs  [11]
(19) [MnzL%3(p-1,1-N3)2(Na)z]-
.2CH30H [11]
HLECI (20) [ZnL2(Ns)] [11]

(21) [BIHL2CL]]-1/2CHsOH  [87]
(22) [NizL?2(H-1,1-N3)2(N3)2] -
2H,0 [88]

Navedene reference odnose se na publikovane radove u kojima je opisana sinteza i/ili kristalna struktura datih jedinjenja.
Crvenom isprekidanom linijom na strukturnoj formuli liganda istaknut je tiazolski prsten kao zajednicki heteroaromati¢ni
fragment ove serije jedinjenja. Oznake liganada (npr. HL!, HL2CI i dr.) preuzete su iz originalnih publikacija i sluze
iskljuéivo za oznacavanje jedinjenja u tim radovima; one nisu povezane sa oznakama novosintetisanih liganada i
kompleksa koris¢enim u ovoj tezi.

U reakciji liganda HL! sa Ni(BF4)2-6H20 i NaNs u molskom odnosu 1:1:4 u smesi
metanol/acetonitril/voda dobijen je kompleks Ni(Il) (13) opste formule [Ni(HL)2](BF2)2-H20 (slika
13). U ovom kompleksu dva molekula liganda koordinovana su za Ni(II) jon meridijalno, pri ¢emu
se uspostavlja geometrija iskrivljenog oktaedra, sa NNS setom donorskih atoma. Odnosno, svaki
ligand je vezan za centralni metalni jon preko atoma azota iz tiazolskog i iminskog fragmenta, kao i
atoma sumpora iz tiokarbonilne grupe [57].

<
'
1 TV <=

Slika 13. Prikaz strukture kompleksa [Ni(HL)2](BF4)2-H20 (13)
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U reakciji liganda HL! sa Zn(BF4)2-:6H20 i NaN3 u molskom odnosu 1:1:4 u smesi rastvaraca
metanola i vode dobijen je mononuklearni Zn(11) kompleks (14) [Zn(LY)(N3)]» (slika 14). Jon Zn(I1)
je pentakoordinovan gde koordinaciona mesta zauzimaju tridentatni ligand (NNS set donorskih
atoma) i dva azido liganda koji se ponasaju kao mostni. Azidni anjoni povezuju Zn(ll) jone na a3
nacin, pri ¢emu Se stvaraju cik-cak polimerni lanci. Koordinaciono okruzenje jona Zn(II) pokazuje
distorziju koja odgovara geometriji izmedu kvadratne piramide i trigonalne bipiramide, sa vredno$¢u
parametra zs od 0,46 [56].

.

Slika 14. Prikaz strukture kompleksa [Zn(L1)(N3)]n (14)

U reakciji liganda HL! sa Fe(BF4)2:6H20 u molskom odnosu 1:1 u metanolu dobijen je
mononuklearni Fe(l11) kompleks (15) [Fe(L)2]BF4-H20 (slika 15). U istim reakcionim uslovima sa
Co(BF.)2-6H.0 dobijen je kompleks [Co(L?')2]BFs-H20O (16) (slika 16). Dva molekula
deprotonovanog liganda L* koordinovana su za oba jona Fe(111)/Co(I11) u mer okruzenju, formirajuc¢i
oktaedarski kompleks helacijom preko NNS donorskog seta atoma [55,85].

Slika 15. Prikaz strukture kompleksa [Fe(L1)2]BF4-H20 (15)
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Slika 16. Prikaz strukture kompleksa [Co(L)2]BF4-H20 (16)

U reakciji liganda HL?Cl i Zn(OAc)2-2H20 uz dodatak viska NH4SCN u molskom odnosu
1:1:3, u smeSi rastvaraa vode 1 metanola formiran je mononuklearni kompleks
[Zn(L?)(NCS)2]-2H20 (17) (slika 17). Jon Zn(II) je pentakoordinovan, pri ¢emu je ligand vezan preko
tiazolskog i azometinskog atoma azota, kao i atoma kiseonika iz deprotonovane karbonilne grupe,
dok su dva tiocijanatna jona koordinovana preko azotovih atoma. Izracunata vrednost parametra s
od 0,36 ukazuje da je geometrija oko Zn(Il) jona najbliza distorgovanoj kvadratnoj piramidi (36 % u
odnosu na idealan oblik) [86].

Slika 17. Prikaz strukture kompleksa [Zn(L?)(NCS).]-2H20 (17)

U reakciji liganda HL2Cl sa Cu(BF4)2:6H20 i nakon dodatka viska NaN3 (1:1:4 molski odnos)
u metanolu dobijen je mononuklearni kompleks CuL?(N3)(CH3OH)]BF4 (18) (slika 18). U istim
reakcionim uslovima u prisustvu MnCl2-4H20 dobijen je dinuklearni kompleks Mn(ll)
[Mn2L22(H-1,1-N3)2(N3)2]-2CH30H (19) (slika 19). Dok je u reakciji sa Zn(BF4)2:6H2.0 dobijen
mononuklearni Zn(11) kompleks [ZnL2(N3)2] (20) (slika 20). Geometrija oko jona Cu(ll) je iskrivljena
kvadratna piramida (zs vrednost 0,26), dok je kod Zn(ll) izmedu kvadratne piramide i trigonalne
bipiramide (zs vrednost 0,43), a jon Mn(I1) ima distorgovanu trigonalnu prizmu [11].
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Slika 19. Prikaz strukture kompleksa [MnzL22(l-1,1-N3)2(N3)2]-2CH30H (19)

"
«

%

¢

Slika 20. Prikaz strukture kompleksa [ZnL2(Ns)2] (20)

U reakciji liganda HL2Cl sa BiCls (1:1 molski odnos) u smesi metanola i acetonitrila dobijen
je mononuklearni kompleks [BiHL2Cl4]-1/2CH30H (21) (slika 21). Geometrija oko jona Bi(lll) je
izduZena pentagonalna bipiramida, sa NNO koordinacijom liganda i jos ¢etiri hlorido jona. Kod datog
kompleksa imamo dve izduZene veze Bi—N (azometinski azot) i Bi—O §to objasnjava hidrolizu ovog
kompleksa u rastvoru usled oslabljene helacije [87].
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Slika 21. Prikaz strukture kompleksa [BiHL2Cl4]-1/2CH3s0OH (21)

Kompleks (22) opste formule [Ni2L?2(H-1,1-N3)2(N3)2]-2H20 sintetisan je na isti na¢in kao i
Mn(Il) kompleks (19). Svaki Ni(ll) centar je heksakoordinovan sa tridentatnim ligandom
(NNO koordinacija) i tri azido grupe. Jedna azido grupa je terminalna, dok su druge dve mostne, pri
¢emu formiraju zajednic¢ku ivicu unutar binuklearnih jedinica, $to dovodi do oktaedarske strukture

[88].

Slika 22. Prikaz strukture kompleksa [NizL22(U-1,1-N3)2(N3)2]-2H20 (22)

2.4. Kompleksi sa pirazinil-hidrazonskim ligandom

Sesto¢lani aromati¢ni prsten sa dva azotova atoma — pirazin, kao i njegovi derivati, prepoznati
su kao bioaktivni molekuli [89]. Jedinjenja na bazi pirazina pokazuju Sirok spektar bioloskih
aktivnosti, najpoznatiji medu njima su Pyrazinamide i Morinamide (antituberkulotici), Glipizide
(antidijabetik), kao i Amiloride i Benzamil (diuretici) [90]. Odnos piridinskih i pirazinskih lekova,
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kako odobrenih tako i onih koji su u fazi klini¢kog ispitivanja, procenjuje se na priblizno 10:1. Ovakva
disproporcija ukazuje na to da su pirazinski fragmenti nedovoljno zastupljeni u istrazivanjima iz
oblasti medicinske hemije, Sto se, izmedu ostalog, moze objasniti njthovom ograni¢enom
dostupnosc¢u u komercijalnim katalozima dobavljaca [91]. Stoga, u okviru ove doktorske disertacije
nastojimo da pruzimo novu perspektivu o pirazinu i njegovim hidrazonskim kompleksima.

Zbog svoje heteroaromati¢ne prirode, pirazin objedinjuje svojstva heteroatoma, koja se
ispoljavaju kroz polarne interakcije, sa svojstvima aromati¢nih sistema, karakteristicnih po
nepolarnim interakcijama. Kao bioloski aktivna jedinjenja, pirazini mogu uestvovati u razli¢itim
vrstama molekulskih interakcija: kao akceptori vodoni¢nih veza preko jednog ili oba azotova atoma,
kao donori vodoni¢nih veza putem Cpir—H jedinice, ili kao izosterne zamene benzenovog prstena
ostvarujuci razlicite tipove z-interakcija. Pored toga, atomi azota u pirazinskom prstenu mogu
uspostaviti koordinacione veze sa metalnim jonima koji se nalaze u aktivnim mestima proteina [91].

Tokom poslednje decenije, koordinaciona jedinjenja zasnovana na pirazinskim i pirazinil-
hidrazonskim ligandima privukla su znacajnu paznju u istrazivanjima usmerenim na razvoj novih
antikancerskih agenasa [92]. Njihov potencijal ogleda se u moguénosti modulacije bioloske aktivnosti
kombinovanja organskih liganada sa metalnim jonima, pri ¢emu nastali kompleksi ¢esto pokazuju
povoljnija farmakoloska svojstva u odnosu na odgovarajuce slobodne ligande. Razvoj ovih jedinjenja
zasniva se na pazljivom izboru pirazinskog skeleta i odgovaraju¢ih metalnih centara. Pregled do sada
ispitivanih i sintetisanih jedinjenja na bazi pirazinil-hidrazona dat je u tabeli 3:

Tabela 3. Pregled pirazinil-hidrazonskih liganada i odgovaraju¢ih metalnih kompleksa

Ligand Oznaka Kompleks Ref.

Sy \/@
- SN L (23) [Cu(L)(Cl2)] [93]

= | (24) [Mn(HL)Cl] [94]
O (25) [Mn(L)2] [94]

0 (26) {[Cd(L)(CHsCOO0)]-2CHClz}»  [94]

(27) [CuzL2Cl] [95]

(28) [Cu(HL)(NO3)(H20)2](NOs)  [95]

N, /N\@ L (H20)
" PV (29){[Cu(HL)(H20)](CI0s)2(H20)}, [95]

(30) [CuzL2(OH)](NO3)(H20)2 [95]

Navedene reference odnose se na publikovane radove u kojima je opisana sinteza i/ili kristalna struktura datih jedinjenja.
Crvenom isprekidanom linijjom na strukturnoj formuli liganda istaknut je pirazinski prsten kao zajednicki
heteroaromati¢ni fragment ove serije jedinjenja. Oznake liganada (npr. HL, L i dr.) preuzete su iz originalnih publikacija
1 sluze iskljucivo za oznacavanje jedinjenja u tim radovima; one nisu povezane sa oznakama novosintetisanih liganada i
kompleksa korisé¢enim u ovoj tezi.
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U reakciji liganda L sa Cu(Cl)2:2H20 u molskom odnosu 1:1 u etanolu dobijen je
mononuklearni Cu(ll) kompleks (23) [Cu(L)(Cl2)] (slika 23). Geometrija oko jona Cu(ll) je
distorgovana trigonalna bipiramida. Koordinacionu sferu ¢ine donorski atomi azota iz pirazinskog
prstena, azometinskog azota, kao i sumpor iz tiokarbonilne grupe, dok preostala dva koordinaciona
mesta zauzimaju hloridni anjoni. Hidrazonski azot i hloridni ligandi smesteni su u ekvatorijalnoj
ravni, dok su ostali ligandi rasporedeni u aksijalnim poloZajima. Stabilizacija strukture ostvarena je
putem intermolekulskih vodoni¢nih veza tipa N-H---Cl [93].

Slika 23. Prikaz strukture kompleksa [Cu(L)(Cl2)] (23)

U reakciji liganda HL sa MnCl,-4H20 u metanolu u molskom odnosu 1:2, dobijen je
kompleks (24) [Mn(HL)CI], dok je u reakciji sa Mn(CH3COQ),-4H>0 dobijen kompleks (25)
[Mn(L)2], a sa Cd(CH3C00)2-3H20 nastao (26) {[Cd(L)(CH3COQ)]-2CHCls}x (slike 24, 25, 26
redom). Kompleksi mangana(II) pokazuju medusobne razlike u koordinacionoj geometriji centralnog
jona. U kompleksu 24 uspostavljena je iskrivljena kvadratno-piramidalna geometrija, pri ¢emu
koordinacionu sferu ¢ini NNO donorski set atoma, dopunjen sa dva hloridna anjona. Nasuprot tome,
kompleks 25 karakteriSe distorgovana oktaedarska geometrija, ostvarena koordinacijom dva
deprotonovana liganda. Geometrija oko Cd(Il) jona je pentagonalna bipiramida [94].

Slika 24. Prikaz strukture kompleksa [Mn(HL)CI.] (24)
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Slika 25. Prikaz strukture kompleksa [Mn(L)2] (25)
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Slika 26. Prikaz strukture kompleksa {[Cd(L)(CHsCOQ)]-2CHClIs} (26)

-

U reakciji liganda HL sa Cu"X (X=CI-, NO3~ i ClO4") u metanolu u molskom odnosu 1:1,
dobijeni su slede¢i kompleksi: (27) [CuzL2Cl2], (28) [Cu(HL)(NO3)(H20)2](NO3)(H20),
(29){[Cu(HL)(H20)1(ClO4)2(H20)}n, i (30) [CuzL2(OH)](NOs)(H20).. Kod strukture 27 dobijen je
dinuklearni kompleks gde je geometrija oko oba Cu(ll) jona distorgovana kvadratna piramida
(s = 0,224). Koordinacija je uspostavljena preko NNN donorskog seta atoma tridentatnog
deprotonovanog liganda i dva mostna hlorido liganda. Kod strukture 28 geometrija je
pseudooktaedarska, pri cemu ekvatorijalna ravan ukljucuje ligand i molekul vode, dok su u aksijalnim
poloZajima vezani atom Kiseonika iz nitratnog anjona i drugi molekul vode. Kod strukture 29 Cu(ll)
je pentakoordinovan sa geometrijom koja predstavlja prelaz izmedu kvadratno planarne i trigonalno
bipiramidalne (zs = 0,5). Donorski set atoma ¢ine NNN fragment liganda, molekul vode i azot iz
susednog liganda. Dinuklearni kompleks 30 pokazuje sli¢nu geometriju kao struktura 27, s tim da je
distorzija manja (zs = 0,17). Ekvatorijalnu ravan ¢ine tri donorska atoma deprotonovanog liganda, dok
u aksijalnom polozaju je N iz pirazina drugog liganda [95].
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Slika 27. Prikaz strukture kompleksa [CuzL2Cl2] (27)
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Slika 28. Prikaz strukture kompleksa [Cu(HL)(NO3)(H20)2](NOz)(H20) (28)

Slika 29. Prikaz strukture kompleksa {[Cu(HL)(H20)](ClO4)2(H20)}n (29)
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Slika 30. Prikaz strukture kompleksa [CuzL2(OH)](NOs)(H20)2 (30)

Medu prikazanim sistemima, posebnu paznju privlate kompleksi koji su, pored strukturne
karakterizacije, bili podvrgnuti i ispitivanju bioloske aktivnosti. Od ukupno 30 prikazanih Kkristalnih
struktura, bioloska aktivnost ispitana je za svega osam kompleksa. Kompleks 1
[Co2L2](NO3)2-2H20-0.5C2Hs0H [49] pokazao je najveci citotoksi¢ni potencijal prema celijskoj
liniji epitelnog karcinoma dojke MDA-361. Kompleks 2, [ZnCl2(HL?Y),] [50] ispoljio je umerenu
antibakterijsku, antifungalnu i citotoksi¢nu aktivnost, pri ¢emu se pretpostavlja da je njegov
mehanizam delovanja povezan sa pove¢anom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS).
Takode, utvrdeno je da ovaj kompleks indukuje autofagiju u tumorskim celijskim linijama, Sto
predstavlja zastitni odgovor ¢elije na njegov citotoksi¢ni efekat. Niskospinski Fe(IIl) kompleks 15
[Fe(LY)2]BF4-H20O [85] pokazao je dobru antimikrobnu, umerenu antifungalnu i citotoksi¢nu
aktivnost, kao i slabiju antioksidativnu aktivnost. Utvrdeno je da bioloska aktivnost ovog kompleksa
u velikoj meri zavisi od njegovog spinskog stanja i koordinacione geometrije. Antimikrobna aktivnost
kompleksa 18 CuL?(N3)(CH3OH)]BFs, 19 [MnzL25(l-1,1-N3)2(N3)2]-2CH30H i 20 [ZnL2(Na3)2] [11]
ispitana je na panelu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, dve vrste kvasaca i jednoj gljivi.
Binuklearni Mn(l1l) kompleks 19 pokazao je antifungalnu aktivnost uporedivu sa aktivno$éu
amfotericina B. Na osnovu rezultata testa na rac¢i¢ima Artemia salina i sposobnosti neutralizacije
DPPH radikala, Cu(Il) kompleks 18 i Mn(1l) kompleks 19 odabrani su za ispitivanje citotoksi¢nosti
prema pet malignih ¢elijskih linija (HeLa, A375, MCF-7, PC-3 i A549) i jednoj normalnoj ¢elijskoj
liniji (HaCaT). Oba kompleksa pokazala su znacajnu citotoksi¢nu aktivnost, pri ¢emu je Mn(II)
kompleks 19 prema ¢elijskoj liniji karcinoma dojke MCF-7 pokazao samo neznatno nizu aktivnost u
odnosu na cisplatin, ali je za razliku od nje pokazao izrazenu selektivnost prema tumorskim ¢elijama
u odnosu na normalne HaCaT ¢elije. Bioloska aktivnost Bi(IIl) kompleksa 21 [BiHL?Cls]-1/2CH3;0H
[87] ispitana je na vise bakterijskih sojeva i tumorskih ¢elijskih linija primenom MTT testa, pri cemu
je kompleks pokazao znatno izraZeniju antibakterijsku i citotoksi¢nu aktivnost u poredenju sa
odgovarajuc¢im slobodnim ligandom. Kompleks 23 [Cu(L)(Cl.)] [93] pokazao je dobru antitumorsku
aktivnost prema celijskim linijama A375, PANC-1, MKN-74, T-47D, HeLa i NCI-H1563, pri ¢emu
je prema HeLa ¢elijama ostvarena ICsp vrednost od 17,50 pM, $to predstavlja znacajno bolji rezultat
u odnosu na odgovaraju¢i organski ligand. Istovremeno, ovaj kompleks nije pokazao izraZzenu
toksi¢nost prema zdravim celijama, $to dodatno potvrduje njegov potencijal za dalja bioloSka i
farmakoloska istrazivanja.
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2.5. Koordinaciona svojstva 1 bioloski znacaj cinka i mangana

Metali predstavljaju esencijalne elemente u c¢elijama i imaju kljuénu ulogu u mnogim
bioloskim procesima, zbog ¢ega su tokom evolucije postali vazan deo bioloskih sistema [96]. Njihova
prisutnost u katalitickim domenima brojnih enzima od sustinskog je znacaja za pravilno odvijanje
razli¢itth biohemijskih procesa, uklju¢ujuéi prenos elektrona, kataliticke reakcije 1 odrzavanje
strukturne stabilnosti biomolekula [97]. Medu elementima od posebnog znacaja izdvajaju se cink i
mangan, koji, iako prisutni u veoma malim koncentracijama, ucestvuju u regulaciji 1 pokretanju niza
vitalnih enzimskih reakcija, ¢ime doprinose ocuvanju metabolicke ravnoteze i funkcionalnog
integriteta celije [98]. U tom kontekstu, uspostavljanje fine homeostatske ravnoteze izmedu éelijskih
potreba za ovim metalima i njihove dostupnosti u organizmu predstavlja kljuéni mehanizam za
odrzavanje optimalnog fizioloskog i metabolickog balansa organizma.
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Slika 31. Periodni sistem elemenata (izvor: Canva [99], prilagodeno od strane autora)
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Cink je prelazni metal atomskog broja 30 i elektronske konfiguracije [Ar]3d*°4s?, koji se u
svojim jedinjenjima naj¢es¢e nalazi u oksidacionom stanju +2, pri ¢emu nastaje jon Zn(II) elektronske
konfiguracije 3d'°. Zbog potpuno popunjene d-podljuske, Zn(11) ne poseduje nesparene elektrone i
pokazuje dijamagneti¢na svojstva, dok je energija stabilizacije u ligandnom polju (LFSE, Ligand
Field Stabilization Energy) jednaka nuli. Odsustvo stabilizacije u ligandnom polju dovodi do toga da
geometrija i koordinacioni broj kompleksa Zn(Il) prvenstveno zavisi od prirode, veli¢ine i nacina
koordinacije liganada [100,101]. Zn(II) pokazuje izrazenu fleksibilnost u koordinacionoj hemiji i
moze formirati komplekse razli¢itih koordinacionih brojeva, medu kojima su naj¢esé¢i 4 i 6. U skladu
s tim, najzastupljenije geometrije su tetraedarska i oktaedarska, dok se u specificnim ligandnim
okruzenjima mogu javiti i deformisane pentakoordinovane strukture. Zbog svoje d*° konfiguracije,
Zn(11) ne pokazuje preferenciju prema visoko- ili niskospinskim kompleksima, buduci da su sve
d-orbitale potpuno popunjene [102].
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Prema Pearsonovoj teoriji tvrdih i mekih kiselina i baza (HSAB, Hard and Soft Acids and
Bases), Zn(Il) se klasifikuje kao grani¢na, odnosno relativno meka Lewisova kiselina, sa izraZzenim
afinitetom prema ligandima koji sadrze donorske atome azota, kiseonika i sumpora. Zbog redoks
stabilnosti i odsustva promene oksidacionog stanja u bioloskim sistemima, Zn(II) Cesto ima
strukturnu i kataliticku ulogu koja nije zasnovana na redoks procesima kako u koordinacionim
jedinjenjima tako i u metaloenzimima [103].

Cink je drugi najzastupljeniji element u tragovima u ljudskom organizmu. On je esencijalna
komponenta velikog broja proteina — procenjuje se da je ukljuéen u strukturu i funkciju oko 2500
razlicitih proteina, medu kojima su brojni transkripcioni faktori i enzimi, ¢ime ostvaruje klju¢nu ulogu
u procesima inflamacije, imunskog odgovora i zarastanja rana [104-106]. Prose¢na koli¢ina cinka u
ljudskom telu iznosi priblizno 2-3 g, pri ¢emu je oko 90 % ukupnog sadrzaja lokalizovano u
misSi¢nom i koStanom tkivu [107]. Nedostatak cinka dovodi do poremecaja brojnih fizioloSkih
funkcija i povezan je sa povecanom osetljivosc¢u na infektivne bolesti, ukljucuju¢i HIV, tuberkulozu,
male boginje, upalu pluca i malariju, kao i sa metaboli¢kim poremecajima poput dijabetesa [108].

Mangan je prelazni metal atomskog broja 25 i elektronske konfiguracije [Ar]3d°4s?, koji u
stabilnim koordinacionim jedinjenjima naj¢esce se javlja u oksidacionom stanju +2, pri ¢emu formira
Mn(11) jon konfiguracije 3d°. Ova konfiguracija odgovara polupopunjenoj d-podljusci, §to zna¢ajno
uti¢e na magnetna i koordinaciona svojstva kompleksa. U veéini koordinacionih okruzenja Mn(II)
gradi visokospinske komplekse, pri ¢emu u oktaedarskom ligandnom polju elektroni zauzimaju
raspored trg’eg? sa pet nesparenih elektrona. Kao posledica toga, Mn(ll) pokazuje izrazen
paramagnetizam i veliki magnetni moment. Stabilnost visokospinskog stanja poti¢e od relativno male
vrednosti stabilizacione energije kristalnog polja u odnosu na energiju sparivanja elektrona, zbog
ega je sparivanje elektrona nepovoljno za 3d° konfiguraciju [109,110].

Mn(II) najcesce gradi heksakoordinovane komplekse oktaedarske geometrije, mada su
poznati i brojni tetraedarski kompleksi. Prema Pearsonovoj teoriji tvrdih i mekih kiselina i baza
(HSAB), Mn(II) se klasifikuje kao srednje tvrda Lewisova kiselina, sa izraZzenim afinitetom prema
O-donorskim ligandima, dok su N-donorski ligandi takode ¢esto prisutni u stabilnim kompleksima.
Zbog stabilnosti oksidacionog stanja +2, dodatno favorizovane polupopunjenom d° konfiguracijom,
Mn(II) predstavlja vazan metalni centar u koordinacionoj i bioneorganskoj hemiji [111,112].

Mangan je esencijalni mikroelement znafajan za normalno funkcionisanje brojnih
biohemijskih sistema u ljudskom organizmu. Ukljucen je u sintezu i aktivaciju brojnih enzima kao
Sto su oksidoreduktaza, transferaza, hidrolaza, lijaza, izomeraza i ligaza, u¢estvujuéi u metabolizmu
glukoze, lipida i aminokiselina, kao i u regulaciji imunske funkcije [113]. On je kofaktor mnogih
enzima, kao §to su mangan-superoksid dismutaza, arginaza, glutamin sintetaza, koji §tite celiju
direktno ili indirektno od oSteCenja izazvanih slobodnim radikalima [114-118]. Iako je vazan za opSte
zdravlje, organizmu su potrebne samo male koli¢ine, a preporu¢eni dnevni unos za odrasle iznosi
priblizno 3,5-7,0 mg [119]. Kompleksi koji sadrze jone mangana pokazali su znacajan potencijal za
primenu u medicini kao MnSOD mimetici ili kao inhibitori proteasoma u terapiji malignih oboljenja
[120,121]. Pored toga, Mn(ll) jon u metal-ligand fragmentima pokazao je potencijal kao inhibitor
enzima MtDXR iz bakterije Mycobacterium tuberculosis [122-124].

Jedan od najznacajnijih primera enzima koji direktno zavise od ovih metala jesu superoksid
dismutaze (SOD), koje su klju¢ni antioksidativni enzimi koji katalizuju konverziju superoksidnog
anjona 03~ u manje toksi¢ne produkte — vodonik-peroksid i molekulski kiseonik, ¢ime direktno Stite
¢eliju od oksidativnog stresa i doprinose odrzavanju ¢elijskog redoks balansa [115,125,126]. Kod
eukariota su identifikovane razli¢ite izoforme ovog enzima koje se razlikuju prema subcelijskoj
lokalizaciji i metalnim kofaktorima. Cu/Zn-SOD (SOD1) je lokalizovana u citoplazmi i koristi Zn(l1)
i Cu(ll) — pri ¢emu Zn(Il) ima vaznu strukturnu ulogu u stabilizaciji enzima, dok je Cu(ll) aktivni
redoks centar [125]. S druge strane, Mn-SOD (SOD2) nalazi se u mitohondrijama, sadrzi jon mangana
Mn(I1) u aktivnom mestu, koji je neophodan za kataliticku konverziju superoksidnih radikala nastalih
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tokom oksidativne fosforilacije, ¢ime ovaj enzim ima klju¢nu ulogu u zastiti mitohondrijske DNK,
proteina i membranskih struktura od oksidativnih osStecenja [115,126]. Zajedno, Cu/Zn-SOD i
Mn-SOD predstavljaju klju¢ne komponente Celijskog antioksidativnog sistema, dok se poremecaji
njihove ekspresije ili aktivnosti povezuju sa razvojem brojnih patoloskih stanja, ukljucujuci
neurodegenerativne i kardiovaskularne bolesti.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijal i metode

3.1.1. Hemikalije i reagensi

Sve hemikalije koriS¢ene u sintezama u okviru ove teze bile su analiticke Cistoce 1 koriS¢ene
bez dodatnog prec¢is¢avanja. Metalne soli Zn(BF4)2-6H20, MnCl,-4H20, NaN3 i NH4SCN nabavljene
su od komercijalnih proizvoda¢a (Sigma-Aldrich, Riedel-de Haén, Zorka—Sabac). Rastvaradi
metanol, etanol, dimetilsulfoksid (DMSO) i voda bili su ,,pro analysis” kvaliteta. Kao prekursori za
sintezu liganada kori§¢éeni su Zirarov T reagens, 2-acetil-6-bromopiridin, 2-acetilpirazin,
tiosemikarbazid (Aldrich) i 2-acetiltiazol (Acros).

3.1.2. Elementalna analiza

Elementalni sastav (ugljenika, vodonika, azota i sumpora) sintetisanih liganada i njihovih
metalnih kompleksa odreden je standardnom mikrometodom koris¢enjem Elementar Vario ELIII
C.H.N.S.O. analizatora. Dobijene eksperimentalne vrednosti uporedene su sa teorijski proracunatim,
¢ime je potvrdena odgovarajuca stehiometrija i visoka ¢istoca sintetisanih jedinjenja.

3.1.3. Spektroskopska karakterizacija

FT-IR spektri svih jedinjenja snimljeni su na Thermo Scientific Nicolet 6700 spektrometru u
opsegu 4000400 cm™* koris¢enjem tehnike atenuirane totalne refleksije (ATR tehnika). Skracenice
koriS¢ene za odredivanje intenziteta traka u infracrvenom regionu: vj - veoma jaka, j - jaka, sj - srednje
jakais - slaba. *H i 3C NMR spektri liganada i kompleksa zabelezeni su na Varian/Agilent 400 MHz
spektrometru u DMSO-ds na sobnoj temperaturi, dok su pomeranja data u ppm vrednostima. U NMR
spektrima multipleti signala su oznaéeni skracenicama: s (singlet), d (dublet) i t (triplet). Asignacija
svih atoma izvrS$ena je na osnovu Sema prikazanih u poglavlju 4.1. Sinteze. Za snimanje UV-Vis
spektara koriséen je Agilent Cary 3500 spektrofotometar (u DMSO-u), u kome je pracena i stabilnost
kompleksa (nakon 24 h).

3.2. Sinteza liganada

3.2.1. Sinteza liganda HL}CI (E)-2-(2-(1-(6-bromopiridin-2-il)etiliden)hidrazinil)-N,N,N-
trimetil-2-oksoetan-1-aminium

U reakciji kondenzacije izmedu 2-acetil-6-bromopiridina (0,60 g, 3,00 mmol) i Zirarovog T
reagensa (0,50 g, 3,00 mmol) u metanolu (15 mL) dobijen je ligand HL!CI. Reakciona sme$a
zakiSeljena je dodatkom dve kapi glacijalne siréetne kiseline (CH3COOH) i refluktovana dva sata na
temperaturi od 70 °C. S obzirom na to da je pocetna komponenta, 2-acetil-6-bromopiridin, osetljiva
na svetlost, reakcija je sprovedena u zatamnjenom balonu. Nakon isparavanja rastvaraca u vakuum-
uparivacu, dobijen je beli ¢vrsti proizvod Koji je proceden i osusen. Prinos: 0,67 g (64 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izracunata za Ci2Hi1sBrCINsO: C, 41,22; N, 16,02;
H, 5,19. Pronadeno (%): C, 41,36; N, 16,55; H, 5,13.

IR (ATR, cm™): 3377,4 (sj), 3068,5 (sj), 3019,4 (sj), 2976,5 (5), 2940,6 (s), 2879,9 (s), 1703,4
(vj), 1618,3 (s), 1571,8 (sj), 1550,4 (sj), 1491,2 (sj), 1481,9 (s), 1457,5 (sj), 1398,4 (j), 1333,1 (sj),
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1280,2 (j), 1231,0 (sj), 1164,0 (sj), 1125,8 (j), 10943 (), 1079,1 (), 987,3 (sj), 9473 (), 818,5 (sj),
800,1 (sj), 655,4 (sj) (slika P1).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 11,46 (s, 1H, N-H), 8,11 (d, 1H, C3.—H), 7,82
(t, 1H, C4a—H), 7,68 (d, 1H, C5a—H), 4,88 (s, 2H, C10-H), 3,32 (s, 9H, C11-H), 2,47 (s, 3H, C8-H)
(slika P2).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), J (ppm): 167,20 (C9 iz C=0), 156,25 (C24), 149,54 (C7),
140,76 (C6ar), 140,40 (Cdar), 128,98 (C54r), 120,19 (C3ar), 63,16 (C10), 53,70 (C11), 12,69 (C8) (slika
P3).

3.2.2. Sinteza liganda HL? (E)-2-(1-(6-bromopiridin-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid

Sinteza HL? liganda izvedena je kondenzacionom reakcijom 2-acetil-6-bromopiridina
(1,00 g, 5,00 mmol) 1 tiosemikarbazida (0,46 g, 5,00 mmol) u 20 mL smeSe etanola i vode
(zapreminski odnos 3:1), u zatamnjenom balonu sa okruglim dnom. Reakciona smesa je zagrevana
tokom 2 sata na 70 °C. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, posle 1-2 dana doslo je do formiranja
belog taloga koji je zatim proceden i osuSen. Prinos: 0,96 g (71 %).

Elementalna analiza (izraZzena u %) izracunata za CgHeBrN4S: C, 35,18; N, 20,51; S, 11,74,
H, 3,32. Pronadeno (%): C, 35,20; N, 20,52; S, 11,71; H, 3,32.

IR (ATR, cm™): 3427,0 (sj), 3182,7 (j), 3140,8 (j), 1597,2 (j), 1566,6 (sj), 1543,6 (sj),
1504,0 (vj), 1470,1 (sj), 1429,6 (vj), 1391,3 (j), 1361,2 (sj), 1313,8 (s), 1293,4 (j), 1154,1 (j),
1113,3 (j), 1074,6 (sj), 1051,8 (sj), 984,1 (sj), 853,6 (sj), 791,9 (sj), 606,7 (sj), 540,6 (s), 471,0 (sj)
(slika P4).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 10,44 (s, 1H, N-H), 8,51 (d, 1H, C3a—H), 8,23
(s, 1H, NH2), 7,76 (t, 1H, C4a—H), 7,65 (d, 1H, C5a—H), 7,64 (s, 1H, NH2), 2,34 (s, 3H, C8-H) (slika
P5).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 179,65 (C9 iz C=S), 156,68 (C24), 146,73 (C7),
140,47 (C6ar), 140,09 (C4ar), 128,41 (C54r), 120,70 (C3a), 12,57 (C8) (slika P6).

3.2.3. Sinteza liganda HL3 (E)-2-(1-(pirazin-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid

Sinteza HL® liganda izvedena je reakcijom 2-acetilpirazina (0,61 g, 50 mmol) i
tiosemikarbazida (0,46 g, 5,0 mmol) u 20 mL smeSe metanola i vode (zapreminski odnos 3:1).
Reakciona smesa je zakiseljena sa 3—4 kapi 2M CH3COOH i zagrevana tokom 2 sata na 70 °C. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu, formiran je beli talog koji je proceden i osusen na vazduhu. Prinos:
0,74 g (76 %).

Elementalna analiza (izraZzena u %) izracunata za C7HoNsS: C, 43,06; N, 35,87; S, 16,42,
H, 4,65. Pronadeno (%): C, 43,06; N, 35,86; S, 16,40; H, 4,65.

IR (ATR, cm™): 3360,5 (sj), 3240,5 (j), 3160,2 (j), 29808 (j), 1615,3 (j), 1499,5 (j),
1466,8 (j), 14014 (j), 1362,6 (j), 1312,7 (sj), 1284,5 (sj), 1171,6 (si), 1107,9 (sj), 1058,2 (j),
1012,0 (j), 851,3 (sj), 667,1(s), 575,2 (sj), 555,6 (sj) (slika P7).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,41 (s, 1H, N-H), 8,91 (s, 1H, C3a—H), 8,36
(d, 1H, C5a—H), 8,34 (d, 1H, C6a—H), 8,17; 7,67 (s, 2H, NH2), 2,33 (s, 3H, C8-H) (slika P8).

27



13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 179,58 (C9 iz C=S), 149,18 (C24), 144,87 (C7),
137,68 (C5ar), 133,55 (C6ar), 127,94 (C34r), 14,15 (C8) (slika P9).

3.2.4. Sinteza liganda HL* (E)-2-(1-(tiazol-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid

Ligand HL# sintetisan je reakcijom 2-acetiltiazola i tiosemikarbazida u vodi prema metodi
opisanoj ranije [51]. Prinos 1,82 g (91 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraCunata za CeHgN4S2: C, 35,98; S, 32,02; N, 27,98;
H, 4,03. Pronadeno (%): C, 35,84; S, 32,04; N, 27,89; H, 4,10.

IR (ATR, cm™): 3434,3 (j), 32445 (j), 3188,1 (j), 3099,2 (sj), 3071,4 (j), 2983,5 (),
1590,0 (j), 1510,7 (j), 1487,0 (j), 1452,1 (s), 1428,4 (j), 1367,0 (s), 1283,7 (j), 1165,8 (), 1109,3 (j),
1071,3 (sj), 1041,9 (s), 959,3 (s), 892,6 (), 880,1 (s), 848,8 (), 758,7 (S), 714,6 (s), 639,0 (s),
602,7 (s), 550,2 (), 505,7 (s) (slika P10).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 10,70 (s, 1H, N-H), 8,56 (s, 1H, NH2), 7,91
(d, 1H, C5x—H), 7,82 (d, 1H, CdarH), 7,72 (s, 1H, NH2), 2,46 (s, 3H, C7—H) (slika P11).

3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 178,99 (C8), 167,07 (C2a), 144,26 (C6),
143,30 (C5ar), 122,61 (C4ar), 13,68 (C7) (slika P12).

3.3. Sinteza kompleksa

3.3.1. Sinteza kompleksa 1 [ZnLY(NCO);]

U rastvor liganda HLCI (0,087 g, 0,25 mmol) u metanolu (20 mL), dodat je Zn(BFa)2-6H.0
(0,087 g, 0,25 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) i ¢vrsti NaOCN u visku (0,065 g, 1,00 mmol).
Reakciona smeSa zagrevana je na 70 °C tokom dva sata uz meSanje.
Zuti kristali pogodni za rendgensku strukturnu (X-ray) analizu dobijeni su nakon postepenog procesa
isparavanja rastvaraca na 4 °C tokom tri meseca. Prinos: 0,096 g (83 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraCunata za C14H17BrNeO3zZn: C, 36,35; N, 18,17
H, 3,70. Pronadeno (%): C, 36,51; N, 18,12; H, 3,80.

IR (ATR, cm™): 3537,5 (s), 3104,5 (s), 3065,7 (s), 2964,5 (s), 2209,3 (j), 1625,0 (s),
1559,2 (j), 1530,2 (j), 1492,0 (sj), 1414,0 (sj), 1390,2 (sj), 1373,3 (sj), 1344,5 (sj), 1309,8 (sj),
1189,1 (sj), 1119,6 (sj), 1061,2 (j), 1027,8 (j), 919,1 (sj), 824,6 (sj), 799,8 (s)), 734,4 (sj), 702,8 (s)),
519,7 (s) (slika P13).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8,10 (d, 1H, C3a—H), 7,95 (t, 1H, Cda—H), 7,80
(d, 1H, C5a—H), 4,11 (s, 2H, C10-H), 3,24 (s, 9H, C11-H), 2,51 (s, 3H, C8-H) (slika P14).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,52 (C9), 152,03 (C7), 151,40 (C24),
142,32 (C6ar), 141,92 (C4ar), 131,03 (C54), 125,62 (C12), 122,79 (C3ar), 66,83 (C10), 53,76 (C11),
13,91 (C8) (slika P15).

3.3.2. Sinteza kompleksa 2 [Zn(L')2](BF4)2
U rastvor liganda HLCI (0,087 g, 0,25 mmol) u metanolu (20 mL), dodat je Zn(BF4)2-6H20

(0,087 g, 0,25 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) i ¢vrsti NaNs u visku (0,065 g, 1 mmol). Reakciona
smeSa zagrevana je na 70 °C tokom dva sata uz meSanje. Zuti kristali pogodni za rendgensku
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strukturnu (X-ray) analizu dobijeni su nakon postepenog procesa isparavanja rastvaraca na 4 °C
tokom dva meseca. Prinos: 0,092 g (85 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraCunata za C24H34Br.B2FgNsO2Zn: C, 33,31; N, 12,95;
H, 3,96. Pronadeno (%): C, 33,40; N, 12,98; H, 3,70.

IR (ATR, cm™): 1626,0 (s), 1558,3 (sj), 1528,8 (j), 1491,7 (sj), 1433,0 (sj) 1413,0 (sj),
1390,2 (sj), 1373,0 (sj), 1344,1 (sj), 1309,5 (sj), 1252,9 (s), 1189,4 (sj), 1026,3 (j), 918,2 (sj), 798,5
(sj), 733,6 (sj), 644,6 (s) (slika P16).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8,12 (d, 1H, C3a—H), 8,08 (t, 1H, Cda—H), 7,81
(d, 1H, C5x—H), 4,08 (s, 2H, C10-H), 3,14 (s, 9H, C11-H), 2,61 (s, 3H, C8-H) (slika P17).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 171,74 (C9), 153,50 (C7), 152,20 (C2a),
144,24 (C6ar), 142,74 (Cda), 132,10 (C5ar), 124,46 (C34), 67,98 (C10), 54,54 (C11), 14,92 (C8)
(slika P18).

3.3.3. Sinteza kompleksa 3 [ZnL(N3).]

U rastvor liganda HLCI (0,087 g, 0,25 mmol) u metanolu (20 mL), dodat je &vrsti
Zn(BF4):-:6H.0 (0,087 g, 0,25 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) i &vrsti NaNs u visku
(0,195 g, 3 mmol). Reakciona smeSa je meSana uz zagrevanje na 70 °C tokom pet sati. Nakon skoro
dva meseca sporog isparavanja rastvaraca u frizideru na 4 °C, dobijeni su beli kristali pogodni za
rendgensku strukturnu (X-ray) analizu. Prinos: 0,087 g (75 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraCunata za C12H17BrN10OZn: C, 31,16; N, 30,28;
H, 3,70. Pronadeno (%): C, 31,19; N, 30,43; H, 3,72.

IR (ATR, cm™): 3370,3 (), 3092,2 (), 3037,4 (), 2060,4 (vj), 1612,0 (s), 1556,2 (sj),
1536,1 (sj), 1486,1 (sj), 14315 (sj), 1408,6 (sj), 1341,8 (sj), 1310,1 (sj), 1290,1 (s), 1120,6 (sj),
1070,1 (sj), 1020,6 (s), 824,6 (s), 808,9 (sj), 794,6 (s), 703,7 (s), 653,2 (5) (slika P19).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8,01 (d, 1H, C3a—H), 7,97 (t, 1H, C4a—H), 7,85
(d, 1H, C5a—H), 4,12 (s, 2H, C10-H), 3,23 (s, 9H, C11-H), 2,51 (s, 3H, C8-H) (slika P20).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 170,86 (C9), 151,80 (C7), 151,78 (C2a),
142,60 (C6ar), 141,78 (C4ar), 130,89 (Cbar), 122,78 (C3ar), 66,84 (C10), 53,74 (C11), 13,69 (C8)
(slika P21).

3.3.4. Sinteza kompleksa 4 [Zn(L?)2]

U rastvor liganda HL? (0,028 g, 0,10 mmol) u metanolu (10 mL) dodati su Zn(BF4)2-6H20
(0,035 g, 0,10 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) i ¢vrsti NaN3 u visku (0,026 g, 0,40 mmol). Reakciona
smesa je meSana uz zagrevanje na 70 °C tokom dva sata. Nakon jedne nedelje sporog isparavanja
rastvaraca na 4 °C dobijeni su zuti kristali pogodni za rendgensku strukturnu (X-ray) analizu. Prinos:
0,0204 g (67 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraunata za CisH1sNgBr2S2zZn: C, 31,52; N, 18,38;
S, 10,52; H, 2,65. Pronadeno (%): C, 31,55; N, 18,40; S, 10,71; H, 2,65.

IR (ATR, cm™): 3470,6 (sj), 3348,3 (j), 3147,9 (s), 3072,48 (s), 1632,7 (s), 1577.2 (j),
1540,2 (j), 1463,9 (j), 1411,7 (j), 1391,1 (vj), 1320,3 (j), 1300,0 (j), 1249,6 (s), 1193,0 (j), 1162,7 (j),
1130,5 (s), 1032,7 (s), 995,3 (s), 823,4 (s), 800,4 (), 744,7 (), 677,7 (S), 634,5 (5) (slika P22).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,87 (d, 1H, C3a—H), 7,86 (t, 1H, Cda—H), 7,53
(d, 1H, C5a—H), 6,79 (s, 2H, NH>), 2,52 (s, 3H, C8-H) (slika P23).
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 181,05 (C9), 154,10 (C7), 143,28 (C2a),
141,22 (C6ar), 141,09 (C4ar), 128,66 (C5ar), 121,80 (C3ar), 14,96 (C8) (slika P24).

3.3.5. Sinteza kompleksa 5 [Mn(L?)2]

U rastvor liganda HL? (0,028 g, 0,10 mmol) u metanolu (15 mL) dodati su MnClz-4H,0
(0,020 g, 0,10 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) i ¢vrsti NaNs u visku (0,026 g, 0,40 mmol). Reakciona
smesa je meSana uz zagrevanje na 70 °C tokom dva sata. Nakon jedne nedelje sporog isparavanja
rastvaraca na 4 °C dobijeni su crveni kristali pogodni za rendgensku strukturnu (X-ray) analizu.
Prinos: 0,023 g (77 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izracunata za CisH16BrNgS:Mn: C, 32,07; N, 18,70;
S, 10,70; H, 2,69. Pronadeno (%): C, 32,06; N, 18,70; S, 10,69; H, 2,70.

IR (ATR, cm™): 3474,6 (sj), 3352,2 (j), 3071,5 (s), 1575,1 (j), 1536,2 (j), 1461,9 (j),
1410,4 (vj), 1388,7 (vj), 1315,0 (sj), 1296,1 (j), 1248,0 (), 1189,6 (sj), 1156,9 (j), 1128,9 (sj),
997,0 (s), 801,6 (), 737,9 (s), 633,1 (s) (slika P25).

3.3.6. Sinteza kompleksa 6 [Mn(L?3),]-%2H,0

U rastvor liganda HL2 (0,020 g, 0,10 mmol) u metanolu (15 mL) dodati su MnClz-4H,0
(0,020 g, 0,10 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) i ¢vrsti NaN3 u visku (0,026 g, 0,40 mmol). Reakciona
smesa je meSana uz zagrevanje na 70 °C tokom dva sata. Nakon dve nedelje sporog isparavanja
rastvarac¢a na 4 °C dobijeni su crveni kristali pogodni za rendgensku strukturnu (X-ray) analizu.
Prinos: 0,0201 g (89 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraCunata za C14H17N10005S2Mn: C, 37,17; N, 30,96;
S, 14,18; H, 3,79. Pronadeno (%): C, 37,20; N, 30,98; S, 14,19; H, 3,80.

IR (ATR, cm™): 3474,4 (s), 3396,4 (s), 3349,6 (s), 3271,7 (sj), 3152,8 (sj), 1609,8 (sj),
1579,4 (sj), 1512,6 (s), 1482,1 (s), 1398,3 (vj), 1294,2 (j), 1193,1 (sj), 1143,2 (sj), 1117,8 (sj),
1019,6 (s), 733,3 (s), 654,9 (s), 509,4 (s) (slika P26).

3.3.7. Sinteza kompleksa 7 [ZnL4(NCS)(H20)]

U rastvor liganda HL* (0,10 g, 0,50 mmol) u metanolu (10 mL) dodati su Zn(BF4)2-6H-0
(0,17 g, 0,50 mmol) rastvoren u vodi (10 mL) 1 ¢vrsti NH4SCN u visku (0,46 g, 6 mmol). Reakciona
smesa je zagrejana na 70 °C tokom dva sata uz kontinuirano mesanje. Nakon skoro mesec dana sporog

isparavanja rastvarac¢a na 4 °C, dobijeni su Zuti kristali pogodni za rendgensko ispitivanje. Prinos:
0,129 g (76 %).

Elementalna analiza (izrazena u %) izraCunata za C7H9NsOS3Zn: S, 28,23; C, 24,67; N, 20,55;
H, 2,66. Pronadeno (%): S, 28,25; C, 24,71; N, 20,63; H, 2,61.

IR (ATR, cm™): 3464,2 (s), 3350,2 (j), 3259,3 (j), 3178,0 (sj), 31244 (sj), 3106,0 (sj),
3090,8 (sj), 2909,4 (s), 2077,2 (vj), 1605,9 (j), 15858 (sj), 1547,5 (sj), 1493,1 (sj), 1430,0 (sj),
1407,7 (sj), 1378,1 (), 1339,9 (s), 1303,0 (s), 1208,1 (sj), 1164,1 (sj), 1091,1 (sj), 889,1 (),
788,6 (5), 775,6 (), 645,9 (), 601,1 (s), 462,8 (5), 424,7 (s) (slika P27).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 8,00 (d, 1H, Cda—H), 7,91 (d, 1H, C5a—H),
7,53 (s, 2H, NH2), 2,46 (s, 3H, C7-H) (slika P28).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 181,07 (C8), 167,00 (C2a), 143,27 (C5a),
141,37 (SCN), 138,59 (C6), 122,50 (C4ar), 15,28 (C7) (slika P29).
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3.4. Bioloska aktivnost

3.4.1. Antimikrobna aktivnost

In vitro, ispitivanje antibakterijske i antifungalne aktivnosti obuhvatilo je Cetiri soja Gram-
pozitivnih (Bacillus spizizenii ATCC 6633, Clostridium sporogenes ATCC 19404, Micrococcus
luteus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 6538) i Cetiri soja Gram-negativnih bakterija
(Proteus hauseri ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031), dva soja gljivica (Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404, Candida albicans ATCC 10231) i jedan soj kvasca (Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763).

Testiranje je sprovedeno mikrodilucionom metodom (metodom dvostrukog razblazivanja) u
mikrotitarskim ploCama sa 96 bunari¢a. Antibakterijska aktivnost odredena je koriS¢enjem
Mueller—Hinton bujona, dok je antifungalna aktivnost ispitana pomoc¢u Sabouraud dekstroznog
bujona. Koncentracija osnovnih rastvora ispitivanih jedinjenja iznosila je 10 mg/mL u DMSO-u.
Nakon dodavanja 100 pL odgovaraju¢eg bujona u svaki bunari¢ mikrotitarske ploce, dodatno je
naneto 100 pL jedinjenja koje je zatim dvostruko razblazeno. Suspenzije bakterija i gljivica
pripremljene su u sterilnom 0,9 % fizioloskom rastvoru, a po 10 uL razblazene suspenzije dodato je
u svaki bunari¢, tako da je kona¢na koncentracija za bakterije iznosila 5 x 10° CFU/mL i za gljivice
5 x 10° CFU/mL.

Ampicilin je koris¢en kao pozitivna kontrola za bakterije, amfotericin B kao pozitivna
kontrola za gljivice, dok je DMSO sluZio kao negativna kontrola. Mikrotitarske ploce inkubirane su
24 sata na 37 °C za bakterije i 48 sati na 28 °C za gljivice. Nakon inkubacije, u svaki bunari¢ dodato
je 10 uL 10 % rastvora rezazurina radi vizuelizacije rasta mikroorganizama pri ¢emu plava boja
ukazuje na odsustvo rasta mikroorganizama, odnosno na inhibiciju rasta, dok ruzicasta boja oznacava
prisustvo rasta i samim tim neefikasnost testirane koncentracije jedinjenja. Minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) definisana je kao najniza koncentracija jedinjenja koja inhibira rast bakterija 1
izrazena je u milimolarnim (mM) koncentracijama.

3.4.2. Citotoksi¢na aktivnost

Citotoksi¢nost kompleksa i njihovih prekursora ispitana je na pet humanih malignih ¢elijskih
linijja: adenokarcinom cerviksa (HelLa), karcinom pluéa (A549), adenokarcinom dojke
(MDA-MB-231), hroni¢na mijeloidna leukemija (K562) i kolorektalni adenokarcinom (LS 174T),
kao i na normalnim humanim fibroblastima plu¢a (MRC-5).

Sve celijske linije nabavljene su od American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
Virginia, USA). Celije su posejane u ploce za ¢elijske kulture sa 96 bunari¢a u RPMI-1640 hranljivom
medijumu pri slede¢im gustinama sejanja:

e 2000 c¢elija po bunari¢u za HeLa Celije;
e 5000 ¢elija po bunari¢u za A549, MDA-MB-231, K562 i MRC-5 ¢elije;
e 7000 celija po bunari¢u za LS 174T celije.

Celijske linije su odrzavane u RPMI-1640 medijumu za éelijske kulture, koji sadrzi 10 %
fetalni govedi serum (FBS, fetal bovine serum), 2 mM L-glutamin, 25 mM HEPES pufera
(4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina) i rastvor penicilina (100 U/mL) i streptomicina
(0,1 mg/mL). Celijske kulture su gajene u CO, inkubatoru na temperaturi od 37 °C, u atmosferi
vlaznog vazduha (95 %) sa 5 % CO,. Celije su tretirane sa pet razli¢itih koncentracija testiranih
kompleksa i1 njihovih prekursora (12,5, 25, 50, 100 i 200 uM) tokom 72 sata. Nakon perioda
inkubacije, prezivljavanje ¢elija odredeno je MTT kolorimetrijskim testom, prema protokolu koji je
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prvi opisao Mosmann [127], koji je kasnije modifikovali Ohno i Abe [128]. MTT test
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijum-bromid) predstavlja metodu koja se Koristi za
odredivanje ¢elijskog prezivljavanja i citotoksi¢nosti razlicitih jedinjenja. Princip testa zasniva se na
sposobnosti zivih ¢elija da redukuju Zutu tetrazolijumsku so MTT u nerastvorni ljubi¢asti formazan.
Koli¢ina formiranog formazana proporcionalna je broju zivih, metabolicki aktivnih ¢elija, pa se
intenzitet boje moze kvantitativno izmeriti spektrofotometrijski. Merenje apsorbancije izvrSeno je na
570 nm pomocu mikrotitarskog spektrofotometra Thermo Scientific Multiskan SkyHigh. Sva
ispitivanja sprovedena su u tri nezavisna eksperimenta, pri ¢emu je svaki eksperiment izveden u
triplikatu radi obezbedivanja pouzdanosti i reproducibilnosti rezultata. Rezultati MTT testa izrazeni
su kao 1Cso vrednosti (uM), predstavljene u obliku srednje vrednosti + standardna devijacija (SD), pri
¢emu ICsg vrednost predstavlja koncentraciju jedinjenja koja smanjuje prezivljavanje ¢elija za 50 %
u odnosu na kontrolu. Cisplatina, standardni hemoterapeutski agens, koris¢ena je kao pozitivna
kontrola u ispitivanju citotoksi¢ne aktivnosti. Svi reagensi kori$¢eni u eksperimentima sa ¢elijskim
kulturama nabavljeni su od kompanije Sigma Aldrich, dok su plo¢e sa 96 bunaric¢a za ¢elijske kulture
kupljene od kompanije Thermo Scientific.

3.4.3. Analiza ¢elijskog ciklusa proto¢nom citometrijom

Analiza celijskog ciklusa je sprovedena radi ispitivanja uticaja metalnih kompleksa na
raspodelu faza ¢elijskog ciklusa u HeLa éelijama. Celije (200 000 po bunarié¢u) su zasejane u RPMI-
1640 kompletnom medijumu u plo¢ama sa 6 bunarica i tretirane ICso, 21Cso i 41Cso koncentracijama
Zn(11) i Mn(I1) kompleksa tokom 24 h i/ili 48 h, u zavisnosti od eksperimentalnog dizajna. Nakon
tretmana, kontrolne i tretirane ¢elije su sakupljene tripsinizacijom, isprane fosfatnim puferom (PBS)
i fiksirane u hladnom 70 % etanolu na ledu, prema prethodno opisanim protokolima [129]. Fiksirani
uzorci su ¢uvani na —20 °C najmanje nedelju dana pre analize. Pre proto¢ne citometrije, ¢elije su
centrifugirane, resuspendovane u PBS-u sa RNazom A i inkubirane 30 min na 37 °C, nakon Cega je
dodat rastvor propidijum-jodida (PI). Raspodela ¢elija u fazama subG1, G1, S i G2/M odredena je
pomocu BD FACSCalibur™ proto¢nog citometra (BD Biosciences) 1 BD CellQuest™ Pro softvera.
Svi eksperimenti su izvedeni najmanje dva puta nezavisno. Kori$¢eni reagensi bili su nabavljeni od
kompanije Sigma Aldrich, dok su koris¢ene Thermo Scientific™ Biolite™ ploce sa 6 bunarica za
adherentne celije.

3.4.4. FITC Annexin V/propidijum-jodid (PI) bojenje — analiza proto¢nom citometrijom

Analiza tipa celijske smrti sprovedena je kako bi se ispitao efekat metalnih kompleksa na
indukciju ¢elijske smrti u HeLa ¢elijama. Celije (200 000 po bunari¢u) su zasejane u RPMI-1640
kompletnom medijumu u plo¢ama sa 6 bunarica i tretirane ICso, 2I1Cso i 41Cso koncentracijama Zn(Il)
1 Mn(Il) kompleksa tokom 24 h. Nakon inkubacije, ¢elije su sakupljene tripsinizacijom, isprane
fosfatnim puferom (PBS) i obojene FITC Annexin V i propidijum-jodidom (PI) tokom 15 minuta na
sobnoj temperaturi u mraku, u skladu sa preporukama proizvodaca ranije opisanim [130]. Nakon
bojenja, procenat Annexin V/PI” vijabilnih ¢elija, Annexin V*/PI" ranih apoptotskih ¢elija, Annexin
V*/PI* kasnih apoptotskih/sekundarno nekroti¢nih ¢elija, kao i Annexin V7/PI* mrtvih éelija odreden
je proto¢nom citometrijom koriste¢i BD FACSCalibur™ (BD Biosciences) i BD CellQuest™ Pro
softver. Svi eksperimenti su izvedeni najmanje dva puta nezavisno. FITC Annexin V i Annexin V
Binding Buffer bili su proizvodi kompanije BD Pharmingen, dok su ostali reagensi, ukljucujuci
propidijum-jodid, nabavljeni od kompanije Sigma Aldrich; koris¢ene su Thermo Scientific™
Biolite™ ploce sa 6 bunarica.
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3.4.5. Merenje intracelijskih nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) proto¢nom citometrijom

Merenje intracelijskih nivoa reaktivnih kiseconi¢nih vrsta (ROS) sprovedeno je protoénom
citometrijom u MRC-5 éelijama. Celije (200 000 po bunarié¢u) su zasejane u RPMI-1640 kompletnom
hranljivom medijumu u plo¢ama sa 6 bunari¢a i inkubirane tokom 24 h sa subtoksi¢nim ICzo
koncentracijama kompleksa 1-3, kao i sa ICso koncentracijama kompleksa 4, 5, 6 i 9. Nakon
inkubacije, ¢elije su sakupljene tripsinizacijom, ispranec PBS-om i obojene sa 30 UM rastvorom
2" 7"-dihlorodihidrofluorescein-diacetata tokom 45 min na 37 °C, prema ranije opisanim protokolima
[131]. Intenzitet fluorescencije dihlorofluoresceina, kao mera nivoa ROS unutar ¢elija, odreden je
koris¢enjem BD FACSCalibur™ proto¢nog citometra i BD CellQuest™ Pro softvera. U cilju
ispitivanja potencijalnih citoprotektivnih svojstava kompleksa, kontrolne i tretirane MRC-5 ¢elije su
dodatno izlozene 5 mM vodonik-peroksidu (H202) u PBS-u na 37 °C u trajanju od 15-20 min pre
odredivanja nivoa ROS. Svi eksperimenti Su izvedeni u najmanje dva nezavisna ponavljanja.
Kori$éeni reagensi bili su nabavljeni od kompanije Sigma Aldrich, dok su koris¢ene Thermo
Scientific™ Biolite™ ploce sa 6 bunari¢a za adherentne celije.

3.5. XRD analiza

3.5.1. Rendgenska strukturna analiza kompleksa

Kristalne strukture kompleksa [ZnL(NCO)2] (1), [Zn(L1)21(BFa)2 (2), [ZnLY(N3s)2] (3),
[Zn(L2)2] (4), [Mn(L?)2] (5), [Mn(L3)2] (6) i [ZnL*(NCS)(H20)] (7) odredene su metodom difrakcije
X-zraka na monokristalu. Rezultati dobijeni rendgenskom strukturnom analizom, kao i dodatni
relevantni parametri ispitivanih kompleksa, prikazani su u tabeli 4, 5 i 6. Difrakcioni podaci
prikupljeni su pomoc¢u Agilent SuperNova difraktometra sa dvostrukim izvorom i Atlas detektorom,
opremljenog monohromatskim Mo-Ka zraéenjem (4 = 0,71073 A), pri sobnoj temperaturi za
[ZnLY(N3)2], [ZnL4(NCS)(H20)] i na 150 K za [ZnLY(NCO)2], [Zn(LY)2](BFs)2, [Zn(L?)],
[Mn(L?)2], [Mn(L3)2], respektivno. Podaci su obradeni korii¢enjem softvera CrysAlisPRO [132].
Strukture su reSene koris¢enjem softverskog paketa Olex [133] u kombinaciji sa SHELXT [134], a
modeli struktura su optimizovani metodom najmanjih kvadrata pune matrice na osnovu F2 vrednosti
uz primenu SHELXL [135]. Svi atomi, osim vodonikovih, modelovani su anizotropno. Atomi
vodonika ukljuceni su u kristalnu strukturu na geometrijski izracunatim pozicijama i utacnjeni Su
koriS¢enjem riding modela. Atomi C14 i O3 jednog NCO liganda u [ZnL'(NCO);] pokazali su
neuredenost duz dva pravca i modelovani su kori§¢enjem PART instrukcija. Popunjenost C14a 1 C14,
odnosno O3a i O3b, optimizovana je na odnos od 58:42 %, respektivno. Atomi vodonika vezani za
azot 1 kiseonik odredeni su na diferencijalnoj Furijeovoj mapi i modelovani uz primenu ogranicenja
rastojanja (DFIX) sa d(N-H) = 0,88 A ili d(O-H) = 0,98 A i sa Uiss(H) = 1,2 Ueg(N) ili
Uiso(H) = 1,5 Ueq(O), rEdom.
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Tabela 4. Kristalografski podaci i parametri uta¢njavanja za komplekse 1, 2 i 3.

Oznaka 1 2 3
Empirijska formula C14H17BrNeO3zZn C24H34B2BroFgNgO,Zn C12H17BrN1gOZn
Molarna masa (g/mol) 462,61 865,40 462,63
CCDC broj 2339925 2339926 2339927
Veli¢ina kristala (mm) 0,50 x 0,20 x 0,10 0,40 x 0,40 x 0,30 0,20 x 0,20 x 0,10
Boja kristala bezbojna Zuta Zuta
Kristalni sistem triklini¢ni ortorombiéni triklini¢ni
Prostorna grupa P-1 Pbcn P-1

a (A 7,4852(3) 22,9095(8) 7,7113(5)

b (A) 9,8974(5) 12,4317(6) 9,6246(9)
c(A) 13,2682(6) 12,1295(6) 13,1176(9)
a(°) 95,579(4) 90 100,371(7)
B (°) 92,748(4) 90 106,222(6)
y (%) 110,231(4) 90 100,696(7)
V (A% 914,44(8) 3454,5(3) 890,39(12)
YA 2 4 2

Izadunata gustina (g/cm®) 1,680 1,664 1,726
F(000) 464 1728 464

Broj prikupljenih refleksija 10 782 17 331 7401

Broj nezavisnih refleksija 4195 3959 4073

Rint 0,0343 0,0398 0,0264

Broj parametara 249 217 230
R[I>2c (D]? 0,0553 0,0407 0,0389

WR: (svi podaci)® 0,1735 0,0916 0,0892
Faktor primerenosti, S° 1,057 1,049 1,009
Maksimum/minimum preostale +2.30/~0,79 +1,16/-1,08 +0,58/-0.60

elektronske gustine (e/A%)

“R = Y||Fo| — [Fell/X|Fo|. "WR2 = {F[W(Fo® — F?)?)/Y [W(Fo?)]}*.
S = {3 [w(Fo? — Fc2)?]/(n-p)}¥2 gde je n broj refleksija, a p ukupan broj utaénjenih parametara.
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Tabela 5. Kristalografski podaci i parametri uta¢njavanja za komplekse 4 i 5.

Oznaka 4 5

Empirijska formula Ci16H16BraNgS2Zn Ci16H16BraNgS2Mn
Molarna masa (g/mol) 609,68 599,25

CCDC broj 2533490 2454819

VeliCina kristala (mm)
Boja kristala

Kristalni sistem

Prostorna grupa

a(A)

b (A)

c (A)

a(°)

B ()

y (©)

V(A9

YA

IzraGunata gustina (g/cm?®)
F(000)

Broj prikupljenih refleksija
Broj nezavisnih refleksija
Rint

Broj parametara

Rl > 26 (N]°

WR2 (svi podaci)®

Faktor primerenosti, S°

Maksimum/minimum preostale
elektronske gustine (e/A%)

0,40 x 0,15 x 0,10
Zuta
ortorombicni
Pbcn
13,7666(9)
9,7475(8)
15,4591(9)
90

90

90
2074,5(2)
4

1,952
1200

8996

2377
0,0316
139
0,0266
0,0638
1,121

+0,36/-0,65

0,25 x 0,15 x 0,10
crvena
ortorombicéni
Pbcn
13,7242(7)
9,9291(6)
15,4123(10)
90

90

90
2100,2(2)

4

1,895

1180

6444

1618
0,0251

139

0,0233
0,0564
1,077

+0,38/-0,29

"R = X|IFol — [Fell/%|Fol. "WR2 = {T[W(Fo® ~ F?)*/Y[W(Fo’) T},

°S = {3 [wW(Fo? — F2)?]/(n-p)}¥2 gde je n broj refleksija, a p ukupan broj utaénjenih parametara.
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Tabela 6. Kristalografski podaci i parametri uta¢njavanja za komplekse 6 i 7.

Oznaka 6 7

Empirijska formula C14H17N100055:Mn C7HoN50S3sZn
Molarna masa (g/mol) 452,43 340,74

CCDC broj 2454820 2427821

VeliCina kristala (mm)
Boja kristala

Kristalni sistem

Prostorna grupa

a(A)

b (A)

c (A)

a(°)

B ()

y (©)

V(A9

YA

IzraGunata gustina (g/cm?®)
F(000)

Broj prikupljenih refleksija
Broj nezavisnih refleksija
Rint

Broj parametara

Rl > 26 (N]°

WR2 (svi podaci)®

Faktor primerenosti, S°

Maksimum/minimum preostale
elektronske gustine (e/A%)

0,30 x 0,08 x 0,02
crvena
monoklini¢ni
P21/c
10,8440(5)
25,5586(12)
14,2441(7)
90
105,663(5)
90
3801,3(3)

8

1,581

1856

32657

8686
0,0910

530

0,0631
0,1266
1,029

+0,71/-0,56

0,25x0,15x 0,10
Zuta
triklini¢ni
P-1
8,2115(6)
8,7693(8)
10,1180(8)
110,190(7)
97,137(6)
109,185(7)
622,20(10)
2

1,819

344

5223

2845
0,0239
167
0,0337
0,0790
1,052

+0,39/-0,44

*R = X ||Fo| — |Fell/X|Fo|- "WR2 = {F[W(Fo® — F?)’)/Y [W(Fo’)]}.
°S = {3 [wW(Fo? — F2)?]/(n-p)}¥2 gde je n broj refleksija, a p ukupan broj utaénjenih parametara.
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3.6. Teorijski proracuni

3.6.1. DFT proracuni stabilnosti kompleksa u rastvoru

Racunarska hemija predstavlja znaCajan metod za proucavanje termodinamicke stabilnosti i
geometrijske strukture metalnih kompleksa. Metode zasnovane na teoriji funkcionala gustine (DFT)
omogucavaju detaljnu analizu elektronske strukture i prirode metal-ligand veza [86,136-138].
Takode, znacaj ove metode se ogleda u tome da omogucava odredivanje strukture molekula u rastvoru
[139]. Njihova primena u proucavanju koordinacionih jedinjenja dodatno naglasava znacaj ovih
sistema u modernoj hemiji [140-142].

Kvantno-hemijski prorac¢uni u okviru ove disertacije izvedeni su primenom komplementarnih
metodoloskih pristupa u programskim paketima ADF i ORCA, u zavisnosti od elektronske strukture
ispitivanih sistema (zatvorena ljuska kod d'® Zn(I1l) kompleksa u odnosu na otvorenu ljusku i
visokospinska stanja Mn(II) jona) i metodoloskih okvira objavljenih radova koji ¢ine celinu ove teze.
Za komplekse 1-3, kao i 7 i 8 prorac¢uni su radeni koris¢enjem ADF programa [143] u okviru
Amsterdam Modeling Suite paketa (verzije 2023.104 i 2024.101), dok je za komplekse 4-6 i
kompleks 9 koris¢en ORCA program (verzija 6.1.1) [144].

U ADF prorac¢unima relativisticki efekti su uzeti u obzir koris¢enjem skalarno-relativisticke
aproksimacije nultog reda (ZORA) [145-147], zajedno sa sve-elektronskim triple-zeta Slaterovim
baznim skupom sa jednom polarizacionom funkcijom (TZP). Efekti rastvaraca opisani su COSMO
implicitnim solvatacionim modelom [148,149] sa DMSO-om kao rastvaratem, u skladu sa
eksperimentalnim uslovima.

Kompleksi 1, 2 i 3 optimizovani su na ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO nivou teorije (BP86
[150-152]; D4 [153]). Kompleksi 4-6 i 9 optimizovani su primenom hibridnog funkcionala sa
razdvajanjem opsega wB97X-D4rev [154], koji koristi revidirane D4 parametre i zamenjuje VV10
nelokalni korelacioni ¢lan D4 disperzionom korekcijom, uz def2-TZVP(—f) bazni skup. Efekti
rastvaraca ukljuceni su koris¢enjem SMD implicitnog solvatacionog modela [155] sa DMSO-om kao
rastvaratem. Mn(ll) kompleksi tretirani su u visokospinskom sekstetnom stanju primenom
nespregnutog formalizma, dok je Zn(II) kompleks rac¢unat kao singlet bez nesparenih elektrona.

Za komplekse 7 i 8 geometrije su optimizovane na istom ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO
nivou kao i kod 1-3, dok su elektronske energije dodatno evaluirane meta-hibridnim TPSSh-D4
[156,157] i MN15 [158] funkcionalima na prethodno optimizovanim strukturama.

Analiza harmonijskih vibracionih frekvencija sprovedena je na istom nivou teorije kao i
geometrijska optimizacija kako bi se potvrdilo da optimizovane strukture svih kompleksa odgovaraju
pravim minimumima na povrsini potencijalne energije. Gibbsove slobodne energije dobijene su iz
termalnih korekcija izraCunatih u rastvoru na 298 K. Pri tome su za procenu entropijskih doprinosa
vibracionih modova niskih frekvencija primenjene korekcije slobodnog rotora prema Li i Head-
Gordonu [159], kao i QRRHO (quasi-rigid-rotor harmonic oscillator) pristup prema Grimmeu [160],
uz grani¢nu frekvenciju od 100 cm™, ¢ime je obezbedena pouzdana procena termodinamickih
parametara kako u ADF, tako i u ORCA softverskom paketu.

Prilikom termodinamickih izraCunavanja za sve reakcione vrste primenjena je standardna
korekcija za promenu stanja iz idealnog gasa (1 atm) u idealni rastvor (koncentracija od 1 mol dm3),
§to iznosi 1,89 kcal mol™! na 298 K. Kada DMSO molekul uéestvuje u reakciji, a istovremeno je i
rastvaraé, korekcija za promenu stanja iz idealnog gasa u Cisti rastvara¢ iznosi 3,46 kcal mol™! na
298 K.
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3.6.2. TDDFT proracuni

Proracuni ekscitovanih elektronskih stanja izvedeni su primenom vremenski zavisne teorije
funkcionala gustine (TDDFT) [161], pri ¢emu je metodologija prilagodena ispitivanim kompleksima.

Za kompleks 4 vertikalne energije elektronskih prelaza izracunate su uz ukljucivanje
ravnoteze rastvaraca specificne za pobudeno stanje (CPCMEQ), odnosno primenom pune staticke
dielektricne konstante DMSO. Za analizu karaktera dominantnih elektronskih prelaza generisane su
prirodne tranzicione orbitale (NTO) [162,163].

Za komplekse 7 i 8 TDDFT proracuni vertikalnih energija elektronskih prelaza i
odgovarajucih jacina oscilatora izvedeni su koris¢enjem hibridnog funkcionala razdvojenog dometa
CAM-B3LYP [164], dok su efekti rastvaraca ukljuceni primenom COSMO modela solvatacije, pri
¢emu je kao rastvara¢ koris¢en DMSO.

3.6.3. Konceptualni DFT

Elektronski hemijski potencijal (i), molekulska tvrdoc¢a (1), molekulska mekoca (S) i indeks
elektrofilnosti (®), koji predstavljaju globalne deskriptore konceptualnog DFT-a, izracunati su
primenom aproksimacije linearizacije kona¢nih razlika (FDL, Finite Difference Linearization) [165],
zasnovane na proracunima elektronskih energija ispitivanog molekula, kao i sistema sa jednim
elektronom vise 1 jednim elektronom manje (N, N+1 i N—1 elektronski sistemi) prema slede¢im
izrazima:

E.(N+1)—E,(N—-1)
I"I'=

] &
n =Ee(N+1)_ ZEe(N)‘I' Ee(N_l) (2)
S -1 3)

R

_ K
W= m 4)

gde Ee(N), Ee(N+1) i Ee(N-1) predstavljaju ukupne elektronske energije N, N+1 i N-1 elektronskih
sistema, izraCunate na optimizovanoj geometriji neutralnog molekula.

Za proracune konceptualnog DFT-a korisc¢eni su funkcional CAM-B3LYP [153] TZP bazni
skup i COSMO model solvatacije sa vodom kao rastvaratem, pri ¢emu su proracuni izvedeni na
geometrijama optimizovanim na nivou teorije ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO (voda). Za prora¢une
energija sistema sa jednim elektronom vise ili manje, neophodnih za primenu FDL aproksimacije,
koriS¢en je nespregnutni formalizam.

3.6.4. Analiza interakcija izmedu fragmenata

Priroda hemijske veze izmedu fragmenata [ZnL!]**--L!, [ZnL]*--(NCO).*",
[ZnL1]%*-- (N3)2*", [ZnL1]?*--(OCN).*" ispitana je primenom analize dekompozicije energije EDA
(Energy Decomposition Analysis) [166-168], implementirane u programskom paketu ADF, na
ZORA-BP86-D4/TZP nivou teorije, koriste¢i odgovarajuce optimizovane geometrije. Energija
interakcije izmedu fragmenata (Eint) prikazana je kao zbir elektrostaticke interakcije (Eeist), energije
Paulijevog odbijanja (Epaui), orbitalne interakcije (Eob) i disperzionih interakcija (Edisp):
Eint=Eeist*EpaulitEorb+Edisp. Pri tome, Eest predstavlja Kulonovu interakciju izmedu raspodela
naelektrisanja fragmenata, Epauii Opisuje destabilizaciono odbijanje koje nastaje usled preklapanja
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popunjenih orbitala fragmenata, Eom predstavlja stabilizacioni doprinos koji potice od mesSanja
orbitala fragmenata, ukljucujuci prenos naelektrisanja i polarizaciju, dok Egisp Opisuje stabilizaciju
usled disperzionih (van der Waalsovih) interakcija.

Pored toga, izvrSena je analiza prirodnih orbitala za hemijsku valencu (NOCV, Natural
Orbitals for Chemical Valence) [169,170] kojom je deformacija elektronske gustine razloZena na
pojedinatne kanale prenosa naelektrisanja, radi identifikacije razli¢itth mehanizama prenosa
elektronske gustine i odredivanja njihovog energetskog doprinosa orbitalnoj interakciji (Eorb). Prenos
naelektrisanja izmedu fragmenata kvantifikovan je primenom Hirsfeldove analize naelektrisanja
[171].

3.6.5. Molekulski doking

Molekulski doking je racunarska metoda koja se koristi za predvidanje najpovoljnijeg nacina
vezivanja ispitivanih jedinjenja za ciljni bioloski makromolekul. Metoda se zasniva na pretrazivanju
mogucih polozaja i orijentacija ispitivane molekulske vrste u vezivnom, odnosno aktivnom mestu
ciljnog enzima, uz primenu empirijskih funkcija ocenjivanja za procenu afiniteta vezivanja. Na taj
nacin molekulski doking omogucava identifikaciju mogucih intermolekulskih interakcija i koristi se
kao pomo¢ni alat za tumacenje eksperimentalno uocene bioloske aktivnosti i predlaganje mogucih
mehanizama dejstva ispitivanih jedinjenja.

Priprema liganada. Polazec¢i od geometrija kompleksa 1, 2 i 3 optimizovanih na nivou teorije
ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO (voda), Mertz—Kollman-ove parcijalne naelektrisanosti izracunate su
primenom RESP postupka [172], koriste¢i hibridni funkcional B3LYP [173,174] i bazni skup
6-31(d,p) [175] za nemetalne atome, odnosno bazni skup lanl2dz sa efektivnim potencijalom jezgra
za atom cinka. U ovim prora¢unima radijus jona Zn?" postavljen je na 1,0 A. Proraduni su izvedeni
pomocu programa Gaussian09 [176] i RESP 2.4 [177]. Datoteke u formatu pdbgt, pogodne za
eksperimente molekulskog dokinga, inicijalno su kreirane u programu AutoDockTools (verzija 1.5.6)
[178], a prethodno izracunate Mertz—Kollman-ove parcijalne naelektrisanosti naknadno su ru¢no
dodeljene.

Priprema proteina. Od Sest enzima biosintetskog puta sterola kod kvasca Saccharomyces
cerevisiae — 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A reduktaze (HMG-CoA reduktaza), geranilgeranil
pirofosfat sintaze (GGPPS), skvalen sintaze (SQS), skvalen epoksidaze (SQE), sterol
24-C-metiltransferaze (SMT) i lanosterol 14a-demetilaze (CYP51) — u Protein Data Bank (PDB)
pronadene su kristalne strukture samo dva enzima (GGPPS i CYP51).

Za GGPPS, kristalna struktura sa PDBID oznakom 2dh4 [179] preuzeta je iz baze podataka
PDB, a molekuli vode su uklonjeni iz strukture, pri éemu je ostavljen kataliticki vazan jon Mg?*. Iz
kristalne strukture CYP51 (PDBID: 8dl4) uklonjeni su svi heteroatomi, osim HEM grupe. Za enzime
HMG-CoA reduktazu, SQS, SQE i SMT, koriS¢eni su homoloSki modeli kreirani pomocu dve
razlicite strategije modelovanja (Swiss Model Repository [180] i AlphaFold2 [181]).

Nakon toga, za sve proteinske strukture odredena su protonaciona stanja svih jonizujuc¢ih
(titrabilnih) aminokiselinskih ostataka koris¢enjem programa H++ [182], koji se zasniva na metodi
kontinuumske elektrostatike reSavanjem Poason—Bolcmanove jednacine metodom konac¢nih razlika
(FDPB, finite difference Poisson-Boltzmann). Na kraju, proteinskim strukturama su pomocu
programa AutoDockTools [178] dodati su parcijalni atomski naboji prema Kollmanovom modelu i
standardni tipovi atoma aminokiselinskih ostataka, neophodni za proracune molekulskog dokovanja.

Za protein GGPPS, naboj jona Mg?* postavljen je na +2, dok su za HEM grupu u CYP51
pojedinacni atomski naboji izraCunati pomocu gore opisane Mertz—Kollman/RESP procedure i ru¢no
uneti u pdbqt datoteku.
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Eksperiment molekulskog dokovanja izveden je pomocu programa AutoDock 4.2 [172]
koris¢enjem Lamarckovog genetickog algoritma sa populacijom od 150 jedinki i 25000000 procena
energije. Softver Discovery Studio [183] koris¢en je za analizu i vizuelizaciju rezultata studije
molekulskog dokovanja.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Sinteze

Ligand HLCI naziva (E)-2-(2-(1-(6-bromopiridin-2-il)etiliden)hidrazinil)-N,N,N-trimetil-2-
oksoetan-1-aminium, sintetisan je kondenzacionom rekacijom 2-acetil-6-bromopiridina i Zirarovog
T reagensa u molskom odnosu 1:1 u metanolu (sema 4). Dobijeni proizvod okarakterisan je
standardnim metodama strukturne analize, ukljucujuc¢i elementalnu analizu, infracrvenu (IR)
spektroskopiju, kao i 'H i 3C NMR spektroskopiju. Svi sintetisani ligandi okarakterisani su
identicnim skupom standardnih metoda strukturne analize primenjenih pri karakterizaciji prvog
liganda.

A\

4

o}
~ MeOH
| + H,N N >
SN *\. 2 kapi CH;COOH
N H
cr

Sema 4. Sinteza HLCI liganda

Reakcijom Zn(BF4)2-6H20 sa ligandom HLCI i NaOCN u molskom odnosu 1:1:4 u rastvoru
vode i metanola (1:2, v/v) sintetisan je kompleks 1. U ovom kompleksu, sastava [ZnL*(NCO),], jon
Zn(I1) je pentakoordinovan, sa distorgovanom trigonalno-bipiramidalnom geometrijom. Kompleks 2,
oktaedarske geometrije koji sadrzi dva molekula koordinovanog liganda [Zn(L1)2](BF4)., dobijen je
reakcijom liganda HL!Cl sa Zn(BF4)2-6H20 i NaNs u istom molskom odnosu i smesi rastvaraca kao
i kod prvog kompleksa. Polazeci od ranije objavljenih podataka [55], ispitan je uticaj povecanja
koncentracije azidnog jona na sastav i strukturu formiranja cinkovih kompleksa. Poseban akcenat
stavljen je na ispitivanje uticaja koli¢ine azida nakon sinteze kompleksa 2, u smislu moguceg
formiranja novog reakcionog proizvoda, Sto bi predstavljalo znaCajan doprinos razumevanju
reakcionog toka i omogucilo preciznije usmeravanje dirigovanih sintetskih postupaka. Stoga,
reakcijom HLCI sa Zn(BF:)2:6H20 i NaN3 u velikom visku azida (1:1:12), primenom iste
kombinacije rastvarata i istih reakcionih uslova kao u prethodnim sintezama formiran je
mononuklearni Zn(I1) kompleks 3, sastava [ZnL*(N3)2] sli¢ne geometrije kao i kompleks 1 (S§ema 5).
Ukratko, povecanje koli¢ine azida favorizuje formiranje kompleksa 3, u kome su jedan deprotonovan
ligand i dva azidna liganda koordinovana za centralni metalni jon Zn(l1).

Koordinacija liganda preko iminskog azota, kiseonika iz karbonilne grupe i piridinskog azota
potvrdena je IR spektroskopijom. IR spektar liganda pokazuje Siroku traku na 3377,4 cm™, koja
predstavlja vibraciju istezanja N-H grupe. Trake uocene na frekvencijama iznad 3300 cm™ u
spektrima kompleksa 1 i 3 poticu od prisustva atmosferske vlage. U spektru liganda uocava se izrazito
intenzivna traka na 1703,4 cm™, koja se pripisuje vibraciji istezanja karbonilne C=0 grupe, dok je
ista traka odsutna u spektrima sva tri kompleksa. Umesto toga, jake trake koje poticu od vibracije
istezanja C-O grupe mogu se videti na 1027,8 cm™! (kompleks 1), 1026,3 cm™ (kompleks 2) i
1120,6 cm™ (kompleks 3). Ove ¢injenice ukazuju na delokalizaciju elektronskog para karbonilne
grupe ka kiseoniku, §to potom omogucava koordinaciju liganda preko negativno naelektrisanog
atoma kiseonika. Traka na 2209 cm™, uocena u IR spektru kompleksa 1, odgovara koordinaciji
cijanatnog jona, dok prisustvo N3z~ grupe u strukturi kompleksa 3 pokazuje karakteristi¢na traka na
2060,4 cm™. IR spektri liganda i Zn(I1) kompleksa dati su u prilogu (P1, P13, P16 i P19).
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Kompleksi 1-3 nisu pokazali NH signal koji je uo¢ljiv u *H NMR spektru liganda HL!CI na
11,46 ppm, Sto ukazuje da je ligand koordinovan u svom deprotonovanom obliku. Kompleksi imaju
tri koordinaciona mesta: kiseonik iz karbonilne grupe, azot iz piridina i iminski azot §to se moze videti
iz 3C NMR spektara. Pomeranje karbonilnog ugljenika (C9), sa 167,20 ppm u spektru HL!CI na
170,52 ppm u spektru kompleksa 1, 171,74 ppm u spektru kompleksa 2, i 170,86 ppm u spektru
kompleksa 3, ukazuje na koordinaciju preko karbonilnog kiseonika. Koordinacija HLCI preko
iminskog azota rezultira pomakom signala (C7), sa 149,54 ppm na 152,03 ppm u spektru kompleksa
1, na 153,50 ppm u spektru kompleksa 2, i na 151,80 ppm u spektru kompleksa 3. NMR spektri
liganda i Zn(I11) kompleksa dati su u prilogu (P2, P3, P14, P15, P17, P18, P20, P21).

Stabilnost sva tri cinkova kompleksa pri koncentraciji 10* M u DMSO-u ispitivana je
pracenjem promene apsorpcionog spektra tokom 24 h na sobnoj temperaturi primenom UV-Vis
spektrometrije. Poredenje spektara snimljenih u sveze pripremljenim rastvorima i nakon 24 h nije
pokazalo znacajnije razlike, Sto ukazuje na stabilnost kompleksa koja je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim DFT proracunima. Reprezentativni UV-Vis spektri ovih kompleksa snimljeni neposredno
nakon pripreme rastvora i posle 24 h dati u prilogu P30. Posto je jon Zn(I1) d° sistem, kod njega su
svi d elektronski nivoi potpuno popunjeni, $to zna¢i da nema d-d elektronskih prelaza u vidljivom
delu spektra. Trake koje se uocavaju na slikama P30 i kasnije P31 (intenzivne trake u UV i bliskom
vidljivom regionu sa maksimumima izmedu 300 i 400 nm) mogu se pripisati prvenstveno
intraligandskim elektronskim prelazima (z—z* i/ili n—z*). Kod kompleksa ove trake su batohromno
pomerene (pomerene ka vis$im talasnim duzinama) u odnosu na slobodne ligande (prilog P33).
Ovakvo pomeranje posledica je koordinacije liganda za metalni centar, koja menja elektronsku
raspodelu u ligandu, dovodi do smanjenja energetskog razmaka izmedu orbitala i utie na stabilizaciju
ligandnih orbitala.

Zn(BF,),- 6H,0 (1 ekv.)
NaOCN (4 ekv.)

MeOH/H,0

o] Zn(BF,),+ 6H,0 (1 ekv.)
P NaNj (4 ekv.)
N
9 N MeOH/H,0

Zn(BFy),-6H,0 (1 ekv.)
NaNj; (12 ekv.)

MeOH/H,0

Sema 5. Sinteza kompleksa 1, 2 i 3
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Ligand HL? naziva (E)-2-(1-(6-bromopiridin-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid,
sintetisan je kondenzacionom rekacijom 2-acetil-6-bromopiridina i tiosemikarbazida u molskom
odnosu 1:1 u smesi etanola i vode (3:1, v/v) (Sema 6).

7 i EtOH

Sema 6. Sinteza HL? liganda

Reakcijom liganda HL? sa Zn(BF4)2-6H20 i NaNs u rastvoru metanola i vode (u molskom
odnosu 1:1:4) sintetisan je kompleks 4, dok je pod istim reakcionim uslovima sa MnCl2-4H>0 dobijen
kompleks 5. Kod oba kompleksa, sastava [Zn(L?)2] i [Mn(L?).], metalni centri Zn(ll) i Mn(ll) su
heksakoordinovani za dva liganda, pri ¢emu formiraju distorgovanu oktaedarsku geometriju (Sema
7).

Uporedivanje IR spektara slobodnog liganda i njegovih kompleksa Zn(11) i Mn(ll) pokazuje
karakteristi¢éna pomeranja koja potvrduju koordinaciju liganda za jonski centar metala. Trake v(C=N),
koje se u spektru slobodnog liganda javljaju na 1566,6 i 1543,6 cm™!, pomerene su na 1577,2 i
1540,2 cm™ u spektru kompleksa [Zn(L?)2], dok su na 1575,1 i 1536,2 cm™ u spektru kompleksa
[Mn(L?),], $to ukazuje na koordinaciju preko iminskog azota. U regionu tioamida (13001000 cm™?)
viSe traka postaje izrazenije i blago je pomereno (npr. 1293,4 — 1300,0; 1154,1 — 1162,7;
1113,3 — 1130,5 cm™) kod kompleksa Zn(I1), dok su kod kompleksa Mn(II) slede¢a pomeranja:
1293,4 — 1296,1; 1154,1 — 1156,9; 1113,3 — 1128,9 cm™’, §to je u skladu sa u¢es¢em sumpora u
vezivanju. Traka karakteristicna za tioamidno pomeranje v(N-H) (fragment C(=S)-NH-) u IR
spektru moze se Vvideti kao $iroka vibracija u opsegu 3300-3100 cm™. Ovaj signal je jasno prisutan
u spektru slobodnog liganda. Medutim, uocen je izostanak te trake u spektrima odgovarajucih
metalnih kompleksa $to potvrduje o¢ekivanu deprotonaciju tioamidne grupe i koordinaciju preko
nastalog tiolatnog anjona (S°) S§to je u skladu sa formiranjem tiolatnog oblika liganda nakon
kompleksiranja. Sveukupno, ligand deluje kao tridentatni NNS donor, koordinovan preko piridinskog
I iminskog azota, kao i deprotonovanog sumporovog atoma iz tioamidne grupe. IR spektri liganda i
odgovarajucih kompleksa prikazani su u prilogu (P4, P22, P25).

Protonski spektar HL? liganda (*H NMR) pokazuje singlet na 10,44 ppm, karakteristi¢an za
tioamidnu N-H grupu. Ovaj signal potpuno je odsutan u spektru kompleksa [Zn(L?);], $to jasno
ukazuje na deprotonovanje tokom formiranja kompleksa i generisanje tiolatnog S~ donora.
Aromaticni i piridinski protoni, koji se u spektru slobodnog liganda pojavljuju u opsegu 7,7-8,5 ppm,
u kompleksu pokazuju blaga, ali konzistentna pomeranja (7,6—7,9 ppm), $to je posledica promenjenog
elektronskog okruzenja usled koordinacije. U 3C NMR spektrima najznacajnija promena je
pomeranje signala C=S grupe nanize U magnetnom polju, sa 179,65 ppm kod liganda na 181,05 ppm
u kompleksu, $to je u skladu sa deprotonacijom i jaCom vezom sumpora prema Zn(II) jonu. Iminski
ugljenik (C=N) pokazuje pomeranje ka nizim magnetnim poljima, sa 146,73 ppm na 154,10 ppm, $to
je tipicno za koordinaciju preko azometinskog azota. Aromati¢ni 1 piridinski ugljenici pokazuju
manje, ali sistematske promene (120-146 ppm kod liganda, 121-143 ppm u spektru kompleksa),
potvrdujuci preraspodelu elektronske gustine nakon koordinacije. Svi opisani NMR spektri dosledno
potvrduju tridentatni NNS nacin vezivanja liganda, ukljucujuéi koordinaciju piridinskog i iminskog
azota i tiolatnog atoma sumpora, uz obaveznu deprotonaciju tioamidne N-H grupe pri formiranju
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kompleksa (prilozi P5, P6, P23, P24). Karakterizacija Mn(ll) kompleksa pomoéu NMR
spektroskopije je otezana usled paramagnetizma Mn(I1) jona, koji izaziva izuzetno brzu relaksaciju i
siroke signale. Zbog toga su za strukturnu analizu kompleksa koris¢ene druge standardne metode.

Da bi se utvrdila stabilnost, apsorpcioni spektri sveze pripremljenih rastvora kompleksa 4 i 5
(10° M) su poredeni sa spektrima snimljenim nakon 24 sata. Nije primeéena znacajna promena u
obliku kao ni u intenzitetu apsorpcionih pikova u oba sistema. Odsustvo bilo kakvih znacajnijih
spektroskopskih promena tokom perioda pracenja potvrduje dobru stabilnost cinkovog i manganovog
kompleksa u DMSO-u (P31 i P32).

Radi interpretacije eksperimentalnog UV-Vis spektra kompleksa 4, [Zn(L?)2], uradeni su i
TDDEFT proracuni ha ®B97X D4rev/def2 TZVP(—f)-SMD(DMSO) nivou teorije. Dva intenzivna
singlet—singlet prelaza dobijena su na 3,72 ¢V (333 nm) i 3,75 eV (330 nm), §to je u odli¢cnom skladu
sa eksperimentalnom apsorpcionom trakom sa maksimumom na 3,78 eV (328 nm). IzraCunati
apsorpcioni profil prikazan je u prilogu na slici P34. Analiza prirodnih tranzicionih orbitala (NTO)
pokazuje da su oba singletna ekscitovana stanja, S1 i Sy, izgradena od ista dva dominantna prelaza
izmedu popunjenih i nepopunjenih orbitala, 149a — 150ai 148a — 151a. Odgovaraju¢e NTO orbitale
prikazane su na slici 32 i potvrduju da ovi prelazi imaju z—z* karakter lokalizovan na ligandu. Radi
potpunosti, odgovaraju¢e molekulske orbitale (HOMO-1, HOMO, LUMO i LUMO+1) povezane sa
ova dva prelaza prikazane su na slici P35 u prilogu.

Slika 32. Prirodne tranzicione orbitale (NTO) za dva dominantna prelaza izmedu popunjenih i
nepopunjenih orbitala koji doprinose najnizim singletnim pobudenim stanjima kompleksa 4
[Zn(L?)2]. U gornjem redu prikazan je dominantni NTO par (149a — 150a), dok je u donjem redu
prikazan drugi NTO par (148a — 151a). Oba pobudena stanja, S1 i Sz, izgradena su od ova dva NTO
para, pri ¢emu okupacioni brojevi iznose n = 0,551 0,41 za stanje S1, odnosno n = 0,54 i 0,43 za stanje
S2, za doprinose prelaza 149a — 150a i 148a — 151a, respektivno. Zauzete NTO orbitale prikazane
su magenta i cijan bojom, dok su nezauzete NTO orbitale prikazane ruzi¢astom i svetlozelenom
bojom.
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Zn(BF ), 6H,0 (1 ekv.)
NaNj (4 ekv.)

MeOH/H,0

“

MnCl,-4H,0 (1 ekv.)
NaNj (4 ekv.)

MeOH/H,0

®)
Sema 7. Sinteza kompleksa 4 i 5

Ligand HL® (E)-2-(1-(pirazin-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid,  sintetisan je
kondenzacionom rekacijom 2-acetilpirazina i tiosemikarbazida u molskom odnosu 1:1 u smesi
metanola i vode (3:1, v/v) (Sema 8).
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Sema 8. Sinteza HL? liganda

Reakcijom liganda HL® sa MnCl2-4H,0 i NaN3 uz prisustvo viska azida (molski odnos 1:1:4,
redom), primenom kombinacije rastvaraca i istih reakcionih uslova kao u sintezi liganda, formiran je
mononuklearni Mn(I1) kompleks 6, sastava [Mn(L3)2]-¥2H-0O, gde je jon Mn(ll) koordinovan sa dva
deprotonovana liganda (L3)-, koji formiraju distorgovanu oktaedarsku geometriju (3ema 9).

Uporedivanje IR spektra slobodnog liganda i njegovog kompleksa Mn(ll) 6 jasno pokazuje
karakteristiéna pomeranja koja potvrduju nacin koordinacije liganda za jonski centar metala. Traka
v(C=N), koja se u IR spektru slobodnog liganda javlja na 1615,3 cm™, pomerena je na 1609,8 cm™
u spektru kompleksa [Mn(L3).], $to ukazuje na smanjenu elektronsku gustinu na iminskom azotu i
potvrduje koordinaciju preko iminskog N-atoma. U regionu tioamidnih vibracija (1300-1000 cm™)
uocavaju se vise jasnih pomeranja nakon kompleksiranja. Trake koje se u IR spektru slobodnog
liganda javljaju na 1284,5; 1171,6; 1107,9 cm ! pokazuju promene polozaja i intenziteta u kompleksu,
gde se pojavljuju na 1294,2; 1193,1;1117,8 cm™. Ova pomeranja, posebno u fragmentu
C=S/C-N/C-S, u potpunosti su u skladu sa uklju¢ivanjem tioamidnog sumpora u koordinaciju. U
spektru liganda javljaju se tri jasno razdvojene trake u podrucju 3500-3000 cm™: 3360,5 i
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3240,5 cm™! koje poti¢u od asimetri¢nog i simetri¢nog istezanja slobodne NH> grupe, kao i ostar vrh
na 3160,2 cm™ koji pripada iminskom N-H. U kompleksu ove trake menjaju oblik i polozaj:
karakteristi¢na traka koja poti¢e od iminskog protona nestaje, Sto potvrduje deprotonaciju i
koordinaciju preko azometinskog azota, dok se NH; istezanje javlja samo kao pomeren, slabiji signal
na oko 3271,7 em™ dok se druga traka ne uocava zbog jake interferencije sa Sirokom O—H trakom
vode, vodoni¢nih veza i efekta koordinacije. U delu spektara koji odgovara oblasti 3479-3349 cm™
pojavljuje se tipi¢na Siroka traka, koja poti¢e od v(O—H) iz molekula vode. Slaba traka na 3152,8 cm™
kod kompleksa deo je ove Siroke O—H apsorpcije, ¢ime se potvrduje da kompleks sadrzi vodu, iako
apsorpcija nije visoka ve¢ samo Siroka i raSirena. Sveukupno, IR analiza potvrduje da ligand deluje
kao tridentatni NNS donor, koordinovan preko pirazinskog i iminskog azota i deprotonovanog
sumporovog atoma iz tioamidne grupe. IR spektri liganda i Mn(11) kompleksa dati su u prilogu (P7 i
P26).

U prilogu (P8 i P9) prikazani su NMR spektri liganda, dok je kao i kod prethodnog kompleksa
mangana, zbog paramagnetnih svojstava Mn(Il) jona nemoguce snimiti NMR spektre. UV-Vis
spektar ovog kompleksa potvrduje njegovu stabilnost u dimetil sulfoksidu. Spektri rastvora
kompleksa 6 koncentracije 10> M, snimljeni neposredno nakon pripreme i posle 24 h, ne pokazuju
znacajne promene u spektru (prilog P32). Mangan(ll) u ovim kompleksima se nalazi u
visokospinskom sekstetnom stanju. Kod visokospinskog d° sistema svi d-d prelazi su spin zabranjeni,
a usled centrosimetri¢nog koordinacionog okruzenja dodatno i Laporte-zabranjeni, pa su njihovi
intenziteti veoma niski 1 ove trake nisu uocljive u spektrima.
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Sema 9. Sinteza kompleksa 6

Ligand HL* naziva (E)-2-(1-(tiazol-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid, prethodno je
sintetisan kondenzacionom rekacijom 2-acetiltiazola i tiosemikarbazida u vodi kao rastvaracu (Sema
10).
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Sema 10. Sinteza HL* liganda (ranije sintetisan [51])
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Mononuklearni kompleks Zn(I1) (7), [ZnL*(NCS)(H20)], sintetisan je u reakciji liganda HL*
(E)-2-(1-(tiazol-2-il)etiliden)hidrazin-1-karbotioamid, Zn(BF4)2:6H20 i NH4SCN u molskom odnosu
1:1:12 u smesi rastvaraca metanol/voda (2:1, v/v). Prethodno dobijeni kompleksi sa ovim ligandom
[Zn(L%)2] (8) [86] i [Mn(L*)2] (9) [85] koris¢eni su za poredenje rezultata bioloske aktivnosti, a u
cilju pronalaZenja veze izmedu jona metala, strukture i sSame aktivnosti (Sema 11).

Koordinacija liganda za jon Zn(ll), preko azota tiazola, iminskog azota i tiolatnog atoma
sumpora, potvrdena je IR spektroskopijom. U IR spektru ovog kompleksa trake na 1493 1 889 cm™!
odgovaraju v(C=S) + v(C=N) i v(C=S) + y(CH), respektivno, dok se u spektru slobodnog liganda
trake v(C=S) + v(C=N) i v(C=S) + y(CH) javljaju na 1487 i 1071 cm™. Pored toga, koordinovani
izotiocijanatni jon (NCS~) odgovoran je za jako izrazenu traku na 2077 cm™ u spektru kompleksa. IR
spektri liganda i IR spektar kompleksa [ZnL*(NCS)(H20)] dati su u prilogu P10 i P27.

IH NMR spektar kompleksa 7 ne sadrzi NH signal koji se u *H NMR spektru liganda HL*
javlja na 10,6 ppm [51], $to potvrduje da je ligand koordinovan u kompleksu u deprotonovanom
obliku. Mesta koordinacije donorskih atoma (NNS), potvrdena poredenjem IR spektra liganda i
kompleksa, takode su potvrdena i u 13C NMR spektru. Pomak naniZe signala tiolatnog ugljenika (C8),
sa 178,99 ppm u spektru HL* na 181,07 ppm u spektru kompleksa 7, ukazuje na koordinaciju
tiolatnog sumpora. Signal atoma ugljenika azometinske grupe (C6) na 144,26 ppm u spektru liganda
pomeren je navise u odnosu na spektar kompleksa 7, gde se nalazi na 138,59 ppm. Dodatni signal
koji potice od NCS grupe u kompleksu 7, na 141,37 ppm, nije prisutan u spektru liganda (prilozi P11,
P12, P28, P29).

UV-Vis spektroskopija je takode kori§¢ena za karakterizaciju kompleksa cinka(ll) sa ovim
ligandom u rastvoru. Spektri kompleksa 7 i 8 snimljeni su pri koncentraciji rastvora od 0,5 x 104 M
u DMSO-u i nakon 24 h, pri ¢emu ne dolazi do znacajnih promena u spektru (prilog P31). Takode,
snimljen je i UV-Vis spektar kompleksa 9 u DMSO-u koncentracije rastvora 10° M Kkoji je prikazan
zajedno sa manganovim kompleksima u prilogu P32.

U cilju dodatnog tumacenja elektronskih apsorpcionih spektara Zn(Il) kompleksa 7 i 8,
izvrSeni su TDDFT prorac¢uni. Konkretno, izracunate su energije vertikalnih ekscitacija i jacine
oscilatora primenom CAM-B3LYP funkcionala, hibridnog funkcionala sa razdvajanjem dometa, uz
koriS¢enje COSMO(DMSO) solvatacionog modela. Dobijene vrednosti zatim su uporedene sa
UV-Vis apsorpcionim spektrima kompleksa u rastvoru DMSO.

Slobodan ligand HL* pokazao je apsorpcionu traku na 334 nm (priblizno 3,71 eV). Nakon
kompleksiranja uoceni su znacajni batohromni (crveni) pomaci maksimuma apsorpcije: kompleks 7
[ZnL4(NCS)(H20)] pokazao je maksimum apsorpcije na 400 nm (= 3,10 eV), dok je kompleks 8
[Zn(L*)2] imao maksimum apsorpcije na 384 nm (= 3,23 eV). Ovi pomaci ukazuju na znacajne
promene u elektronskom okruzenju usled koordinacije liganda za Zn(ll) jon.

TDDFT-izracunate ekscitacione energije za slobodan ligand i komplekse pokazale su dobro
slaganje sa eksperimentalnim podacima. Za slobodan ligand HL# izracunato pobudenje od 3,81 eV
(= 325 nm) blisko je eksperimentalnom maksimumu apsorpcije Amax 0d 334 nm (3,71 eV). Za
kompleks 7, izracunato pobudenje od 3,08 eV (= 403 nm) veoma dobro odgovara eksperimentalnoj
apsorpciji na 400 nm (3,10 eV). Za kompleks 8, izraunata pobudenja od 3,10 eV (= 400 nm) i
3,11 eV (= 398 nm) u dobroj su saglasnosti sa uocenim maksimumom apsorpcije na 384 nm
(3,23 eV).

Za [ZnL4(NCS)(DMSO)], izraGunato pobudenje od 3,06 eV (= 405 nm) ukazuje da zamena
koordinisanog molekula vode molekulom DMSO ne dovodi do znacajne promene energije
elektronskog prelaza. Ovo nedvosmisleno potvrduje da supstitucija labilnog molekula vode u rastvoru
DMSO-a tece trenutno, ali bez znacajnog uticaja na energiju klju¢nih elektronskih prelaza, koji
zadrZavaju dominantno z—z* karakter.
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Sema 11. Sinteza kompleksa 7, 8 (ranije sintetisan [86]) i 9 (ranije sintetisan [85])

4.2. Opis i analiza kristalnih struktura kompleksa 1-7

Kompleksi (1) [ZnLY(NCO)2] i (3) [ZnL(Ns),] kristaliSu u trikliniénom kristalnom sistemu,
prostorne grupe P-1. Molekulske strukture sa oznac¢enim atomima prikazane su na slici 33 i 34. Dva
atoma azota (N1 i N2) i jedan atom kiseonika (O1) iz tridentatnog liganda HL'CI koordinovani su za
jon Zn(I1) kod obe strukture. Dva N3~ ili dva NCO™ liganda popunjavaju koordinacionu sferu i daju
distorgovanu trigonalno-bipiramidalnu koordinaciju. Ova tridentatna NNO koordinacija liganda za
jon Zn(1l) formira dva peto¢lana helatna prstena (Zn—N-C—-C-N i Zn—-N-N-C-0), koji su gotovo
koplanarni, $to pokazuje diedarski ugao izmedu ravni helatnih prstenova od 3,4° u kompleksu 31 1,6°
u kompleksu 1. Duzine veza Zn—Nar (2,332(2) i 2,319(4) A), Zn—Nimin (2,046(3) i 2,057(4) A) i
Zn-0 (2,161(2) i 2,133(4) A) veoma su sli¢ne kod oba kompleksa. Veze Zn—Nazia (1,971(3) i 1,978(3)
A) i Zn—Nijanat (1,940(5) i 1,954(5) A) gotovo su iste kao u sliénim kompleksima cinka [184]. Azido
ligandi u kompleksu 3 su skoro linearni (ugao N-N-N iznosi 177°) i blago asimetri¢ni
(N5-N6 = 1,183(4) A i N6-N7 = 1,144(4) A; N8-N9 = 1,187(4) A i N9-N10 = 1,158(4) A), sto
ukazuje da su krace veze koje se javljaju u kompleksu 3 udaljene od metalnog centra. Sli¢na situacija
javlja se i kod kompleksa 1 cijanatni ligandi pokazuju asimetriju (npr. N5-C13 = 1,153(7) A i
C13-02=1,196(7) A). Uglovi veze N-N-Zn u kompleksu 3 iznose 121,5(3)° i 123,2(2)°, §to ukazuje
na savijenu koordinaciju anjonskih terminala. Takva koordinacija je manje izrazena u kompleksu 1

(npr. 153,2(4)°). Svi termalni elipsoidi na slikama 33-39 prikazani su sa 30 % verovatnoce.
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Slika 33. ORTEP prikaz kompleksa [ZnL'(NCO).]

Slika 34. ORTEP prikaz kompleksa [ZnL*(N3)2]

Kompleks 2 [Zn(L1)2](BFa4)2 kristaliSe u ortorombi¢nom kristalnom sistemu, prostorne grupe
Pbcn  kao jedan nezavisan kompleksni  katjon [Zn(LY)2]** i dva BFs anjona.
Molekulska struktura [Zn(L%)2]?>" sa oznaenim atomima prikazana je na slici 35. Dva molekula
liganda [Zn(L1)2]?* koordinovana su za jon Zn(ll) meridionalno, formiraju¢i distorgovanu
centrosimetri¢nu oktaedarsku strukturu putem helacije kroz dva seta NNO atoma. Svaki ligand je
vezan za Zn(ll) jon preko atoma azota iz 2-bromopiridinskog prstena, iminskog azota i enolatnog
kiseonika. Tridentatna koordinacija svakog liganda podrazumeva formiranje dva spojena petoclana
helatna prstena: Zn—-N-C—C—N i Zn—N-N-C-O.

Par petoclanih helatnih prstenova Zn1-N1-C5-C6-N2 i Zn1-N2-N3-C8-01 je skoro koplanaran,
Sto pokazuje diedarski ugao od 9,27°. Helatne ravni koje sadrze atome N, N, O i Zn(II) skoro su
ortogonalne, sa dijedarskim uglom od 84,9°. Duzine veza su Zn-Nar = 2,272(2) A,
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Zn—Nimin = 2,047(2) A, Zn—-0 = 2,114(2) A, to je uporedivo sa vrednostima primeéenim za jedan
ligand u Zn(11) kompleksima 1 i 3.

Duzine veza i valentni uglovi za pomenute komplekse dati su u tabeli 7.

Slika 35. ORTEP prikaz kompleksnog katjona [Zn(L1)2]?* u [Zn(LY)2](BFa4)2

Tabela 7. Izabrane duZine veza (A) i uglovi (°) kompleksa 1, 2 i 3.

[ZnL(OCN);] [Zn(LY)2](BF ). [ZnLY(Ns)2]

Zn1-N1 2,319(4) 2,272(2) 2,332(2)
Zn1-N2 2,057(4) 2,047(2) 2,046(3)
Zn1-N5 1,940(5) 1,971(3)
Zn1-N6 1,954(5)

Zn1-N8 1,978(3)
Zn1-01 2,133(4) 2,1136(18) 2,161(2)
N2-C6 1,277(6) 1,289(4) 1,283(4)
N2-N3 1,382(5) 1,381(3) 1,392(3)
N3-C8 1,320(6) 1,319(4) 1,322(4)
N5-N6 1,183(4)
N5-C13 1,153(7)

N6-N7 1,144(4)
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N8-N9 1,187(4)

N9-N10 1,158(4)
01-C8 1,262(6) 1,267(3) 1,261(4)
C1-Br1 1,909(5) 1,897(3) 1,890(3)
C13-02 1,196(7)

B1-F1 1,396(4)

B1-F2 1,376(4)

B1-F3 1,377(5)

B1-F4 1,372(4)

N1-Zn1-N1! 94,38(12)

N1-Zn1-N2 73,41(14) 74,39(9) 73,51(9)
N1-Zn1-N5 97,37(16) 102,32(11)
N1-Zn1-N6 99,9(2)

N1-Zn1-N8 95,36(11)
N1-Zn1-01 148,61(14) 148,59(8) 148,78(9)
N2-Zn1-N2! 171,59(14)

N2-Zn1-N5 121,31(18) 125,45(12)
N2-Zn1-N6 122,8(2)

N2-Zn1-N8 123,85(11)
N2-Zn1-01 75,31(14) 75,79(8) 75,36(9)
01-Zn1-0O1 106,86(12)

N5-N6-N7 177,6(4)
N5-C13-02 178,0(6)

N8-N9-N10 177,2(4)

Simetrijske transformacije: (i) —x+1, y, —z+1/2.

Kompleks 4, [Zn(L?),], kristali§e u ortorombi¢nom kristalnom sistemu, prostorne grupe Phcn,
pri ¢emu se Zn(I1) nalazi na dvostrukoj osi rotacije. Struktura kompleksa [Zn(L?)2] sa numerisanim
atomima prikazana je na slici 36. Dva deprotonovana molekula liganda (L?)~ koordinovana su za
Zn(I1) jon i formiraju distorgovanu oktaedarsku strukturu helacijom preko dva seta NNS atoma. Svaki
ligand povezan je za centralni metalni jon preko 2-bromopiridinskog azota, iminskog azota i sumpora.
Tridentatna koordinacija svakog liganda omogucava formiranje dva spojena petoclana helatna
prstena, Zn—-N-C—C—N i Zn—-N-N-C-S. Par petoclanih helatnih prstenova Zn—-N1-C5-C6-N2 i
Zn—N2-N3-C8-S1 je skoro koplanaran, $to potvrduje diedarski ugao od 8,77°. Helatne ravni, koje
se sastoje od atoma C, N, S i Zn(II), medusobno su gotovo ortogonalno postavljene, sa diedarskim
uglom od 88,2°. Duzine veza Zn—Nar 2,290(2) A, Zn—Nimin 2,117(2) A i Zn-S 2,4660(7) A uporedive
su sa onima u izostrukturnom Mn(11) kompleksu [Mn(L?),].
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Slika 36. ORTEP prikaz kompleksa [Zn(L?2).]

Kompleks 5, [Mn(L?);], kristalise u ortorombi¢nom kristalnom sistemu, prostorne grupe
Pbcn, pri ¢emu se Mn(II) nalazi na dvostrukoj osi rotacije. Struktura kompleksa [Mn(L?)2] sa $emom
atomskog oznacavanja prikazana je na slici 37. Ligand je koordinovan za jon Mn(II) na isti nacin kao
i kod kompleksa 4, formiraju¢i identicnu geometriju distorgovanog oktaedara. Tridentatna
koordinacija svakog liganda omogucava formiranje dva spojena petoClana helatna prstena,
Mn-N-C-C-N i Mn-N-N-C-S. Par petoclanih helatnih prstenova Mn-N1-C5-C6-N2 i
Mn1-N2-N3-C8-S1 je skoro koplanaran, §to potvrduje diedarski ugao od 9,67°. Helatne ravni, koje
se sastoje od atoma N, N, S i Mn(II), medusobno su gotovo ortogonalno postavljene, sa diedarskim
uglom od 86,7°. Duzine veza Mn—Nar 2,306(2) A, Mn—Nimin 2,235(2) A i Mn-S 2,5462(8) A
uporedive su sa onima zabeleZenim za ligand (L3)~ u Mn(I1) kompleksu [Mn(L3)2]-%2H-0.
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Slika 37. ORTEP prikaz kompleksa [Mn(L?)2]

Kompleks 6, [Mn(L3)2]-%H,0, kristaliSe u monoklini¢nom kristalnom sistemu, prostorne
grupe P2i/c. Asimetri¢na jedinica sadrzi molekul vode i dva nezavisna, blago razli¢ita kompleksna
molekula, od kojih je jedan prikazan na slici 38. U svakom kompleksnom molekulu, jon Mn(ll) je
koordinovan sa dva deprotonovana liganda (L%)-, koji formiraju istu geometriju kao i kompleksi 4 i
5. U oba kristalografski nezavisna kompleksa [Mn(L?®).], dva atoma azota i jedan atom sumpora
tridentatnog liganda (L%)~ koordiniraju Mn(ll) jon. Tridentatna NNS koordinacija liganda
uspostavljena je preko atoma azota iz pirazinskog prstena, iminskog azota i atoma sumpora. Dva
spojena peto¢lana helatna prstena (Mn—N-C—C—N i Mn—-N-N-C-S), priblizno su koplanarni, sa
vrednoséu diedarskih uglova izmedu ravni helatnih prstenova od 5,6°. Helatne ravni sa atomima N,
N, S i Mn(ll) u dva nezavisna kompleksa u kristalnoj strukturi jedinjenja [Mn(L3)2]-%2H20
medusobno su gotovo ortogonalno postavljene (diedarski uglovi iznose 87,2° i 87,7°, respektivno).
Prose¢ne vrednosti duZina veza iznose Mn—Nar (2,272 A), Mn—Nimin (2,253 A) i Mn-S (2,481 A)
sli¢ne su u oba kompleksa, a takode su uporedive sa odgovaraju¢im vrednostima u kompleksu 5
[Mn(L?)].
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Slika 38. ORTEP prikaz jednog molekula [Mn(L3).] iz kompleksa [Mn(L3).]- ¥2H.0O

Kompleks 7, [ZnL*(NCS)(H20)], kristaliSe u triklini¢cnom kristalnom sistemu, prostorne
grupe P-1, pri ¢emu asimetri¢na jedinica obuhvata ¢itav kompleksni molekul. Struktura kompleksa
[ZnL4(NCS)(H20)] sa Semom atomskog oznacavanja prikazana je na slici 39. Struktura sadrzi jedan
deprotonovani molekul liganda (L*)~ koordinovan za Zn(II) jon, pri ¢emu NNS donorski skup atoma
formira dva petoclana helatna prstena (Zn—S—C—N-N i Zn—N-C—-C-N) povezana duz veze Zn1-N2.
Helatni prsteni nisu koplanarni, Sto potvrduje diedarski ugao od 9,9°. Azotov atom tiocijanata i
kiseonik molekula vode kompletiraju pentakoordinovan Zn(Il) jon. Vrednost zs parametra od 0,33
ukazuje da Zn(ll) poseduje geometriju distorgovane kvadratne piramide. Jon Zn(ll) je izmaknut iz
ravni Getiri atoma liganda u ravni (N1, N2, N5 i S2) za rastojanje od 0,1750(10) A. Zbir uglova oko
Zn(11) jona u kvadratnoj osnovi iznosi priblizno 360°. Rastojanje Zn1-O1W iznosi 2,1228(19) A, a
uglovi prema atomima liganda u ravni kre¢u se od 91,44(7)° za O1W-Zn1-N2 do 100,41(6)° za
O1W-Zn1-S2. Tiocijanatni ligand u kompleksu [ZnL4(NCS)(H20)] gotovo je linearno koordinovan
za Zn(I1) jon, sa uglom Zn—-N5-C7 od 164,5(3)°. Intermolekulske interakcije prisutne u ¢vrstom
stanju kompleksa [ZnL4(NCS)(H20)] prikazane su na slici 40. Vodoni¢ne veze tipa O—H---N i
O-H:--S povezuju kompleksne molekule u beskonac¢an lanac. Podaci o vodoni¢nim vezama u datom
kompleksu prikazani su u tabeli 8.

Duzine veza i uglovi za pomenute komplekse dati su u tabeli 9 i 10.
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Slika 39. ORTEP prikaz kompleksa [ZnL*(NCS)(H-0)]
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Slika 40. Interakcije vodoniénih veza u strukturi kompleksa [ZnL4(NCS)(H20)]

Tabela 8. Geometrija vodoni¢nih veza za [ZnL4(NCS)(H20)]

D-H---A dD-HYA dH---A/A dD---A/A <(DHA)/° Simetrijske
transformacije

O1W- 0,899(17) 1,861(19) 2,744(3) 167(3) x+1, y+1, —z+1
O1W- 0,919(18) 2,448(19) 3,362(2) 173(3) X, —y+1, -z

55



Tabela 9. Izabrane duzine veza (A) i uglovi (°) kompleksa 5 i 6.

[Mn(L2),] [Mn(L3),]- %H,0
Mn1-N1 2,306(2) 2,299(3)
Mn1-N2 2,235(2) 2,224(3)
Mn1-N6 2,240(3)
Mn1-N7 2,276(3)
Mn1-S1 2,5462(8) 2,4871(12)
Mn1-S2 2,4523(12)
N2-N3 1,379(3) 1,370(4)
N7-N8 1,372(4)
N2-C5 1,297(5)
N2-C6 1,299(3)
N3-C7 1,330(5)
N3-C8 1,323(4)
N7-C12 1,311(5)
N8-C14 1,340(5)
S1-C7 1,723(4)
S1-C8 1,728(3)
S2-C14 1,709(4)
N1- Mn1-N1 92,53(11)
N1-Mn1-N2 72,24(8) 71,90(11)
N1- Mn1-N6 86,28(11)
N1- Mn1-S1 145,97(6) 147 ,56(9)
N2- Mn1-N2 168,78(11)
N2-Mn1-N7 168,76(11)
N2-Mn1-S1 76,18(6) 77,05(9)
N2i- Mn1-S1 96,97(6)
N6-Mn1-N7 71,42(12)
N7-Mn1-S1 113,51(8)
N7- Mn1-S2 76,30(9)
S1- Mn1-S1i 106,17(4)
S1- Mn1-S2 105,84(4)

Simetrijske transformacije: (i) —x+1, y, —z+3/2.
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Tabela 10. Izabrane duzine veza (A) i uglovi (°) kompleksa 4 i 7.

[Zn(L?)] [ZnL*(NCS)(H.0)]

Zn1-N1 2,290(2) Zn1-N1 2,147(2)
Zn1-N2 2,117(2) Zn1-N2 2,152(2)
Zn1-S1 2,4660(7) Zn1-N5 2,012(2)
N2-N3 1,375(3) Zn1-S2 2,4022(8)
N2-C6 1,291(3) Zn1-01W 2,1228(19)
N3-C8 1,322(3) N1-C3 1,315(3)
N4-C8 1,363(3) N2-N3 1,371(3)
s1-c8 1,727(3) N2-C4 1,275(3)

N3-C6 1,312(3)
N1- Zn1-N1(a) 87,95(10) N5-C7 1,155(3)
N1-Zn1-N2 74,48(7) C3-S1 1,705(3)
N1-Zn1-N2(a) 110,91(8) C6-S2 1,737(3)
N1- Zn1-S1 151,52(5) C7-S3 1,632(2)
N1- Zn1-S1(a) 89,62(5)
N2- Zn1-N2(a) 172,88(12) N1-Zn1-N2 75,57(8)
N2-Zn1-S1 79,96(6) N1-Zn1-N5 96,74(10)
N2- Zn1-S1(a) 95,69(6) N1-Zn1-O1W 92,80(8)
N2- N3-C8 113,7(2) N1-Zn1-S2 151,62(6)
N3- N2-C6 116,7(2) N2-C4-C3 112,9(2)
N3- C8-N4 114,9(2) N2-N3-C6 112,81(19)
N3- C8-S1 128,77(19) N2-Zn1-N5 171,38(10)
N4- C8-S1 116,3(2) N2-Zn1-O1W 91,44(7)
S1-Zn1-S1(a) 105,39(4) N2-Zn1-S2 79,07(6)
C8-S1-znl 94,10(9) N5-Zn1-O1W 92,84(8)

N5-Zn1-S2 107,47(8)

$2-Zn1-O1W 100,41(6)

Simetrijske transformacije: (a) —x+1, y, —z+1/2 za kompleks 4 i (a) —x+1, -y+1, —z+1; (b) —x, —-y+1,-z za 7.
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4.3. Rezultati teorijskih prora¢una

4.3.1. DFT proracuni stabilnosti kompleksa u rastvoru

U cilju boljeg razumevanja stabilnosti i ponasanja sintetisanih kompleksa cinka i mangana u
rastvoru, primenjeni su prora¢uni zasnovani na teoriji funkcionala gustine (DFT). Posebna paznja
posvecena je ispitivanju termodinamicke stabilnosti koordinacionih jedinjenja u odnosu na moguce
reakcije supstitucije ko-liganada. U tu svrhu geometrije, elektronske energije i termodinamicke
korekcije za sve slobodne vrste koje uéestvuju u ispitivanim reakcijama kao reaktanti ili proizvodi
(slobodni ligandi, ko-ligandi N3, OCN~ i NCS, kao i molekul rastvarata DMSQ) izraCunate su na
identi¢nom nivou teorije u odgovarajuc¢em softverskom paketu (ADF ili ORCA), ¢ime je obezbedena
metodoloska konzistentnost.

Polaze¢i od struktura kompleksa 1-3 odredenih rendgenskom strukturnom analizom, ispitana
je termodinamika njihovih mogucih reakcija u rastvoru. Promene slobodne energije (ArG na 298 K)
date su u tabeli 11. Optimizacija geometrije, prora¢un normalnih vibracionih modova i
elektronskin  energija  izvedeni  su  koriS¢enjem  ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO i
ZORA-CAM-B3LYP/TZP-COSMO nivoa teorije, redom kao §to je opisano u odeljku 3.6. Teorijski
proracuni. Rezultati potvrduju stabilnost kompleksa u rastvoru i ukazuju da se cijanatni ligand vezuje
preko azota u kompleksu 1. Supstitucija liganda N3~ ili OCN™ ima nizu vrednost ArG u poredenju sa
supstitucijom molekulima rastvaraca, §to zahteva viSak azida ili cijanata pri sintezi kompleksa 1 i 3.

Tabela 11. Promene Gibbsove slobodne energije (ArG, kcal mol™!) kao mera stabilnosti kompleksa 1,
2 i 3 u dimetil sulfoksidu uz reakcije izmene pseudohalogenidnih liganada u metanolu i vodi.

Reakcije AG (298 K)

R1 [Zn(LY)2]* + 2DMSO = [ZnLY(DMSO),]?* + L! +36,2°

R2 [ZnLY(N3)2] + 2DMSO = [ZnLY{DMS0)2]* + 2N~ +29,2°¢

R3 [ZnLY(NCO),] + 2DMSO = [ZnLY(DMSO0),]?" + 20CN~  +30,4¢

R4 [ZnLY(NCO);] = [ZnLY(OCN);] +18,52 (+18,5)"
R5 [Zn(LY)2]* + 2N3~ = [ZnLY(Na);] + L1 +4,9°

R6 [Zn(LY)2]?" + 20CN~ = [ZnLY(NCO),] + L! +3,8"

Rastvaradi: a-H.0, b-MeOH, ¢c-DMSO

Dobijene vrednosti A/G jasno ukazuju na to da su kompleksi 1-3 termodinamicki stabilni u
rastvoru i1 da nisu skloni koordinaciji molekula rastvara¢a. Naime, zamena postojecih liganada sa dva
molekula DMSO-a izrazito je nepovoljna, Sto se ogleda u visokim pozitivnim vrednostima A:G
reakcije R1, R2 i R3 (+36,2, +29,2 i +30,4 kcal mol* za komplekse [Zn(L1)2]?*, [ZnLY(Ns):] i
[ZnLY(NCO).], redom). Ovakvi rezultati ukazuju da koordinacija (L)-, N3~ i OCN~ znacajno
stabilizuje Zn(Il) centar i da formiranje DMSO-koordinovanih vrsta nije termodinamicki
favorizovano pod uobicajenim uslovima. Posebno je zanimljivo da je zamena kod azidnog kompleksa
najmanje nepovoljna, $to sugeri$e nesto slabije vezivanje N3~ u odnosu na ligand i cijanat, ali i dalje
nedovoljno da bi se supstitucija odvijala spontano. Pored toga, prorac¢uni ukazuju da je N-vezani
izomer cijanatnog kompleksa stabilniji od njegovog O-vezanog oblika, budu¢i da je prelazak
[ZnLY(NCO).] — [ZnLY(OCN).], praéen pozitivnom promenom slobodne energije od +18.5 kcal
mol! (reakcija R4). Ovaj rezultat potvrduje da Zn(II) jon preferira koordinaciju cijanata preko
azotovog atoma. Supstitucija jednog liganda L sa dva azidna ili dva cijanatna liganda u reakcijama
R5 i R6 pokazuje se kao blago nepovoljna (A/G = +4.9 i +3.8 kcal mol ™). lako se ovi kompleksi
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mogu sintetisati, njihovo formiranje u ekvimolarnim uslovima prirodno nije favorizovano, jer sistem
tezi formiranju termodinamicki stabilnijeg homoleptickog bis-ligandnog kompleksa 2. Stoga je za
efikasnu supstituciju i pomeranje ove ravnoteze u smeru mono-ligandnih proizvoda 1 i 3 neophodno
primeniti Le Sateljeov princip kroz obezbedivanje velikog viska azidnog ili cijanatnog anjona u
reakcionoj smesi, ¢ime se uspesno potiskuje konkurentna koordinacija drugog molekula hidrazona.
Blago povoljnija (tj. manje pozitivna) vrednost ArG za supstituciju cijanatom ukazuje na nesto veci
afinitet Zn(I1) prema NCO~ u odnosu na N3-, §to dodatno objasnjava stabilnost cijanatnog kompleksa
u rastvoru (R6). Sveukupno, termodinamicki trendovi dobijeni DFT proracunima omogucavaju
konzistentno razumevanje stabilnosti kompleksa 1-3, potvrduju¢i da su formirani kompleksi
postojani u rastvoru, da se njihova struktura ne menja koordinacijom molekula rastvaraca i da je
supstitucija liganada uslovljena prisustvom viska odgovaraju¢ih anjona. Ovi rezultati na jasan 1
kvantitativan na¢in povezuju eksperimentalne i teorijske nalaze i doprinose potpunijem razumevanju
koordinacionog okruzenja Zn(Il) u ispitivanim sistemima.

U cilju dalje procene stabilnosti ispitivanih jedinjenja, DFT proracuni su uradeni i za
komplekse 4, 5, 6 i 9, kako bi se razjasnilo njihovo ponaSanje u DMSO rastvoru i podrzala
interpretacija dobijenih spektroskopskih i bioloskih rezultata (tabela 12). Svi proracuni su izvedeni
na nivou teorije ®B97X-D4rev/def2-TZVP(—)-SMD(DMSO), u skladu sa metodologijom opisanom
u odeljku 3.6. Teorijski proracuni. Promene reakcione slobodne energije (ArG, 298 K) odredene su
na osnovu razlika izracunatih slobodnih energija produkata i reaktanata u rastvoru. Razmatrane su
reakcije supstitucije tipa:

[M(L)2] + 3DMSO = [ML(DMSO)s]* + L-

gde je M = Mn(ll) ili Zn(I1), a L = L?, L3, L* (tabela 12), $to odgovara kompleksima 4 (Zn); 5,6 9
(Mn).

Izra¢unate A/G vrednosti pokazuju da je supstitucija tridentatnog liganda DMSO-om izrazito
endergona za sve Mn(Il) komplekse, sa A/G vrednostima od +15,9 kcal-mol™ (L? i L%) i
+13,6 kcal-mol (L*) (R7, R9, R10, redom). Za Zn(ll) kompleks 4 analogna reakcija je takode
nepovoljna, sa A\G = +17,8 kcal-mol™ (R8). S obzirom na mogucu preferenciju Zn(Il) za nize
koordinacione brojeve, dodatno je ispitan i supstitucioni put koji vodi do [ZnL(DMSO):]*, pri ¢emu
su dobijene sli¢no pozitivne promene slobodne energije (A:G = +18,6 kcal-mol ™).

Ovi rezultati pokazuju da bis-tridentatni kompleksi 4-6 i 9 ostaju termodinamicki stabilni u
DMSO-u pod uslovima kori$¢enim za spektroskopska i1 bioloska merenja.

Tabela 12. Promene Gibbsove slobodne energije (ArG, kcal mol™') kao mera stabilnosti kompleksa
4-6 i 9 u dimetil sulfoksidu.

Reakcije AG (298 K)

R7 [Mn(L?),] + 3DMSO = [MnL}DMSO)]* + (L3~ +15,9
R8 [Zn(L2)] + 3DMSO = [ZnL3(DMSO)s]* + (L3~ +17,8
R9 [Mn(L3),] + 3DMSO = [MnL}DMSO)]* + (L3~  +15,9
R10 [Mn(L%)] + 3DMSO = [MnL4DMSO0)]* + (L%~ +13,6
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Za cink-komplekse 7 i 8 optimizacije geometrije sprovedene su na nivou teorije BP86-
D4/TZP-COSMO(DMSO0), dok su elektronske energije dodatno rafinisane primenom meta-hibridnih
funkcionala TPSSh-D4 i MN15, u skladu sa metodologijom opisanom u odeljku 3.6. Teorijski
proracuni. IzraCunate vrednosti ArG za odgovarajuce reakcije prikazane su u tabeli 13.

Tabela 13. Promene Gibbsove slobodne energije (ArG, kcal mol ™) kao mera stabilnosti kompleksa 7
i 8 u dimetil sulfoksidu.

A/G (298 K)

Reakcije

TPSSh-D4 MN15
R11 [ZnL*(NCS)(H.0)] + DMSO = [ZnL*(NCS)(DMSO)] + H.O -8.6 -8.4
R12 [ZnL*(NCS)(DMSO0)] + DMSO = [ZnL*(NCS)(DMSO0);] +3.6 +4.4
R13 [ZnL*(NCS)(H.0)] = [ZnL*(H.0)]" + NCS~ +11.5 +10.6
R14  [Zn(L*).] + 2DMSO = [ZnL*(DMSO0),]* + (L*) - +20.6 +24.1
R15 [Zn(L*.] + 3DMSO = [ZnL*(DMSO)3]* + (L*) - +21.5 +26.5

Izracunati podaci ukazuju na to da je supstitucija koordinovane vode DMSO-om u kompleksu
[ZnL4(NCS)(H20)] termodinamic¢ki povoljna. Reakcija R11 (tabela 13) ima negativnu vrednost A;G,
Sto sugeriSe da u rastvoru DMSO-a, kompleks 7 lako podleze izmeni liganda i formira kompleks
[ZnL*(NCS)(DMSO0)]. Nasuprot tome, pozitivna vrednost A:G za reakciju R12 ukazuje da uvodenje
drugog molekula DMSO u koordinacionu sferu Zn(ll) centra nije povoljno pod standardnim
uslovima. Pozitivna promena Gibbsove energije dobijena za reakciju R13 potvrduje da disocijacija
NCS" nije termodinamicki prihvatljiva, ¢ime se istice visok afinitet Zn(ll) jona prema tiocijanatu.
Prema tome, NCS™ ostaje koordinovan u rastvoru i doprinosi stabilnosti kompleksa. Reakcije R14 i
R15, koje uklju¢uju zamenu liganda molekulima DMSO-a daju izrazito pozitivne vrednosti A:G, $to
ukazuje da je vezivanje liganda izuzetno stabilizujuée i da kompleks 8 u rastvoru pokazuje otpornost
na razmenu liganda sa rastvara¢em pod standardnim uslovima. Saglasnost izmedu TPSSh-D4 i MN15
funkcionala u svim izracunatim A:G vrednostima dodatno potvrduje pouzdanost dobijenih racunskih
rezultata. Uprkos razli¢itom matemati¢kom tretmanu energije izmene i korelacije, oba funkcionala
daju medusobno usaglasene termodinamicke trendove.

4.3.2. Konceptualni DFT deskriptori kompleksa 1-3

Nakon $to je utvrdeno da su kompleksi 1-3 termodinamicki stabilni u ispitivanom rastvaracu,
analizirana su i njihova elektronsko-strukturna svojstva primenom konceptualnog DFT pristupa.

Povrsine elektrostatickog potencijala liganda (HL')*, L' i kompleksa 1-3 prikazane su na slici
41 primenom divergentne skale boja (divergent colormap). Raspodela naelektrisanja predstavljena je
crvenom i plavom bojom, koje odgovaraju negativno, odnosno pozitivno naelektrisanim oblastima.
Pozitivno naelektrisane oblasti uglavnom su lokalizovane na kvaternarnoj amonijumskoj grupi. Kod
kompleksa 1 i 3 negativno naelektrisane oblasti koncentrisane su oko monodentatnih anjonskih
liganada i atoma broma liganda L!. U kompleksu 2 najmanje pozitivne oblasti nalaze se u okolini
atoma broma koordinovanih liganada L. Sa slike 41 jasno se uo¢ava negativno naelektrisana NNO
koordinaciona oblast deprotonovanog liganda L2, koja u¢estvuje u koordinaciji sa jonom Zn(II).
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Slika 41. PovrSine elektrostatickog potencijala, izracunate na ZORA-CAM-B3LYP/TZP-
COSMO(voda)//ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO(voda) nivou teorije, za ligande (HLY)* i L (gornji
red) i komplekse 1-3 (donji red). Primenjena je divergentna skala boja u opsegu od —0,15 (crvena)
do +0,22 (plava).

Najvisa popunjena molekulska orbitala HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) i
najniza nepopunjena molekulska orbitala LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) ispitivanih
molekula prikazane su na slikama 42 i 43. Grani¢ne molekulske orbitale sva tri kompleksa
lokalizovane su na tridentatnom ligandu. Osim blage delokalizacije HOMO orbitale kompleksa 3 na
monodentatnim azidnim ligandima, grani¢ne orbitale ovih kompleksa u velikoj meri odgovaraju
orbitalama samog tridentatnog liganda.

Slika 42. Najvisa zauzeta molekulska orbitala HOMO, izra¢unata na ZORA-CAM-B3LYP/TZP-
COSMO(voda)//ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO(voda) nivou teorije za ligande (HLY)* i L! (gornji
red) i komplekse 1-3 (donji red).
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Konceptualni DFT deskriptori ispitivanih kompleksa 1-3 i slobodnog liganda (HLY)*
odredeni su na CAM-B3LYP/TZP-COSMO(voda)//ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO(voda) nivou
teorije primenom pristupa linearizacije kona¢nih razlika FDL [165]. Fokus je usmeren na Cetiri
kljuéna globalna molekulska deskriptora: hemijski potencijal elektrona (u), koji odrazava energiju
potrebnu za dodavanje ili uklanjanje elektrona iz sistema i pruza uvid u sklonost sistema ka
elektronskim promenama; molekulsku tvrdoc¢u (#), koja predstavlja meru otpornosti molekula na
prenos elektrona. U orbitalnoj aproksimaciji, razlika izmedu energija HOMO i1 LUMO orbitala
(HOMO-LUMO energetski jaz) povezuje se sa molekulskom tvrdo¢om; molekulsku mekocu (S),
koja opisuje odziv molekula na spoljasnje perturbacije, pri ¢emu je vec¢a mekoca povezana sa ve¢om
polarizabilnoscu; 1 indeks elektrofilnosti (w), koji predstavlja meru sklonosti molekula da prihvati
elektrone. Ovi deskriptori predstavljaju svojstvene molekulske osobine koje se direktno izracunavaju
DFT prorac¢unima, a njihove vrednosti prikazane su u tabeli 14.

Kationski ligand (HL')* odlikuje se niskom vredno$¢u hemijskog potencijala (u) i relativno
visokom vrednoS¢u indeksa elektrofilnosti (@), Sto ukazuje na izrazenu sklonost ka prihvatanju
elektrona. Istovremeno, (HL')* predstavlja tvrd molekul. Koordinacija tridentatnog liganda za Zn(I1)
dovodi do promene molekulskih svojstava. Kompleksi 1-3 pokazuju vecu mekoéu, odnosno vecu
polarizabilnost u odnosu na slobodni ligand. Kompleksi 1 i 3 imaju sli¢na svojstva, pri ¢emu ih
karakteri$u visoka molekulska mekoca, visoke vrednosti indeksa elektrofilnosti (@) i relativno niske
vrednosti hemijskog potencijala (). Dvostruki deskriptor Fukuijeve funkcije prikazan je u prilogu
(slika P36). Kao i kod grani¢nih molekulskih orbitala, raspodela dvostrukog Fukuijevog deskriptora
kod sva tri kompleksa veoma je sli¢na raspodeli kod liganda (HL')".

Slika 43. Najniza nezauzeta molekulska orbitala LUMO, izracunata na ZORA-CAM-B3LYP/TZP-
COSMO(voda)//ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO(voda) nivou teorije za ligande (HLY)* i L (gornji
red) i komplekse 1-3 (donji red).
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Tabela 14. Konceptualni DFT deskriptori reaktivnosti ispitivanih kompleksa 1-3 i slobodnog liganda
(HLY*,

u n S o
(HLY)* -0,170 0,159 6,282 0,090
[ZnLY(NCO);] -0,158 0,129 7,731 0,096
[Zn(LY)2]% -0,158 0,148 6,757 0,084
[ZnLY(N5),] -0,165 0,138 7,232 0,098

Detaljniji uvid u prirodu hemijske veze u kompleksima 1-3 dobijen je primenom analize
dekompozicije energije u okviru metode proSirenog prelaznog stanja EDA (Energy Decomposition
Analysis) [166-168]. U ovom pristupu hemijska veza izmedu fragmenata analizira se postupno, pri
¢emu se ukupna energija interakcije Eint razlaze na hemijski smislene komponente. Prvu komponentu
¢ini kvaziklasi¢na elektrostaticka interakcija izmedu fragmenata Eeist. Drugu komponentu predstavlja
odbojna Paulijeva interakcija Epauii, dok trecu ¢ini stabilizacioni doprinos orbitalnih interakcija Eorb.
Konacno, ukoliko je uklju¢ena Grimova D4 korekcija disperzione energije, uzima se u obzir i
doprinos disperzionih interakcija Eqgisp. Paulijeva i orbitalna deformaciona gustina prikazane su u
prilogu (slika P37).
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Rezultati EDA analize, izracunati na ZORA-BP86-D4/TZP nivou teorije, za interakcije izmedu
fragmenata [ZnL!?*--L!, [ZnL1]*-- (NCO).*", [ZnL1]#*-- (N3)2*~ prikazani su u tabeli 15. Radi
boljeg razumevanja preferencijalne koordinacije preko atoma azota u kompleksu sa cijanatnim

ligandom, razmatran je i sistem
[ZnL1]?*-- (OCN)2>".

Elektrostaticke interakcije predstavljaju dominantan
stabilizacioni doprinos u ispitivanim strukturama,
naro¢ito kod sistema sastavljenih od naelektrisanih
fragmenata, kao §to su [ZnL1]**--(NCO)2*,
[ZnL1]?*--(N3)2?", [ZnL]**--(OCN).*", gde ¢&ine
priblizno 70-75-85 % ukupne stabilizacije.
Doprinos orbitalnih interakcija Eor, iznosi oko 25 %
ukupne stabilizacije u ova tri slu¢aja, dok za sistem
[ZnL1]?*--L iznosi priblizno 35 %. Radi razjasnjenja
doprinosa kovalentnosti orbitalnoj komponenti
interakcije, sprovedena je NOCV analiza.
Najznacajniji  kanali deformacije elektronske
gustine povezani sa o-kovalentnos$¢u prikazani su na
slici 44 i kvantitativno analizirani. Njihov energetski
doprinos dat je u tabeli 15 (Es1 i Es2). Uzimajuéi u
obzir moguénost ambidentatne koordinacije
cijanatnog liganda, pokazano je da o-kovalentnost
ima kljuénu ulogu u preferencijalnom vezivanju
cinka preko atoma azota (Zn—N).

Slika 44. Najznacajniji  kanali  kovalentne
deformacije elektronske gustine dobijeni NOCV
analizom sistema [ZnL]**--X (X=L!, (NCO)2*",
(N3)2>", (OCN)2%): 61 (levo) i 62 (desno). Zuta boja
oznacava odliv elektronske gustine, dok plava boja
oznacava priliv elektronske gustine.

Tabela 15. Analiza dekompozicije energije (EDA) sistema [ZnL!]>*—X (X=L1, (NCO)2*", (N3)2*,
(OCN)2?"), izratunata na ZORA-BP86-D4/TZP nivou teorije. Energetske komponente izraZene su u
kcal mol™ u odnosu na izabrane fragmente, dok Aq predstavlja Hirsfeldov naboj prenet izmedu

fragmenata.

Epauli Eelst Eorb = En Edisp Eint Aq
[ZnL1])?*--Lt 1346 -160,4 -105,8 -43,9 -15,3 -21,9 -153,6 0,55
[ZnL1*- (NCO)> 1956 -4293 -166,3 -735  -255  -128  -4129 0,57
[[ZnL]%- (Na)2~ 1864 -4234 -1547 -653  -248  -138  -4055 0,60
[ZnL']?*-- (OCN),*~ 1555 -3925 -1229 -47,3 -18,0 -14.0 -373,9 0,51
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4.3.3. TDDFT analiza elektronskih prelaza kompleksa 7 i 8

Analiza molekulskih orbitala koje ucestvuju u elektronskim prelazima pokazala je da su oni
pretezno intraligandni 7—7* prelazi liganda L4, kao §to je prikazano na slici 45.

Kod slobodnog liganda HL*, za apsorpciju na 334 nm odgovoran je prelaz sa najviSe zauzete
molekulske orbitale (HOMO) na najnizu nezauzetu molekulsku orbitalu (LUMO), odnosno 7#—x*
prelaz. Kod kompleksa 7 [ZnL4(NCS)(H20)], intraligandni HOMO—LUMO prelaz odgovoran je za
apsorpciju na 400 nm.

Za kompleks 8 [Zn(L*).], na slici 45 prikazane su orbitale HOMO-1, HOMO, LUMO i
LUMO+1, budu¢i da pobudenja uklju¢uju kombinacije ovih orbitala, Cime se objasnjavaju prelazi
izracunati na 398 1 400 nm.

Kod kompleksa [ZnL4(NCS)(DMSO)], HOMO i LUMO orbitale veoma su sli¢ne onima u
kompleksu 7, $to ukazuje da koordinacija molekula DMSO izaziva samo minimalne promene u
elektronskoj strukturi.

Koordinacija liganda za Zn(II) jon uti¢e na energije ovih molekulskih orbitala, §to dovodi do
uocenih batohromnih (crvenih) pomaka u apsorpcionim spektrima nakon kompleksiranja. Smanjenje
energetskog razmaka izmedu HOMO i LUMO orbitala pri koordinaciji objasnjava batohromni pomak
apsorpcije sa 334 nm kod slobodnog liganda na veée talasne duzine kod kompleksa 7 i 8.

HOMO
b) [ZnL4NCS)(H,0)]

HOMO LUMO
d) [ZnL4NCS)(DMSO)]

Slika 45. Molekulske orbitale uklju¢ene u klju¢ne elektronske prelaze slobodnog liganda i kompleksa
cinka. (a) HL*: HOMO (levo) i LUMO (desno). (b) Kompleks 7: HOMO (levo) i LUMO (desno). (c)
Kompleks 8: HOMO-1 i HOMO (levo), LUMO i LUMO+1 (desno). (d) [ZnL*(NCS)(DMSO)]:
HOMO (levo) i LUMO (desno). Sve orbitale vizualizovane su pri izovrednosti od 0,02.
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4.4. Bioloska aktivnost

4.4.1. Antimikrobna aktivnost

Antibakterijska aktivnost sintetisanih kompleksa 1-9, odgovarajuéih liganada HLCI-HL* i
polaznih soli ispitana je na panelu od ¢etiri Gram-pozitivna i ¢etiri Gram-negativna bakterijska soja
(tabela 16). Rezultati ispitivanja minimalne inhibitorne koncentracije pomenutih jedinjenja pokazuju
jasne trendove u pogledu uticaja kompleksiranja na antibakterijsku aktivnost. U celini posmatrano,
kompleksiranje u vecini sluc¢ajeva dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti u odnosu na slobodne
ligande i metalne soli, ali je ovaj porast izrazito zavisan od strukture liganda, prirode metala i
mikrobioloskog soja. Najveéi porast aktivnosti zabeleZen je kod sistema baziranog na ligandu HL?,
gde oba sintetisana kompleksa (kompleks 4 sa Zn(ll) i kompleks 5 sa Mn(ll) jonom) pokazuju
viSestruko nize MIK vrednosti u poredenju sa samim ligandnim prekursorom. Posebno se istice
kompleks 5, ¢ije MIK vrednosti (0,26-1,04 mM) spadaju medu najnize u ¢itavoj seriji, Sto ukazuje
na snazan sinergizam izmedu liganda i Mn(ll) centra. Ligandi HL'CI i HL® pokazuju umerenu
pocetnu aktivnost, ali kod obe grupe kompleksiranje dovodi do poboljSanja — naro¢ito kod kompleksa
2 i kompleksa 6, pri ¢emu je ovaj efekat izrazeniji prema Gram-pozitivnim bakterijama. Za razliku
od ovih sistema, ligand HL* ve¢ kao slobodan pokazuje vrlo dobru antibakterijsku aktivnost (0,42—
0,84 mM), ali pri koordinaciji sa Zn(ll) (kompleksi 7 i 8) dolazi do opadanja bioaktivnosti, §to
sugeriSe da stabilna Zn-kompleksacija moze ,,zakljucati® farmakoforu i smanjiti njenu sposobnost
interakcije sa bakterijskim metama. Kompleks 9 pokazuje selektivno povecanje aktivnosti prema
Gram-pozitivnim sojevima (npr. Bacillus spizizenii i Micrococcus luteus), sto ukazuje da Mn(Il) u
kombinaciji sa HL* moze u&initi kompleks pogodnijim za delovanje na céelije sa debljim
peptidoglikanskim zidom i jednostavnijom membranskom strukturom.

Poredenje aktivnosti prema Gram-negativnim i Gram-pozitivnim sojevima ukazuje da Gram-
negativne bakterije (E. coli, P. aeruginosa, P. hauseri, K. pneumoniae) generalno pokazuju visu
otpornost na vecinu ispitivanih spojeva, $to je ocekivano s obzirom na prisustvo spoljne membrane
bogate lipopolisaharidima, koja predstavlja efikasnu barijeru za ulazak molekula. S druge strane,
na komplekse, naro¢ito Mn(II) derivate, $Sto moZe ukazivati na to da mehanizam dejstva ukljucuje
povecanu membransku permeabilnost, interakciju sa komponentama celijskog zida ili potencijalno
generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), za §ta je Mn(II) posebno poznat u koordinacionim
sistemima. U tom kontekstu, Mn-kompleksi (posebno 5 i 9) mogu ostvarivati efekat koji prevazilazi
doprinos liganda ili metala pojedinacno, §to je u skladu sa poznatim modelima helacionog pojacanja
aktivnosti [185,186].

Uporedivanje aktivnosti slobodnih metalnih soli Zn(BF4)2:6H20 i MnCl2-4H.0 sa njihovim
kompleksima dodatno potvrduje da je forma metala u vidu kompleksnog jona klju¢na za
antibakterijsko dejstvo. Soli metala pokazuju visoke MIK vrednosti i spadaju u slabije aktivne
komponente u ¢itavom skupu ispitivanih supstanci, dok njihovi kompleksi, zahvaljuju¢i formiranju
stabilnih, lipofilnijih struktura, postizu znatno bolji efekat. Ovakav rezultat je u potpunosti u skladu
sa pravilima helacionog poboljSanja aktivnosti, prema kojima kompleksiranje moze povecati
lipofilnost, olaksati prolazak kroz membranu i omoguc¢iti bolju intracelularnu raspodelu [186,187].

lako referentni antibiotik ampicillin pokazuje vecu aktivnost od sintetisanih koordinacionih
jedinjenja (MIK u mikromolarnom opsegu), rezultati ovog istrazivanja nude vazan uvid u odnose
strukture i aktivnosti ispitivanih jedinjenja. Posebno se istie da HL? najvise dobija na aktivnosti
kompleksiranjem, da HL* poseduje intrinzi¢nu antibakterijsku potentnost ali je osetljiv na tip metala
sa kojim gradi kompleks, te da Mn-kompleksi u nekoliko sluc¢ajeva pokazuju selektivniju aktivnost
prema Gram-pozitivnim bakterijama.
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Antifungalna aktivnost slobodnih liganada HL*CI-HL#, njihovih Zn(11) i Mn(11) kompleksa
(1-9), kao 1 polaznih soli koris¢enih u sintezi, odredena je na dva soja gljivica Aspergillus
brasiliensis, Candida albicans, kao i na jednom soju kvasca Saccharomyces cerevisiae, gde su
rezultati minimalne inhibitorne koncentracije izrazeni u milimolarnim koncentracijama (tabela 17),
Sto omogucava direktno poredenje bioloske efikasnosti ispitivanih jedinjenja.

Slobodni ligandi pokazuju umerenu do slabu antifungalnu aktivnost, sa MIK vrednostima u
opsegu 0,80-3,58 mM, pri ¢emu HLCI, dobijen iz 2-acetil-6-bromopiridina i Zirarovog T reagensa,
pokazuje najnizu aktivnost, narocito prema C. albicans (MIK = 3,58 mM), $to ukazuje da
bromsupstituisani piridinski prsten sam po sebi ne doprinosi zna¢ajno antifungalnom efektu. Ligandi
HL? i HL3, bazirani na tiosemikarbazonima, pokazuju pobolj$anu aktivnost, pri ¢emu HL3, dobijen
reakcijom 2-acetilpirazina i tiosemikarbazida, pokazuje najbolju aktivnost medu slobodnim
ligandima (MIK = 0,80 mM za sva tri soja), Sto se moZze pripisati pove¢anom broju azotovih donor
atoma u pirazinskom jezgru, koji omogucavaju efikasnije vodoni¢ne veze 1 interakcije sa metal-
zavisnim enzimima u ¢eliji gljivica [188,189]. lako sve tri ispitivane gljivi¢ne vrste poseduju celijsku
membranu bogatu ergosterolom, ligand HL* pokazuje izraZeniju aktivnost prema C. albicans i
S. cerevisiae (MIK = 0,84 mM), dok je slabija aktivnost prema A. brasiliensis verovatno posledica
sloZenije strukture ¢elijskog zida i filamentne morfologije ove vrste.

Uvodenje metalnog centra dovodi do znacajnog poboljSanja antifungalne aktivnosti u gotovo
svim slu¢ajevima, $to se jasno vidi kod Zn(Il) kompleksa sa HL'CI ligandom, gde kompleksi 1-3
pokazuju MIK vrednosti nize i za vise od jednog reda veli¢ine u odnosu na slobodni ligand. Ovakav
efekat je u skladu sa tzv. helacionom teorijom, prema kojoj koordinacija liganda za metalni jon dovodi
do delimi¢ne delokalizacije elektronske gustine, povecanja lipofilnosti i olakSanog prolaska
kompleksa kroz celijsku membranu mikroorganizama [187]. Posmatrano pojedina¢no prema
ispitivanim mikroorganizmima, kompleks 3 pokazuje najvecu aktivnost prema A. brasiliensis
(MIK = 0,08 mM), dok najvecéu aktivnost prema S. cerevisiae dele kompleksi 1 i 3 (MIK = 0,04 mM).
Medutim, kada se uzme u obzir prosec¢na MIK vrednost za sva tri ispitivana soja, kompleks 2 pokazuje
najnizi prosecni MIK (=0,12 mM), $to ukazuje da poseduje najuravnoteZeniji antifungalni profil u
celoj seriji. lako nije najaktivniji ni prema jednom pojedinaénom mikroorganizmu, ispoljava veoma
dobru aktivnost prema sve tri ispitivane vrste. Kompleks 3, uprkos izuzetnoj aktivnosti prema
A. brasiliensis i S. cerevisiae, ostvaruje nesto visu proseénu MIK vrednost zbog slabije aktivnosti
prema C. albicans (0,33 mM).
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Tabela 16. Antibakterijska aktivnost ispitivanih jedinjenja (MIK u mM).

E. coli P. aeruginosa P. hauseri K. pneumoniae S. aureus C. sporogenes M. luteus B. spizizenii
HLLCI 7,16 7,16 7,16 3,58 3,58 3,58 3,58 3,58
HL?2 4,58 4,58 4,58 4,58 4,58 4,58 4,58 4,58
HL3 3,21 1,60 3,21 3,21 1,60 3,21 3,21 1,60
HL4 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,42 0,84
1 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62
2 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58 1,58
3 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62
4 1,03 1,03 0,51 1,03 1,03 0,51 1,03 0,51
5 1,04 1,04 1,04 1,04 0,26 0,52 0,52 0,26
6 1,47 1,47 2,94 2,94 1,47 0,74 1,47 0,74
7 1,83 1,83 1,83 1,83 1,83 1,83 1,83 1,83
8 2,69 2,69 2,69 2,69 2,69 2,69 2,69 2,69

1,35 2,77 2,77 1,35 1,35 0,69 0,69 035
Zn(BF4),-6H20 7,20 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 7,20 3,60
MnCl,4H;0 12,64 6,32 6,32 12,64 6,32 6,32 6,32 6,32
NH,SCN 32,84 16,42 16,42 16,42 32,84 32,84 16,42 16,42
NaNs3 2,41 2,41 4,82 4,82 2,41 4,82 2,41 4,82
NaOCN 19,23 19,23 19,23 19,23 19,23 19,23 19,23 38,46
Ampicilin 0,013 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,007 0,003
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Kod HL? sistema primecuje se izrazen metalni efekat, pri ¢emu [Mn(L?)2], kompleks 5
pokazuje znatno bolju aktivnost (MIK = 0,13 mM za sva tri soja) u poredenju sa [Zn(L?)2],
kompleksom 4, (MIK = 0,26-0,51 mM). Kompleks 5 pokazuje gotovo podjednako povoljan prose¢ni
MIK (=0,13 mM) kao i kompleks 2 i izdvaja se kao najaktivniji prema C. albicans. Ovo ukazuje da
Mn(II) jon u ovom slu¢aju moze doprineti povoljnijim interakcijama sa bioloSkim metama, Sto je u
skladu sa literaturom koja ukazuje na ulogu Mn(II) u modulaciji metabolickih i redoks-povezanih
procesa u ¢elijama gljivica, ukljucujuci potencijalno narusavanje oksidativne ravnoteze unutar Celija

[190].

Kompleks 6, koji sadrzi Mn(II) jon koordinovan sa dva deprotonovana liganda (L%)~, pokazuje
poboljsanu antifungalnu aktivnost u odnosu na slobodni ligand HL3, sa MIK vredno$¢u od 0,37 mM
prema svim ispitivanim sojevima. Ovaj rezultat jasno ukazuje da kompleksiranje liganda sa Mn(l1)
jonom dovodi do povecanja bioloske aktivnosti, Sto je u skladu sa poznatim efektom helacije.

Kompleksi sa HL* ligandom pokazuju izraZenu zavisnost aktivnosti od sastava koordinacione
sfere, pri cemu kompleks 8 pokazuje najbolju aktivnost (MIK = 0,18-0,34 mM), naro¢ito prema
C. albicans, dok prisustvo koordinovanih molekula vode i NCS- liganda u kompleksu 7 znacajno
smanjuje antifungalnu efikasnost, $to se moze dovesti u vezu sa smanjenom lipofilnos¢u i slabijom
sposobno$éu interakcije sa hidrofobnim domenima ¢elijske membrane [191]. Kompleks 9 pokazuje
umerenu aktivnost sa varijabilnom osetljivosc¢u gljivica, Sto sugeriSe da priroda metalnog jona utice
na stabilnost i bioloski potencijal kompleksa. Ovi rezultati potvrduju da antifungalna efikasnost HL*
zavisi ne samo od tiazolne heterocikli¢ne jedinice, ve¢ 1 od prirode metalnog centra i stepena
koordinacije, ¢ime se naglaSava vaznost kompleksiranja u optimizaciji bioaktivnosti liganada.

Aktivnost polaznih soli (Zn(BF4)2:6H.0, MnCl,-4H,0, NH4sSCN, NaOCN) znatno je slabija
u poredenju sa odgovaraju¢im kompleksima, ¢ime se jasno potvrduje da je uocena antifungalna
aktivnost rezultat sinergijskog efekta metala i liganda, a ne samih jona ili anjona. lzuzetak medu
polaznim solima je NaNs, koja pokazuje vecu biolosku aktivnost jer deluje specifi¢no i direktno na
mitohondrijsku citohrom c¢ oksidazu, blokirajuci respiratorni lanac i dovodeé¢i do brzog smanjenja
sinteze ATP-a. Zbog ovog mehanizma ispoljava toksi¢nost ve¢ pri niskim koncentracijama [192,193].

Sveukupno, rezultati ukazuju da kompleksi pokazuju razli¢ite profile antifungalne aktivnosti
u zavisnosti od ispitivanog mikroorganizma. Kompleks 2 izdvaja se kao jedinjenje sa
najuravnotezenijim antifungalnim profilom, dok kompleksi 3 i 5 pokazuju najvecu aktivnost prema
pojedinacnim vrstama gljivica. Dobijeni rezultati ukazuju da se mehanizam njihovog delovanja
najverovatnije zasniva na kombinovanom efektu povecane permeabilnosti ¢elijske membrane usled
helacije, inhibicije metal-zavisnih enzima i naruSavanja intracelularne homeostaze jona i
oksidativnog stresa, Sto je u skladu sa prethodno opisanim mehanizmima delovanja srodnih
metal-ligand sistema [194,195].
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Tabela 17. Antifungalna aktivnost ispitivanih jedinjenja (MIK u mM).

A. brasiliensis C. albicans S. cerevisiae

HL'CI 1,79 3,58 1,79
HL? 1,14 1,14 1,14
HL? 0,80 0,80 0,80
HL* 1,68 0,84 0,84
1 0,16 0,33 0,04
2 0,10 0,20 0,05
3 0,08 0,33 0,04
4 0,51 0,26 0,26
5 0,13 0,13 0,13
6 0,37 0,37 0,37
7 0,92 0,92 0,92
8 0,34 0,18 0,34
9 0,69 0,69 1,35
Zn(BF4)2:6H,0 3,60 3,60 3,60
MnCl,-4H,0 6,32 12,64 6,32
NH,SCN 16,42 16,42 16,42
NaNs 021 0,42 1,68
NaOCN 2,40 2,40 2,40

0,04 0,02 0,01

Amfotericin B

4.4.2. Molekulski doking kompleksa 1-3

Imajuéi u vidu izrazenu i selektivnu antifungalnu aktivnost kompleksa 1-3, a da konceptualni
DFT deskriptori ukazuju na razlike u njihovoj elektronskoj reaktivnosti i polarizabilnosti, molekulski
doking primenjen je za ispitivanje moguc¢eg mehanizma njihovog dejstva.

S obzirom na to da mnogi poznati antimikotici deluju kao inhibitori enzima neophodnih za
biosintezu sterola i da sintetisani kompleksi cinka pokazuju zna¢ajnu antifungalnu aktivnost prema
soju kvasca S. cerevisiae, za analizu molekulskog dokinga odabrano je Sest enzima S. cerevisiae
ukljucenih u biosintetski put sterola. Izabrani enzimi su: HMG-CoA reduktaza (UniProtKB: P12683),
geranilgeranil pirofosfat sintaza (GGPPS) (Q12051), skvalen sintaza (SQS) (P29704), skvalen
epoksidaza (SQE) (P32476), sterol 24-C-metiltransferaza (SMT) (P25087) i lanosterol
14a-demetilaza (CYP51) (P10614). Predvidene vrednosti energija vezivanja u aktivnim mestima ovih
enzima prikazane su u tabeli 18.
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Kao §to je prikazano u tabeli 18, nijedan od ispitivanih kompleksa ne moze da se veze za aktivno
mesto enzima HMG-CoA reduktaze, SQE i SMT, ve¢ su identifikovana samo nespecificna mesta

asp
480

Kompleks 3

vezivanja na povrSini ovih proteina. Manji,
pentakoordinovani kompleksi 1 i 3 vezuju se
za aktivna mesta enzima SQS i CYP51, dok
je vedi, Sestokoordinovani kompleks 2 suvise
glomazan da bi se uklopio u aktivha mesta
ovih enzima. Analiza molekulskog dokinga
pokazala je da je jedino aktivno mesto enzima
GGPPS dovoljno prostrano da primi sva tri
ispitivana kompleksa.

Nadalje, energije vezivanja za komplekse 1 i
3 u aktivnom mestu enzima GGPPS znacajno
su povoljnije u poredenju sa ostalim
enzimima.  Najpovoljnije  konformacije
vezivanja (binding  poses) ispitivanih
kompleksa u aktivnom mestu enzima
GGPPS, kao i dvodimenzionalni dijagram
interakcija pri vezivanju ovih kompleksa,
prikazani su na slici 46.

Slika 46. Najpovoljnije  konformacije
vezivanja kompleksa 1, 2 i 3 u aktivhom
mestu enzima GGPPS (leva strana), kao i
dvodimenzionalni dijagram interakcija pri
vezivanju kompleksa 1, 2 i 3 sa
aminokiselinskim ostacima iz aktivnog mesta
enzima GGPPS (desna strana). Napomena:
jon Mg?* prikazan je zelenom sferom.

VaZno je napomenuti da enzim GGPPS u svom aktivnom mestu sadrzi jon Mg?*, sa kojim i
ambidentatni ligandi NCO~ (kompleks 1) i N3~ (kompleks 3) formiraju koordinativnu vezu. Ove
interakcije nisu prisutne kod kompleksa 2 (slika 46, desna strana), $to dovodi do nize ukupne energije
vezivanja (tabela 18) i objasnjava razliku u izmerenoj antifungalnoj aktivnosti. Ostale znacajne
interakcije izmedu kompleksa 1 aminokiselinskih ostataka aktivnog mesta ukljuc¢uju: 1) privlacne
elektrostati¢ke interakcije izmedu ostataka Asp i Glu sa jedne strane i jona Zn(Il) i kvaternarnog
amonijuma iz liganda sa druge strane; 2) n—katjonske i m—anjonske interakcije; i 3) halogene

interakcije izmedu ostatka Asp i bromidnog anjona.

Imajuéi u vidu da su MIK vrednosti za S. cerevisiae uporedive za sva tri ispitivana kompleksa,
rezultati molekulskog dokinga ukazuju da GGPPS moZe predstavljati jednu od potencijalnih
molekulskih meta koja doprinosi antifungalnom dejstvu Zn(ll) kompleksa 1-3. Analiza rezultata
molekulskog dokinga za ostale specifi¢ne enzime prikazana je u prilogu (slike P38-P40).
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Tabela 18. Energije vezivanja kcal mol* kompleksa 1-3 u aktivnim mestima $est odabranih enzima,

dobijene molekulskim dokovanjem.

Enzim/Kompleks

1

2

3

HMG-CoA reductase

Nema vezivanja u
aktivnom mestu

Nema vezivanja u
aktivnom mestu

Nema vezivanja u
aktivnom mestu

GGPPS -6,39 -5,15 -6,12
SQS -4.62 Nema vezivanja u -4.81
aktivnom mestu

SQE Nema vezivanja u Nema vezivanja u Nema vezivanja u
aktivnom mestu aktivnom mestu aktivnom mestu

SMT Nema vezivanja u Nema vezivanja u Nema vezivanja u
aktivnom mestu aktivnom mestu aktivnom mestu

CYP51 -4,57 Nema vezivanja u -5,16

aktivnom mestu

4.4.3. Citotoksi¢na aktivnost

Rezultati citotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih liganada, njihovih kompleksa sa cinkom i
manganom, kao i odgovarajucih prekursora, odredeni na panelu humanih malignih ¢elijskih linija
(HeLa, A549, MDA-MB-231, K562 i LS 174T), kao i na neizmenjenim humanim fibroblastima pluca
MRC-5, prikazani su u tabeli 19. Dobijeni rezultati jasno ukazuju da struktura liganda, priroda
heterocikli¢nog sistema, tip metalnog jona, stehiometrija i koordinaciona geometrija imaju presudan
uticaj na biolosku aktivnost. Slobodni ligand HL'CI pokazuje vrlo slabu citotoksi¢nu aktivnost prema
svim ispitivanim malignim celijskim linijama, sa ICso vrednostima uglavnom veé¢im od 100 uM, §to
ukazuje na odsustvo znaCajnog antiproliferativnog potencijala. Za razliku od HLCI,
tiosemikarbazonski ligand HL? pokazuje izrazito selektivhu aktivnost. Najniza ICso vrednost
zabeleZena je za Hela celije (9,82 = 1,36 uM), dok su vrednosti za ostale maligne ¢elijske linije
znatno vise (191,97 + 13,91 uM za A549; 197,61 + 4,13 uM za MDA-MB-231; 76,13 + 3,91 pM za
K562; >200 uM za LS 174T). Istovremeno, ICso vrednost za normalne MRC-5 ¢elije iznosi 166,12
+ 3,32 uM, §to jasno ukazuje na povoljnu selektivnost prema HeLa ¢elijama. Ovakvo ponaSanje moZe
se povezati sa sposobnoscu tiosemikarbazonske grupe da ostvaruje specificne interakcije sa
intracelijskim metalima i enzimima uklju¢enim u proliferaciju HeLa ¢elija adenokarcinoma cerviksa.
Ligand HL2, koji sadrzi pirazinski prsten, pokazuje uravnoteZeniji, ali manje selektivan citotoksi¢ni
profil. Vrednosti 1Cso za HeLa i MRC-5 ¢elije su sli¢ne (20,47 + 0,43 i 23,55 + 2,52 uM), dok je
izrazito jaka aktivnost uocena prema K562 ¢elijama (11,70 + 0,06 uM). Citotoksi¢na aktivnost prema
A549, MDA-MB-231 i LS 174T Ccelijama se krec¢e izmedu 89 i 97 uM. Ovi rezultati ukazuju da
pirazinski sistem povecava opstu citotoksicnost liganda, ali istovremeno smanjuje selektivnost prema
malignim u odnosu na normalne ¢elije. Najsiri spektar aktivnosti medu ligandima pokazuje HL?,
tiazolski tiosemikarbazon. Vrednosti ICso su relativno niske za sve maligne celijske linije
(13,95 £ 0,08 uM za HelLa; 51,17 + 3,66 UM za A549; 23,96 + 0,34 uM za MDA-MB-231,
35,08 £ 1,19 uM za K562; 47,71 £ 0,65 uM za LS 174T), ali su sli¢ne vrednosti dobijene i za
MRC-5 ¢elije (46,39 = 1,98 uM). Ovo ukazuje da HL* poseduje snazan, ali slabo selektivan
citotoksi¢ni potencijal, Sto se moze dovesti u vezu sa vecom lipofilnos¢u 1 boljom sposobnoscu
prolaska kroz ¢elijsku membranu.

Kompleksi 1-3, dobijeni koordinacijom HL!CI sa Zn(Il) jonima u prisustvu razli¢itih
anjonskih liganada (OCN~ i N3°), takode pokazuju slabu citotoksi¢nu aktivnost, bez znacajnog
poboljsanja u odnosu na slobodni ligand. Kompleks 1, koji sadrzi jedan HL'CI ligand i dva OCN-
liganda, pokazuje 1Cso vrednosti uporedive sa ligandom, dok kompleks 2, sa dva koordinovana
liganda, ispoljava tek blago poboljsanu aktivnost prema K562 ¢elijama (93,62 uM). Kompleks 3, koji
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sadrzi jedan ligand i1 dva N3~ liganda, pokazuje najnizu aktivnost, sa 1Csg Vrednostima ve¢im od 200
uM za veéinu Celijskih linija. Suprotan trend uocen je kod HL? liganda gde pri formiranju
oktaedarskog Zn(ll) kompleksa 4 dolazi do znacajnog povecanja citotoksi¢nosti u odnosu na
slobodan ligand, narocito prema A549 (43,83 = 5,72 uM) i K562 ¢elijama (26,76 + 0,24 uM). Dalje
poboljsanje postize se zamenom Zn(II) jona manganom u kompleksu 5, gde 1Cso vrednosti iznose
7,86 £ 0,56 uM za HeLa, 12,16 + 1,30 uM za K562 124,25 +£2,74 uM za LS 174T ¢elije. Ovi podaci
jasno ukazuju da Mn(II) doprinosi jacoj bioloSkoj aktivnosti, verovatno usled njegove redoks-
aktivnosti i sposobnosti generisanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Sli¢an obrazac uoéen je i kod HL?
liganda pri formiranju Mn(ll) kompleksa 6 koji pokazuje izuzetno niske 1Cso vrednosti za sve
ispitivane maligne ¢elijske linije (8,08 + 1,00 uM za Hela; 9,55 + 1,20 uM za K562; 12,71 + 1,30
UM za MDA-MB-231; 14,63 £ 1,71 uM za LS 174T), uz umereno viSu vrednost za MRC-5 ¢elije
(23,10 £+ 2,45 uM). Ovaj kompleks se po jacini dejstva priblizava cisplatini, ali pokazuje povoljniji
odnos aktivnosti i toksi¢nosti, §to ga ¢ini jednim od najperspektivnijih sistema u ovoj studiji. Kod
HL* liganda, kompleksiranje sa Zn(Il) i Mn(Il) dodatno moduliSe citotoksi¢ni efekat. Zn(II)
kompleks 7, koji sadrzi SCN™ i molekul vode, pokazuje nize 1Cso vrednosti u odnosu na ligand, dok
kompleks 8, sa dva (L%~ liganda, dodatno poboljsava citotoksi¢nu aktivnost (8,86 + 0,03 uM za
Hela; 11,38 + 1,94 uM za K562). NajizraZenija razlika u aktivnosti primeéena je kod ¢éelijskih linija
LS 174T i A549, gde kompleks 8 pokazuje gotovo dvostruko nize 1Cso Vrednosti u poredenju sa
kompleksom 7 (25,29 naspram 42,41 uM za LS 174T i 30,59 naspram 46,64 uM za A549). Mn(Il)
kompleks 9 pokazuje nesto slabiju aktivnost u poredenju sa Zn analogom, ali znacajno visu ICsp
vrednost za MRC-5 ¢elije (61,21 + 2,40 uM), $to ukazuje na poboljsanu selektivnost.

Uporedna analiza sa kontrolnim jedinjenjima, ukljucujuéi Zn(BF4)2:6H20, MnCl2-4H20 i
odgovarajuce pseudohalidne soli (NaN3, NH4SCN i NaOCN), pokazala je da ove supstance, kada se
ispituju samostalno, ne ispoljavaju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost prema vecini ispitivanih ¢elijskih
linija. Ovi rezultati potvrduju da uoceni bioloski efekti poticu od specifi¢ne strukture koordinacionih
sistema, a ne od prisustva slobodnih metalnih jona ili anjona. lako se cisplatina koristi kao referentno
jedinjenje u in vitro citotoksi¢nim ispitivanjima, poredenje ICso vrednosti ukazuje da pojedini
ispitivani kompleksi (5, 6, i 8) postizu uporediv nivo aktivnosti prema odredenim malignim ¢elijskim
linijama, uz istovremeno povoljniji odnos citotoksi¢nosti prema normalnim ¢elijama. Posebno se
izdvaja mangan(ll) kompleks 6, kao najaktivniji i najkonzistentniji u celoj seriji, pokazujuéi niske
ICso vrednosti na svim ispitivanim malignim ¢elijskim linijama, ¢ime se identifikuje kao vodeci
kandidat za dalja mehanisticka i farmakoloska ispitivanja.

Indeks selektivnosti (SI) u antitumorskom dejstvu, definisan kao odnos ICso vrednosti
dobijene za normalne fibroblaste pluéa MRC-5 i ICso vrednosti za odgovaraju¢e maligne celijske
linije, koriS¢en je kao kvantitativni parametar za procenu relativne toksi¢nosti ispitivanih liganada 1
njihovih metalnih kompleksa prema malignim u odnosu na normalne ¢elije. Vrednosti SI veée od 1
ukazuju na povoljniji terapijski raspon, odnosno izrazeniju selektivnost prema malingim ¢elijama,
dok vrednosti SI bliske ili manje od 1 ukazuju na odsustvo selektivnosti ili potencijalno izraZeniju
toksi¢nost prema normalnom tkivu. Jedinjenja koja imaju selektivnost u citotoksi¢nom dejstvu prema
malignim u odnosu na normalne ¢elije koja je veca od 2,5 imaju potencijal da se dalje ispituju u in
VivO istrazivanjima.

Analiza rezultata prikazanih u tabeli 20 pokazuje da slobodni tiosemikarbazonski ligand HL?
poseduje izrazito visok indeks selektivnosti prema HeLa ¢elijama (SI = 16,9), Sto jasno ukazuje na
snazno preferencijalno dejstvo prema ovoj celijskoj liniji. Nasuprot tome, vrednosti SI za ostale
maligne celijske linije su znatno nize (< 2,18), Sto potvrduje da je selektivnost ovog liganda usko
usmerena i zavisna od tipa malignih celija. Ovakav profil sugeriSe postojanje specifi¢nih
molekularnih meta ili metabolic¢kih puteva u HeLa ¢elijama koji doprinose povecanoj osetljivosti na
ovaj ligand. Formiranjem Zn(Il) kompleksa 4 dolazi do smanjenja ekstremne selektivnosti uocene
kod HL? liganda, ali se istovremeno ostvaruje umeren i stabilniji selektivni efekat prema HelLa i K562
¢elijjama, sa SI vrednostima od 4,72 1 1,47, respektivno. Ovaj trend ukazuje da koordinacija liganda
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za metalni jon dovodi do redistribucije citotoksi¢nog efekta, verovatno usled promenjene lipofilnosti,
stabilnosti 1 ¢elijskog unosa kompleksa, ¢ime se postize uravnotezeniji odnos izmedu aktivnosti i
selektivnosti. Dalje povecanje indeksa selektivnosti uo¢ava se kod Mn(II) kompleksa 5, posebno
prema HeLa (SI = 5,03) i K562 ¢elijama (SI = 3,26). Ove vrednosti ukazuju na povoljniji
antikancerski potencijal u poredenju sa Zn(II) analogom, §to moze biti povezano sa redoks-aktivnim
karakterom Mn(II) jona i njegovom sposobnosc¢u da selektivno indukuje oksidativni stres u malignim
¢elijama. Istovremeno, SI vrednosti bliske ili neSto vece od 1 za ostale maligne Celijske linije ukazuju
da je selektivnost kompleksa 5 izrazenija, ali ne univerzalna. Mangan(ll) kompleks 6 pokazuje
uravnotezen selektivni profil, sa SI vrednostima koje se kre¢u izmedu 2,86 i 1,58 =za vecinu
ispitivanih malignih ¢elijskih linija (sa izuzetkom linije A549 gde je SI 0,94). lako ove vrednosti ne
dostizu ekstremne nivoe uodene kod HL? liganda, njihova konzistentnost ukazuje na smanjenu
verovatno¢u izraZene toksi¢nosti prema normalnim ¢elijama. Kompleksi 7, 8 i 9, izvedeni iz HL#
liganda, pokazuju naroCito interesantan selektivni profil. Kompleks 7 se izdvaja najviSim SI
vrednostima u ovoj seriji za vise malignih celijskih linija, narocito HeLa (SI = 5,30) 1 K562 ¢elije
(SI = 4,52), $to ukazuje na izrazenu selektivnost uz umerenu citotoksi¢nost. Kompleks 8 pokazuje
nize, ali i dalje povoljne SI vrednosti, $to je pra¢eno znatno jacom citotoksi¢nom aktivnoscéu, dok
kompleks 9 kombinuje umerenu aktivnost sa pove¢anim SI vrednostima, naro¢ito prema HeLa i K562
¢elijama. Ovi rezultati jasno ukazuju da priroda metalnog jona, kao i koordinaciona stehiometrija,
imaju klju¢nu ulogu u modulaciji selektivnosti u citotoksi¢nom dejstvu.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da indeks selektivnosti predstavlja klju¢ni
dopunski parametar u proceni antikancerskog potencijala novih metalnih kompleksa. U ovom
istrazivanju, nekoliko ispitivanih sistema pokazuje povoljniji odnos citotoksi¢nosti prema malignim
i normalnim ¢elijama u poredenju sa cisplatinom, Sto ih ¢ini relevantnim kandidatima za dalja
farmakoloska i mehanisticka ispitivanja.
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Tabela 19. Citotoksi¢ni efekat ispitivanih liganada, kompleksa i prekursora (ICso [uM] prose¢na vrednost + standardna devijacija).

HeLa A549 MDA-MB-231 K562 LS 174T MRC-5
HLICI 149,45 + 3,32 >200 19561+621 111,36+ 13,36 =200 >200
HL?2 9,82+ 1,36 191,97+1391  197,61+4,13  7613+391 >200 166,12 + 3,32
HL? 20,47 + 0,43 97,45 + 3,61 97,13 + 2,48 11,70 + 0,06 89,96 + 1,17 23,55 + 2,52
HL* 13,95 + 0,08 51,17 + 3,66 23,96 + 0,34 35,08 + 1,19 47,71 +0,65 46,39 + 1,98
1 133,10 + 4,80 >200 16950+8,81  10959+583  189,26+10,08 158,16+ 13,11
2 136,47 + 2,53 >200 197,79+3,84  93,62+578  19621+438 199,26+ 1,28
3 173,65 + 5,84 >200 >200 132,61 +17,81 >200 >200

4 834+ 1,15 4383+5,72 45,61+ 6,77 26,76 + 0,24 58,66 + 4,05 39,35+ 0,28
5 7,86+ 0,56 32,74+ 2,41 45,48 + 0,15 12,16 + 1,30 24,25+ 2,74 39,57 +2,70
6 8,08 + 1,00 24,62 + 0,66 12,71 +1,30 9,55 + 1,20 14,63+ 1,71 23,10 + 2,45
7 9,87 +0,11 46,64 + 2,85 21,01 +0,88 11,56 + 1,32 42,41 +0,74 52,27 + 2,41
8 8,86 + 0,03 30,59 + 0,66 18,78 + 1,85 11,38 + 1,94 25,29 + 1,01 26,46 + 0,15
9 11,74 +0,02 45,18 + 3,27 32,66 + 4,99 16,50 + 2,35 31,27 42,10 61,21 + 2,40
Zn(BFa)z6H:0 159,20 + 4,20 >200 17405+174  108,13+12,07  197,20£396 152,49+ 3,49
NaN; 159,19 + 17,04 >200 >200 96,22 + 10,86 >200 >200
MnCl-4H,0 >200 >200 >200 117,60 + 1,13 >200 >200
NH,SCN 188,81 + 10,03 >200 >200 174,21+9,19 >200 >200
NaOCN 183,51 + 13,65 >200 >200 133,88 + 4,36 >200 >200
Cisplatina 4,94 +0,25 15,77 + 2,24 12,94+ 2,55 5,72+ 0,17 19,28+ 1,92 7,76+ 1,03
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Tabela 20. Indeks selektivnosti u citotoksi¢nom dejstvu ispitivanih liganda, kompleksa i prekursora.

ICso MRC-5/ 1Cso MRC-5/ ICso MRC-5/ ICso MRC-5/  ICso MRC-5/
|C5o HelLa |C5o K562 |C5o MDA-MB-231 |C50 LS 174T |C5o Ab49

HL2 16,9 2,18 0,84 <0,83 0,87

4 4,72 1,47 0,86 0,67 0,90

5 5,03 3,26 0,87 1,63 1,21

6 2,86 2,42 1,82 1,58 0,94

7 5,30 4,52 2,49 1,23 1,12

8 2,99 2,33 1,41 1,05 0,86

9 5,21 3,71 1,87 1,96 1,35
MnCl-4H-0 >1 ~1,70 >1 >1 >1
NH4SCN >1,06 >1,15 >1 >1 >1
Zn(BF4)2:6H20 0,96 1,41 0,88 0,77 <0,76
Cisplatina 1,57 1,36 0,60 0,40 0,49

4.4.4. Uticaj na Celijski ciklus

Uticaj ispitivanih kompleksa cinka(ll) i mangana(ll) na ¢elijski ciklus analiziran je na HeLa
¢elijama metodom protoc¢ne citometrije nakon bojenja ¢elija propidijum-jodidom. Izbor ¢elijske linije
HelLa zasniva se na njenoj Sirokoj primeni kao standardnog modela humanog adenokarcinoma,
visokoj proliferativnoj aktivnosti, genetskoj stabilnosti u kulturi i izraZzenoj osetljivosti na
citotoksi¢ne agense, Sto omogucava pouzdanu procenu antiproliferativnih i proapoptotskih efekata
novih metal-ligandnih sistema. Mehanizam odabranih jedinjenja je dalje ispitan na HeLa ¢elijama,
jer su jedinjenja ostvarila najvisi intenzitet citotoksicnog dejstva na ovoj humanoj malignoj ¢elijskoj
liniji.

Na slici 47 zabeleZene su znacajne promene u raspodeli HeLa ¢elija u odredenim fazama
¢elijskog ciklusa nakon 24 h tretmana Zn(ll) hidrazonskim kompleksima 1, 2 i 3. Kao $to se moze
videti, svaki od tri kompleksa izazvao je koncentraciono zavisno povecanje procenta HeLa ¢elija u
subG1 fazi u poredenju sa kontrolnim ¢elijama. Poveéanje subG1 frakcije ukazuje na porast ¢elija sa
hipodiploidnim sadrzajem DNK, S§to je u skladu sa indukcijom programirane Ccelijske smrti
(apoptoze). Kompleks 3, na ICsp koncentraciji, izazvao je vee povecanje procenta mrtvih HeLa ¢elija
nego kompleksi 1 i 2 na ICso koncentracijama (10,05 % naspram 6,75 % i 6,10 %). S druge strane,
kompleks 2 pri 21Cso koncentraciji izazvao je vece povecanje procenta HelLa ¢elija u subG1 fazi u
poredenju sa kompleksima 1 i 3 (27,61 % naspram 19,40 % i 18,60 %). Istovremeno primeceno je
smanjenje procenta c¢elija u G1 fazi, uz redistribuciju populacije u S i/ili G2/M fazu, narocito pri vi§im
koncentracijama kompleksa, $to ukazuje na poremecaj progresije ¢elijskog ciklusa.
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Slika 47. Uticaj Zn(Il) kompleksa 1, 2 i 3 na promene u distribuciji HeLa ¢elija u odredenim fazama
¢elijskog ciklusa primenjenim u koncentracijama ICso (A) i 21Cso (B) tokom 24 h. C — kontrolne
Hel a ¢elije. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju iz dva nezavisna
eksperimenta.

Na slici 48 zabelezene su znaCajne promene u distribuciji HeLa cCelija u fazama ¢elijskog
ciklusa nakon 24 h i 48 h tretmana Zn(I1) kompleksom 4 i manganovim kompleksima (5, 6 i 9) sa tri
razli¢ite koncentracije (ICso, 21Cso i 41Cs0) ovih kompleksa, u cilju sagledavanja mehanizama njihove
citotoksi¢ne aktivnosti.

Svaki od ispitivanih kompleksa izazvao je povecanje procenta HeLa celija u subG1l fazi
¢elijskog ciklusa nakon 24 h inkubacije u poredenju sa kontrolnim uzorkom HeLa C¢elija.
Neocekivano, ovo povecanje nije bilo koncentraciono zavisno. Kompleks mangana 6 indukovao je
koncentraciono zavisno povecanje procenta HeLa ¢elija u G1 fazi ¢elijskog ciklusa. Kompleks cinka
4 takode je doveo do povecanja procenta HeLa Celija u G1 fazi pri ICsp i 2ICso koncentracijama nakon
24 h inkubacije. U HeLa c¢elijama tretiranim kompleksom mangana 9 tokom 24 h uocen je
koncentraciono zavisan zastoj u S fazi. Povecanje procenta ¢elijau S i G2/M fazama ¢elijskog ciklusa
detektovano je u HeLa ¢elijama tretiranim 4ICso koncentracijom kompleksa mangana 5.

Tretman HelLa ¢elija svakim od Cetiri ispitivana kompleksa tokom 48 h doveo je do povecanja
procenta mrtvih HeLa celija u subG1l fazi Celijskog ciklusa. Nakon 48 h inkubacije, kompleks
mangana 6 izazvao je povecanje procenta HeLa ¢elija u S fazi pri sve tri ispitivane koncentracije.
Zastoj HeLa ¢elija u S fazi takode je uocen u uzorcima tretiranim 21Cso i 41Cso koncentracijama
kompleksa mangana 9, kao i 41Cso koncentracijom kompleksa mangana 5. Nadalje, zastoj u G2/M
fazi celijskog ciklusa primecen je u ¢elijama izlozenim ICso, 21Cso i 41Cso koncentracijama kompleksa
mangana 5, kao i 41Cso koncentraciji kompleksa mangana 9.
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Slika 48. Uticaj cinkovog kompleksa 4, kao i manganovih kompleksa 5, 6 i 9 na promene u distribuciji
HeLa ¢elija u odredenim fazama ¢elijskog ciklusa primenjenim u koncentracijama ICso (C, F), 2ICso
(D, G) i 4ICsp (E, H) tokom 24 h (C-E) i 48 h (F-H). C — kontrolne HeLa ¢elije. Prikazani podaci
predstavljaju srednju vrednost £ standardnu devijaciju dva nezavisna eksperimenta.

Na slici 49 analizirani su efekti strukturno drugacijih Zn(II) hidrazonskih kompleksa 7 i 8 na
¢elijski ciklus HeLa ¢elija. Testirani kompleksi izazvali su znacajno, koncentraciono zavisno
povecanje procenta mrtvih Celija u SUbG1 fazi Celijskog ciklusa u poredenju sa kontrolnim uzorkom
¢elija. Kompleks 7 i kompleks 8 primenjeni pri 41Cso koncentracijama izazvali su slicno povecanje
procenta ¢elija u subG1 fazi (17,53 % naspram 17,04 %). Ovaj efekat je bio pracen smanjenjem
procenta HeLa ¢elijau G1 i G2/M fazama ¢elijskog ciklusa. Ovo smanjenje je bilo znacajno za uzorke
¢elija inkubirane 41Csp koncentracijama oba kompleksa. Pored toga, u HeLa ¢elijama inkubiranim sa

kompleksom 7 na 2ICso i 41Csg zabeleZeno je blago povecanje procenta celija u S fazi celijskog
ciklusa.
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Slika 49. Uticaj Zn(11) kompleksa 7 i 8 na promene u distribuciji HeLa ¢elija u odredenim fazama
¢elijskog ciklusa primenjenim pri koncentracijama 21Cso (1) 1 41Cs0 (J) tokom 24 h. C — kontrolne
HeLa ¢elije. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju dva nezavisna
eksperimenta.

4.4.5. Uticaj na ¢elijsku smrt

Mehanizam ¢elijske smrti izazvan ispitivanim kompleksima analiziran je proto¢nom
citometrijom primenom FITC Annexin V antitela i propidijum-jodida. Metoda omogucéava
razlikovanje zivih cCelija, ¢elija u ranoj fazi apoptoze, ¢elija u kasnoj fazi apoptoze i/ili sekundarnoj
nekrozi, i mrtvih ¢elija. Ova metoda pruza detaljan uvid u prirodu citotoksi¢nog efekta i omogucava
razlikovanje kontrolisane apoptotske smrti od nespecificne nekroze.

e A'P~ (FITC Annexin V pozitivan, propidijum jodid negativan) — éelije u ranoj apoptozi
e A'P* (FITC Annexin V pozitivan, propidijum jodid pozitivan) — ¢elije u kasnoj apoptozi

e AP* (FITC Annexin V negativan, propidijum jodid pozitivan) — mrtve ¢elije ili ¢éelije u
nekrozi

Mogu¢i mehanizam ¢elijske smrti, koji se aktivira pod uticajem kompleksa 1, 2 i 3 dalje je
ispitan u HeLa ¢elijama. Svako od primenjenih jedinjenja u ICso koncentraciji izazvao je blago
povecanje procenta c¢elija u ranoj apoptozi i kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi u poredenju sa
kontrolnim uzorkom ¢elija (slika 50). Pored toga, kompleks 3 je povecao procenat mrtvih HeLa ¢elija
koje su obelezene samo PI bojom. Tretman HeLa celija tokom 24 c¢asa sa dvostrukom ICso
koncentracijom tri Zn(II) kompleksa izazvao je povecanje procenta ¢elija u ranoj apoptozi (4,69 %,
7,45 %, i 2,39 % za komplekse 1, 2 i 3, naspram 0,28 % u kontrolnim c¢elijama), kasnoj
apoptozi/sekundarnoj nekrozi (4,24 %, 3,36 %, i 10,55 % za komplekse 1, 2 i 3, naspram 0,69 % u
kontrolnim ¢elijama), i povecanje procenta mrtvih ¢elija obeleZenih samo PI bojom u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama (9,57 %, 16,05 % i 36,18 % za komplekse 1, 2 i 3, naspram 3,48 % u kontrolnim
¢elijama). Ovi rezultati ukazuju na sposobnost svakog od tri ispitivana Zn(II) kompleksa da pokrene
apoptozu u HeLa celijama. Medutim, oni takode mogu aktivirati Celijsku smrt 1 putem drugih
mehanizama pored apoptoze.
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Slika 50. Ispitivanje proto¢nom citometrijom kontrolnih (C) i HeLa Ccelija tretiranih Zn(II)
kompleksima 1, 2 i 3 primenjenim u koncentracijama ICso (A) i 2ICso (B) tokom 24 h. C — kontrolne
HelLa ¢elije. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost * standardnu devijaciju iz dva nezavisna
eksperimenta.

Da bi se ispitalo da li cinkov kompleks 4 i tri manganova kompleksa (5, 6 i 9) mogu da
indukuju apoptozu u HeLa celijama, njihovi efekti su analizirani nakon 24 ¢asa inkubacije pri
koncentracijama 2ICsp i 41Cs ispitivanih kompleksa. Kao §to se moze videti na slici 51, svi testirani
kompleksi, pri obe ispitivane koncentracije, doveli su do povecanja procenta HeLa ¢elija u ranoj fazi
apoptoze i u kasnoj fazi apoptoze u poredenju sa procentom u netretiranim kontrolnim HeLa ¢elijama,
sa izuzetkom kompleksa mangana 9 (¢elije u kasnoj fazi apoptoze). Efekti manganovih kompleksa
bili su zavisni od koncentracije. Manganovi kompleksi 5 i 6 ispoljili su najjaci proapoptotski efekat
kada su primenjeni u koncentracijama 41Cs.
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Slika 51. Ispitivanje proto¢nom citometrijom kontrolnih (C) i HeLa C¢elija tretiranih Zn(II)
kompleksom 4 i manganovim kompleksima 5, 6 i 9 primenjenim u koncentracijama 2ICso (C) i 41Csgo
(D) tokom 24 h, na smrt HeLa ¢elija. C — kontrolne HeLa celije. Prikazani podaci predstavljaju
srednju vrednost * standardnu devijaciju iz dva nezavisna eksperimenta.

Primetan znaCajan porast procenta ¢elija u ranoj apoptozi i kasnoj apoptozi/sekundarnoj
nekrozi u uzorcima HeLa c¢elija izloZenih ¢etvorostrukoj ICso koncentraciji Zn(1l) kompleksa 7 1 8
tokom 24 sata uocen je u poredenju sa kontrolnim uzorkom ¢elija (slika 52) (7,25 % i 6,09 % naspram
2,90 %, respektivno). Takode detektovan je znacajno veci procenat mrtvih éelija koje su obelezene
samo Pl bojom u HeLa ¢elijama inkubiranim sa oba kompleksa. Oba testirana Zn(Il) kompleksa 7 i
8 pokazala su sposobnost da aktiviraju apoptozu u HeLa ¢elijama nakon 24-satnog tretmana, $to je
potvrdeno povecanjem procenta Celija u subG1 fazi i procenta ¢elija obelezenih Annexin V FITC
bojom ili dvostruko obelezenih Annexin V FITC i PI. Snazni proapoptotski efekti ispitivanih
kompleksa ukazuju na njihov znacajan potencijal da se dalje ispituju njihova antikancerska svojstva.
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Slika 52. Ispitivanje proto¢nom citometrijom kontrolnih HeLa ¢elija (C) i HeLa ¢elija tretiranih Zn(II)
kompleksima 7 i 8 u koncentracijama 41Cso tokom 24 h. C — kontrolne HeLa ¢elije. Prikazani podaci
predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju iz dva nezavisna eksperimenta.

Ispitivanje efekta kompleksa na Celijsku smrt HeLa ¢elija nakon 24 h inkubacije pokazuje da
svi ispitivani kompleksi aktiviraju apoptozu tretiranih HeLa celija adenokarcinoma cerviksa.
Kompleksi 1-3 dovode do povecanja procenta apoptotskih i/ili Pl-pozitivnih mrtvih ¢elija, pri cemu
se kod pojedinih uocava izrazeniji pomak ka kasnijim fazama celijske smrti. Kompleksi 4, 51 6
pokazuju dominantno povecéanje rane apoptotske populacije, $to ukazuje na aktivaciju programiranog
mehanizma ¢elijske smrti. Nasuprot tome, komplekse 7 i 8 karakterise veci procenat Celija u kasnoj
apoptozi i Pl-pozitivnih mrtvih ¢elija, uz relativno manju zastupljenost ¢elija u ranoj fazi apoptoze.
Kompleks 9 je pokazao najslabije proapoptotsko dejstvo. Rezultati ispitivanja pokazuju da svi
ispitivani kompleksi indukuju apoptozu HelLa ¢elija.

4.4.6. Efekti cinkovog i manganovih kompleksa na intracelijski nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(ROS) u MRC-5 ¢elijama

Svaki od tri ispitana Zn(Il) kompleksa smanjio je nivoe ROS u MRC-5 ¢elijama inkubiranim
24 h sa subtoksi¢nim IC2o koncentracijama kompleksa 1, 2 i 3 u poredenju sa nivoima ROS u
kontrolnim, netretiranim MRC-5 ¢elijama (slika 53). Kompleks 2 i kompleks 3 smanjili su nivoe ROS
za 35,49 % i 42,49 % u poredenju sa kontrolnim MRC-5 ¢elijama, dok je kompleks 1 bio manje
efikasan, uz smanjenje od 18,95 %.

Posto su sva tr1i Zn(I) kompleksa pokazala antioksidativne efekte, ispitan je njihov
citoprotektivni potencijal protiv stvaranja ROS izazvanog kratkotrajnom inkubacijom sa vodonik-
peroksidom. Za razliku od prethodnih rezultata, kompleks 2 nije pokazao sposobnost da smanji nivo
oksidativnog stresa u MRC-5 ¢elijama izazvanog vodonik-peroksidom, dok je nivo oksidativnog
stresa bio visi u ¢elijama inkubiranim sa kompleksom 3 pre izlaganja vodonik-peroksidu. Dok je
kompleks 1 smanjio nivoe ROS u MRC-5 ¢elijama izloZzenim vodonik-peroksidu u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama tretiranim vodonik-peroksidom (slika 54).
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Slika 53. Efekti cinkovih kompleksa 1-3 primenjenih u ICz koncentracijama tokom 24 h na
intracelijski nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) u normalnim fibroblastima plu¢éa MRC-5. C —

kontrolne MRC-5 C¢elije. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + SD iz dva nezavisna
eksperimenta.
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Slika 54. Efekti 24-Casovnog pretretmana normalnih fibroblasta pluéa MRC-5 cinkovim
kompleksima 1-3 primenjenim u 1C2o koncentracijama, na intracelijski nivo reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (ROS) indukovanih vodonik-peroksidom (H202). C —kontrolne MRC-5 ¢elije. Prikazani podaci
predstavljaju srednju vrednost £ SD iz dva nezavisna eksperimenta.

Izbor kompleksa 4, 5, 6 i 9 za dalja ispitivanja na MRC-5 ¢elijama i u uslovima oksidativnog
stresa zasnovan je na rezultatima ispitivanja mehanizama citotoksi¢ne aktivnosti kompleksa. Da bi se
dodatno razjasnio njihov antikancerski potencijal, ispitan je njihov antioksidativni i citoprotektivni
efekat u neizmenjenim fibroblastima plu¢a MRC-5. Kompleksi 7 i 8 nisu bili ukljuceni u ovu analizu,

budu¢i da nisu pripadali odabranom skupu jedinjenja za detaljniju procenu oksidativnog odgovora u
MRC-5 ¢elijama.

Antioksidativni efekti cinkovog kompleksa 4 i tri manganova kompleksa 5, 6 i 9 prikazani su
naslici 55. Svaki ispitivani kompleks pokazao je sposobnost smanjenja nivoa intracelijskih reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) u normalnim MRC-5 ¢elijama nakon 24-Casovne inkubacije sa ICso
koncentracijama, u poredenju sa nivoom ROS u kontrolnim ¢elijama. Manganovi kompleksi 6 i 9
pokazali su sli¢an efekat na intracelijski nivo ROS. Slican efekat uocen je i kod manganovog
kompleksa 5 i cinkovog kompleksa 4, koji su ispoljili jace antioksidativno dejstvo u poredenju sa
kompleksima 6 i 9.

82



Kada su MRC-5 c¢elije prethodno inkubirane 24 h sa ispitivanim kompleksima pre
kratkotrajnog izlaganja vodonik-peroksidu, sva tri manganova kompleksa potvrdila su sposobnost
smanjenja nivoa ROS u MRC-5 ¢elijama, S$tite¢i celije od oksidativnog stresa (slika 56). S druge
strane, pretretman cinkovim kompleksom 4 u MRC-5 ¢elijama izlozenim vodonik-peroksidu doveo
je do povecéanja nivoa unutarcelijskog oksidativnog stresa.
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Slika 55. Efekti cinkovog kompleksa 4 i manganovih kompleksa 5, 6 i 9 primenjenih u ICso
koncentracijama tokom 24 h na unutarcelijski nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) u normalnim
fibroblastima plu¢éa MRC-5. C — kontrolne MRC-5 ¢elije. Prikazani podaci predstavljaju srednju
vrednost + SD iz dva nezavisna eksperimenta.
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Slika 56. Efekti 24-casovnog pretretmana normalnih fibroblasta plu¢a MRC-5 cinkovim kompleksom
4 i manganovim kompleksima 5, 6 i 9 primenjenim u ICsg koncentracijama, na unutarcelijski nivo
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) indukovanih vodonik-peroksidom (H>Oz). C — kontrolne MRC-5
¢elije. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost = SD iz dva nezavisna eksperimenta.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije uspesno je sintetisana i detaljno okarakterisana nova serija
hidrazonskih liganada dobijenih kondenzacijom 2-acetil-6-bromopiridina, 2-acetiltiazola i
2-acetilpirazina sa Zirarovim T reagensom i tiosemikarbazidom, kao i odgovaraju¢i kompleksi
cinka(I) 1 mangana(Il). Istrazivanje je koncipirano sa ciljem da se ispita kako priroda
heteroaromaticnog fragmenta, donorski skup atoma i izbor metalnog centra uticu na strukturu,
stabilnost, elektronske osobine 1 biolosku aktivnost sintetisanih koordinacionih jedinjenja.
Kombinovanjem eksperimentalnih i teorijskih metoda uspostavljen je sveobuhvatan pristup koji je
omogucio sagledavanje odnosa izmedu strukture i funkcije ovih sistema.

Sintetisani ligandi (HL!CI-HL*) pokazali su ocekivano polidentatno ponaSanje pri
koordinaciji, omoguc¢avajuci formiranje stabilnih helatnih kompleksa sa Zn(II) i Mn(II) jonima u
prisustvu razli¢itih monodentatnih anjona (NCO~, NCS-, N37), kao i bez njihovog prisustva, ¢ime je
dobijena reprezentativna serija kompleksnih jedinjenja (1-9). Strukturna raznovrsnost postignuta je
sistematskim variranjem liganada, vrste metalnog jona (Zn(11)/Mn(ll)) i anjona, $to je omogucilo
poredenje uticaja donorskog seta (NNO/NNS) i koordinacione geometrije na fizicko-hemijska i
bioloska svojstva.

Kristalografska analiza nedvosmisleno je potvrdila formiranje mononuklearnih jedinjenja u
kojima se ligandi koordinuju tridentatno putem NNO ili NNS donorskog seta. Formiranjem dva
petoclana helatna prstena obezbedena je stabilna koordinaciona sfera oko metalnog centra. Kod Zn(l1)
kompleksa 1 i 3 potvrdena je pentakoordinovana, distorgovana trigonalno-bipiramidalna geometrija
uz uce$ée pseudohalogenidnih liganada, dok je kod kompleksa 2 i 4 utvrdena distorgovana
oktaedarska geometrija pri ¢emu koordinacionu sferu ¢ine dva vezana liganda L* i (L?)". Manganovi
kompleksi 5, 6 i1 9, kao i Zn(11) kompleks 8 takode pokazuju oktaedarsku geometriju sa dva vezana
liganda ((L?), (L% i (L%, redom). Kompleks 7 odgovara geometriji distorgovane kvadratne
piramide gde se u koordinacionom okruzenju Zn(lI1) jona nalaze jedan ligand (L*), tiocijanatni anjon
SCN™ i molekul vode. Ove strukturne razlike jasno pokazuju da izbor metalnog jona i prisustvo
dodatnih liganada odreduju koordinacioni broj, geometriju i trodimenzionalni raspored liganada oko
metalnog centra.

Spektroskopski podaci bili su u potpunosti saglasni sa rezultatima kristalografske analize.
Pomeranja karakteristicnih IR traka, zajedno sa promenama u NMR spektrima, potvrdila su
koordinaciju azometinskog azota i karbonilnog kiseonika ili sumpora, kao i deprotonaciju
hidrazonskog fragmenta pri formiranju kompleksa. UV-Vis spektroskopija ukazala je na stabilnost
ispitivanin kompleksa u rastvoru dimetil-sulfoksida tokom najmanje 24 casa, bez pojave novih
apsorpcionih traka ili znacajnih pomeranja apsorpcionih maksimuma, ¢ime je ukazano na o¢uvanje
koordinacione strukture u uslovima bioloskih eksperimenata.

Eksperimentalni rezultati dodatno su potvrdeni kvantno-hemijskim proracunima, koji su
omogucili sveobuhvatno razumevanje strukture, elektronskih osobina 1 bioloske aktivnosti
sintetisanih kompleksa. DFT analiza pokazala je da su kompleksi termodinamicki stabilni u rastvoru
1 objasnila razlike u koordinacionim procesima tokom njihove sinteze, pri cemu su teorijski izracunate
reakcione energije uspesSno objasnile formiranje heteroleptickih i homoleptickih sistema. TDDFT
proracuni omogucili su pouzdanu interpretaciju elektronskih apsorpcionih spektara, uz veoma dobro
slaganje izmedu teorijski izracunatih i eksperimentalno odredenih energija elektronskih prelaza, dok
je analiza prirodnih tranzicionih i1 grani¢nih molekulskih orbitala pokazala da najniza pobudena stanja
imaju dominantno ligandski n—n* karakter, bez znac¢ajnog doprinosa prenosa naelektrisanja izmedu
metalnog centra 1 liganda. Konceptualna DFT analiza pruZila je uvid u elektronsku strukturu i
hemijsku reaktivnost kompleksa, dok je molekulski doking ukazao na moguce bioloske mete
odgovorne za njihovu antimikrobnu aktivnost.
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Bioloska evaluacija sintetisanih jedinjenja pokazala je da koordinacija hidrazonskih liganada
za Zn(Il) i Mn(Il) jone znacajno uti¢e na njihova bioloska svojstva. Antimikrobna ispitivanja
sprovedena na reprezentativnom panelu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, kao i
odabranih sojeva gljivica i kvasca, pokazala su da vecina sintetisanih kompleksa ispoljava izrazeniju
aktivnost od odgovarajucih slobodnih liganada i metalnih prekursora. Posebno izrazena aktivnost
uocena je prema Gram-pozitivnim bakterijama, dok su Gram-negativni mikroorganizmi pokazali
vecu otpornost, $to je u skladu sa razlikama u gradi njihovog ¢elijskog zida. Antifungalna aktivnost
potvrdena je kod vise kompleksa, pri ¢emu su pojedini Zn(Il) kompleksi 1-3 i Mn(1l) kompleks 5
ostvarili zna¢ajno bolje efekte od odgovarajuéih liganada. Ovi rezultati potvrduju da koordinacija za
metalni centar predstavlja efikasan na¢in modulacije antimikrobne aktivnosti hidrazonskih liganada
1 dodatno potvrduju znacaj sinergijskog delovanja liganda i metalnog jona. Mogu¢i mehanizam
antifungalnog dejstva najaktivnijih Zn(11) kompleksa 1-3 dodatno je ispitan metodom molekulskog
dokinga. Analiza interakcija sa viSe bioloSkih meta pokazala je da ovi ispitivani kompleksi ostvaruju
najpovoljnije vezivanje za geranilgeranil pirofosfat sintazu (GGPPS), enzim ukljucen u biosintezu
sterola. S obzirom na ulogu ovog enzima u sintezi sterola kod gljiva, ostvarene stabilne interakcije
unutar njegovog aktivnog mesta ukazuju da bi inhibicija GGPPS mogla predstavljati jedan od
moguc¢ih mehanizama antifungalnog dejstva ispitivanih kompleksa.

Citotoksicna aktivnost sintetisanih jedinjenja ispitana je na pet humanih malignih ¢elijskih
linija (HeLa, K562, MDA-MB-231, LS 174T i A549), uz paralelno odredivanje efekata na normalnim
fibroblastima plu¢a MRC-5, ¢ime je omogucena procena njihove selektivnosti. Jedinjenja sa najvisim
intenzitetom citotoksi¢nog dejstva (najnize 1Csp) su pre svega kompleks 6, koji dominira na veéini
¢elijskih linija (K562, MDA-MB-231 i LS 174T), dok se za HeLa celije kao najaktivniji izdvaja
kompleks 5, pracen kompleksima 6 i 4. Kompleksi 5, 7 i 8 takode pokazuju konzistentno dobru
aktivnost na vise malignih linija. Jedinjenja sa indeksom selektivnosti (SI) ve¢im od 2,5 mogu se
smatrati posebno interesantnim kandidatima za dalja ispitivanja u in vivo istrazivanjima zbog njihove
sposobnosti da selektivno deluju na maligne u odnosu na neizmenjene, zdrave cCelije. Najveci indeks
selektivnosti prema HelLa ¢elijama zabelezen je za kompleks 7 (5,30), zatim kompleks 9 (5,21),
kompleks 5 (5,03), kompleks 4 (4,72) i kompleks 8 (2,99). Kada je re¢ o K562 ¢elijama, selektivnost
vecu od 2,5 pokazuju kompleks 7 (4,52), kompleks 9 (3,71) i kompleks 5 (3,26), pri cemu kompleks
7 ima najpovoljniji ukupni profil selektivnosti, jer istovremeno pokazuje izrazeno selektivno dejstvo
i prema HeLa i prema K562 ¢elijama, dok ostali kompleksi ispunjavaju kriterijum selektivnosti samo
u pojedina¢nim linijama. Zanimljivo, slobodan ligand HL? pokazao je najvisi stepen selektivnosti,
narocito prema HelLa Celijskoj liniji, gde je vrednost indeksa selektivnosti znacajno viSa u odnosu na
odgovaraju¢e komplekse. Ovaj rezultat moze ukazivati na razli¢it mehanizam delovanja liganda u
odnosu na njegove metalne komplekse, pri cemu koordinacija metalnog centra dovodi do povecanja
citotoksi¢nosti, ali delimi¢nog gubitka selektivnosti.

Mehanizam antiproliferativnog dejstva dodatno je razjaSnjen analizom celijskog ciklusa,
odredivanjem tipa celijske smrti i ispitivanjem promena nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Analiza
¢elijskog ciklusa pokazala je da veéina ispitivanih kompleksa indukuje povecanje procenta mrtvih
¢elija u subGl fazi. Zn(II) kompleksi 1-3 primarno deluju kroz indukciju Celijske smrti, pri ¢emu
kompleks 3 pokazuje izrazen efekat ve¢ pri ICso koncentraciji, dok kompleks 2 dovodi do
najznacajnijeg povecanja subGl populacije pri visSim koncentracijama. Nasuprot tome, Zn(Il)
kompleks 4 je doveo do povecanja procenta HeLa ¢elija u G1 fazi, kao i povecanja procenta ¢elija u
subG1 frakciji. Za razliku od Zn(ll) sistema, Mn(ll) kompleksi pretezno izazivaju poremecaje u
progresiji  Celijskog ciklusa. Kompleks 5 pokazuje izrazen efekat u G2/M fazi pri viSim
koncentracijama nakon 48 h (2ICso i 41Cs0), dok kompleks 6 dovodi do akumulacije ¢elija u G1 fazi
tokom 24 h. Kompleks 9 indukuje koncentraciono zavisan zastoj u S fazi nakon 24 h tretmana, dok
kompleksi 7 i 8 takode povecavaju subGl populaciju pri visim koncentracijama izrazenije, Uz
istovremene promene u S i G2/M fazama. Najizrazenije proapoptotsko dejstvo ispoljili su Mn(II)
kompleksi 5 i 6 pri 41Cso koncentraciji, koji su doveli do najveceg povecanja procenta celija u ranoj
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1 kasnoj apoptozi. Medu Zn(Il) kompleksima, kompleks 2 pokazao je izrazeniji efekat u indukciji
rane apoptoze u poredenju sa kompleksom 1, dok je kompleks 3 bio efikasniji u indukciji kasne
apoptoze i povecanju mrtvih ¢elija pri 21Cso koncentraciji. Kompleksi 7 i 8 pokazali su srednje izrazen
proapoptotski efekat, kao i kompleks 4 dok je kompleks 9 ispoljio najslabije proapoptotsko dejstvo.
Posmatrano u celini, dobijeni rezultati ukazuju da antiproliferativno dejstvo sintetisanih jedinjenja
predstavlja posledicu kombinovanog poremecaja ¢elijskog ciklusa i aktivacije apoptotskih puteva.

Ispitivanje uticaja sintetisanih jedinjenja na nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u normalnim
MRC-5 ¢elijama dodatno je doprinelo razumevanju njihovog bioloskog delovanja. U uslovima
oksidativnog stresa izazvanog vodonik-peroksidom (H20.), uocene su razlike izmedu Zn(II) i Mn(II)
kompleksa, Sto ukazuje da priroda metalnog centra znacajno utice na odgovor ¢elije na oksidativni
stres. Ovi rezultati, zajedno sa podacima o citotoksicnosti i selektivnosti, pruzaju sveobuhvatniji uvid
u bioloski profil sintetisanih kompleksa i predstavljaju osnovu za dalja istraZzivanja njihovog
mehanizma delovanja.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da se sistematskom modifikacijom strukture
hidrazonskih liganada, izborom heteroaromati¢nih prekursora (piridin, tiazol 1 pirazin),
odgovarajuc¢eg metalnog centra (Zn(II) ili Mn(II)) i kontrolom koordinacionih uslova mogu uspesno
dizajnirati koordinaciona jedinjenja razli¢itih strukturnih, elektronskih i bioloskih svojstava.
Integracijom kristalografske analize, spektroskopskih karakterizacija, teorijskog modelovanja i
opseznih bioloskih ispitivanja uspostavljena je veza izmedu strukture i aktivnosti sintetisanih
jedinjenja. Dobijeni rezultati potvrduju da koordinaciona hemija hidrazonskih liganada predstavlja
racionalnu strategiju za dizajn i razvoj novih bioaktivnih Zn(Il) i Mn(11) kompleksa sa potencijalnom
primenom u antimikrobnoj i antiproliferativnoj terapiji.

Sveukupno, ova disertacija predstavlja originalan doprinos oblasti koordinacione hemije
hidrazonskih liganada heteroaromati¢nih ketona kroz: (i) sintezu i detaljnu strukturnu i
spektroskopsku karakterizaciju novih liganada i njihovih Zn(11)/Mn(ll) kompleksa; (ii) pouzdanu
verifikaciju nacina koordinacije i strukturnih motiva; (iii) primenu kvantno-hemijskih proracuna za
procenu stabilnosti kompleksa u rastvoru, kao i za tumacenje elektronskih svojstava i reaktivnosti
odabranih predstavnika pomo¢u TDDFT proracuna i konceptualnih DFT deskriptora; i (iv)
sistematsku in vitro biolosku evaluaciju na odabranim mikroorganizmima i ¢elijskim linijama.
Dobijeni rezultati uspostavljaju jasnu korelaciju izmedu strukturnih, elektronskih, teorijskih i
bioloskih parametara, ¢ime se formira ¢vrsta nauéna osnova za dalju optimizaciju i racionalni razvoj
novih bioaktivnih koordinacionih sistema.
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Slika P1.

IR spektar liganda HL!CI.

Slika P2. *H NMR spektar liganda HLCI.
Slika P3. 13C NMR spektar liganda HLCI.

Slika P4.

IR spektar liganda HL?2.

Slika P5. 'H NMR spektar liganda HL 2,
Slika P6. 1*C NMR spektar liganda HL2.

Slika P7.

IR spektar liganda HL3.

Slika P8. *H NMR spektar liganda HLS.
Slika P9. 13C NMR spektar liganda HLS3.

Slika P10.
Slika P11.

Slika P12

Slika P30

IR spektar liganda HL*.
'H NMR spektar liganda HL*.

. 3C NMR spektar liganda HL?.
Slika P13.
Slika P14.
Slika P15.
Slika P16.
Slika P17.
Slika P18.
Slika P19.
Slika P20.
Slika P21.
Slika P22.
Slika P23.
Slika P24.
Slika P25.
Slika P26.
Slika P27.
Slika P28.
Slika P29.

IR spektar kompleksa 1 [ZnLY(NCO).].

'H NMR spektar kompleksa 1 [ZnLYNCO)z].

13C NMR spektar kompleksa 1 [ZnLY(NCO).].

IR spektar kompleksa 2 [Zn(L1)2](BFa)2.

'H NMR spektar kompleksa 2 [Zn(L1)2](BF4)a.

13C NMR spektar kompleksa 2 [Zn(L1)2](BF4)2.

IR spektar kompleksa 3 [ZnL(Ns).].

'H NMR spektar kompleksa 3 [ZnLY(Ns)].

13C NMR spektar kompleksa 3 [ZnLY(Ns):].

IR spektar kompleksa 4 [Zn(L?)2].

'H NMR spektar kompleksa 4 [Zn(L2)].

13C NMR spektar kompleksa 4 [Zn(L2),].

IR spektar kompleksa 5 [Mn(L2),].

IR spektar kompleksa 6 [Mn(L2),]-¥2H.0.

IR spektar kompleksa 7 [ZnL*(NCS)(H20)].

'H NMR spektar kompleksa 7 [ZnL*(NCS)(H20)].
13C NMR spektar kompleksa 7 [ZnL4(NCS)(H20)].
. UV-Vis spektri cinkovih kompleksa 1-3 u DMSO-u (10* M), odmah nakon pripreme i

posle 24 h.
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Slika P31. UV-Vis spektri cinkovih kompleksa 4 (10° M), 7 i 8 (0,5 x 10* M) u DMSO-u, odmah
nakon pripreme i posle 24 h.

Slika P32. UV-Vis spektri manganovih kompleksa 5, 6 i 9 u DMSO-u (10° M), odmah nakon
pripreme i posle 24 h.

Slika P33. UV-Vis spektri liganada HL'CI-HL*

Slika P34. TDDFT izracunati apsorpcioni spektar Zn(II) kompleksa 4 na oB97X-D4rev/def2-
TZVP(—f) nivou teorije uz primenu SMD modela solvatacije za DMSO.

Slika P35. Grani¢ne molekulske orbitale (HOMO-1, HOMO, LUMO i LUMO+1) Zn(1l) kompleksa
4 izraCunate na ®B97X-D4rev/def2-TZVP(—f) nivou teorije uz primenu SMD modela solvatacije za
DMSO.

Slika P36. Dvostruki deskriptor Fukuijeve funkcije, izra¢unat na ZORA-CAM-B3LYP/TZP-
COSMO(voda)//ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO(voda) nivou teorije za ligand (HLY)* i komplekse
1-3.

Slika P37. Paulijeve deformacione gustine i orbitalne deformacione gustine izracunate za komplekse
1-3.

Slika P38. A) Najpovoljnije konformacije vezivanja ispitivanih kompleksa sa enzimom CYP51. B) i
C) Dvodimenzionalni dijagrami interakcija kompleksa 1 i 3 sa aminokiselinskim ostacima aktivnog
mesta enzima CYP51.

Slika P39. A) Najpovoljnije konformacije vezivanja kompleksa 2 (plavi $tapi¢i), kompleksa 1 (crni
Stapici) i kompleksa 3 (zuti Stapi¢i) sa enzimom SQS, dobijene studijom molekulskog dokinga. B) i
C) Dvodimenzionalni dijagrami interakcija izmedu kompleksa 1 i kompleksa 3, respektivno, i
aminokiselinskih ostataka aktivnog mesta enzima SQS.

Slika P40. Najpovoljnije konformacije vezivanja ispitivanih kompleksa dobijene studijom
molekulskog dokinga za enzime: A) HMG-CoA transferazu, B) SMT i C) SQE. Oznake boja: crni
Stapic¢i — kompleks 1, plavi Stapic¢i — kompleks 2, Zuti $tapi¢i — kompleks 3.
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Slika P29. 1*C NMR spektar kompleksa 7 [ZnL*(NCS)(H20)]
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Slika P30. UV-Vis spektri cinkovih kompleksa 1-3 u DMSO-u (10* M), odmah nakon pripreme i
posle 24 h
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Slika P31. UV-Vis spektri cinkovih kompleksa 4, 7 i 8 u DMSO-u (0,5 x 10 M), odmah nakon
pripreme i posle 24 h
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Slika P32. UV-Vis spektri manganovih kompleksa 5, 6 i 9 u DMSO-u (10° M), odmah nakon
pripreme i posle 24 h
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Slika P34. TDDFT izracunati apsorpcioni spektar Zn(II) kompleksa 4 na oB97X-D4rev/def2-
TZVP(—f) nivou teorije uz primenu SMD modela solvatacije za DMSO. Prikazani su Gausovski
prosiren apsorpcioni profil (FWHM = 0,5 eV, siva linija) i odgovaraju¢i linijski (,,stick™) spektar
(crvene linije).
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HOMO LUMO+1

HOMO-1 LUMO

Slika P35. Grani¢ne molekulske orbitale (HOMO-1, HOMO, LUMO i LUMO+1) Zn(1l) kompleksa
4 izraCunate na ®B97X-D4rev/def2-TZVP(—f) nivou teorije uz primenu SMD modela solvatacije za
DMSO.

Slika P36. Dvostruki deskriptor Fukuijeve funkcije, izracunat na ZORA-CAM-B3LYP/TZP-
COSMO(voda)//ZORA-BP86-D4/TZP-COSMO(voda) nivou teorije za ligand (HLY)* i kompleks 2
(gorniji red), odnosno komplekse 1 i 3 (donji red). Pozitivne vrednosti prikazane su zutom, a negativne
ljubicastom bojom.
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Slika P37. Paulijeve deformacione gustine (gornji red) i orbitalne deformacione gustine (donji red),
izracunate za komplekse 1-3. Smanjenje elektronske gustine prikazano je crvenom, a povecéanje
elektronske gustine plavom bojom.
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Slika P38. A) Najpovoljnije konformacije vezivanja ispitivanih kompleksa sa enzimom CYP51.
Kompleks 2 (plavi Stapi¢i) vezuje se na povrSini proteina, dok se kompleksi 1 (crni Stapiéi) i 3 (zuti
Stapici) vezuju unutar aktivnog mesta. HEM grupa prikazana je u obliku narandzastih $tapica. B) i C)
Dvodimenzionalni dijagrami interakcija kompleksa 1 i 3 sa aminokiselinskim ostacima aktivnog
mesta enzima CYP51.
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Slika P39. A) Najpovoljnije konformacije vezivanja kompleksa 2 (plavi $tapici), kompleksa 1 (crni
Stapi¢i) i kompleksa 3 (zuti Stapic¢i) sa enzimom SQS, dobijene studijom molekulskog dokinga. B) i
C) Dvodimenzionalni dijagrami interakcija izmedu kompleksa 1 i kompleksa 3, respektivno, i
aminokiselinskih ostataka aktivnog mesta enzima SQS.
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Slika P40. Najpovoljnije konformacije vezivanja ispitivanih kompleksa dobijene studijom
molekulskog dokinga za enzime: A) HMG-CoA transferazu, B) SMT i C) SQE. Oznake boja: crni
Stapi¢i — kompleks 1, plavi Stapi¢i — kompleks 2, zuti $tapici — kompleks 3.
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epoksidaciju alkena. U okviru projekta boravila je na Univerzitetu u Groningenu u istrazivackoj grupi
profesora Wesleyja Brownea, i stekla iskustvo u samostalnom vodenju projekta, upravljanju
budzetom 1 medunarodnoj nau¢noj saradnji, $to je rezultiralo objavljivanjem nau¢nog rada.

Clan je Srpskog kristalografskog drustva i Srpskog hemijskog drustva. Dobitnik je
Specijalnog priznanja za 2021. godinu za izuzetan uspeh tokom studija na Hemijskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu.

Milica J. Savi¢ je u okviru naucnoistrazivackog rada koautor dve publikacije — jednu u
vrhunskom medunarodnom casopisu kategorije M21 1 jednu u medunarodnom casopisu kategorije
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M23 — i autor jedne publikacije u vrhunskom medunarodnom c¢asopisu (M21). Tokom doktorskih
studija objavila je tri nau¢ne publikacije koje su direktno proistekle iz teze (sve tri M21 kategorije).
Takode, aktivno je uCestvovala na medunarodnim i nacionalnim nau¢nim skupovima, sa ukupno 29
saopstenja, od kojih je 14 predstavljeno na medunarodnim (M34), a 15 na nacionalnim skupovima
(M64).

Radovi proistekli iz disertacije (M21 — vrhunski medunarodni ¢asopisi):

1. M. Savié, A. Pevec, N. Stevanovi¢, I. Novakovi¢, 1. Z. Mati¢, N. Petrovi¢, T. Stanojkovié,
K. Milg&i¢, M. Zlatar, 1. Turel, B. Cobelji¢, M. Milg&i¢ i M. Gruden, Synergy of experimental
and computational chemistry: structure and biological activity of Zn(ll) hydrazone
complexes, Dalton Trans., 53 (2024) 13436-13453 (https://doi.org/10.1039/D4DT01353K).

2. M. Savi¢, A. Pevec, 1. Novakovi¢, 1. Z. Mati¢, T. Stanojkovi¢, M. Zlatar, M. Gruden, I.
Turel i B. Cobelji¢, Crystal structure, computational insights, and biological activities of
thiazole-based hydrazone zinc(ll) complexes, J. Coord. Chem., 78 (2025) 2357-2369
(https://doi.org/10.1080/00958972.2025.2505647).

%. M. Savi¢, A. Pevec, I. Novakovi¢, 1. Z. Mati¢, T. Stanojkovi¢, M. Zlatar, M. Gruden, i B.
Cobelji¢, Comparative Biological Activity of Manganese(ll) and Zinc(ll) Hydrazone
Complexes, Dalton Trans., 55 (2026) 66036614 (https://doi.org/10.1039/D6DT00532B).

Ostali nau¢ni radovi:
M21 — Radovi objavljeni u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima

4. T. Adejumo, M. Danopoulou, L. P. Zorba, A. Pevec, M. Zlatar, D. Radanovi¢, M. Savi¢,
M. Gruden, K. Andelkovié, I. Turel, B. Cobelji¢ i G. Vougioukalakis, Correlating Structure
and KA2 Catalytic Activity of Znll Hydrazone Complexes, Eur. J. Inorg. Chem. 2023,
€2023001193 (https://doi.org/10.1002/ejic.202300193).

5. M. Savi¢, A. Mitrovi¢, B. Cobeljic’, A. Pevec, M. Zlatar, M. Gruden, W. R. Browne i M.
Di Berto Mancini, Identifying the True Catalyst: A Mn(I1) Salt versus Mn(1l) Complexes in
Epoxidation with m-Chloroperbenzoic Acid, Eur. J. Org. Chem. 2025, 28 (30), 202500432
(https://doi.org/10.1002/ejoc.202500432).

M23 — Rad objavljen u ¢asopisu od medunarodnog znacaja

6. T. Vitomirov, B. Cobelj 1¢, A. Pevec, D. Radanovi¢, 1. Novakovi¢, M. Savié, K. Andelkovi¢
i M. Sumar-Ristovié, Binuclear azide-bridged hydrazone Cu(ll) complex: Synthesis,
characterization and evaluation of biological activity, J. Serb. Chem. Soc. 88 (9) 877-888
(2023) (https://doi.org/10.2298/JSC230623044V).

M34 — Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu

1; Milica Savi¢, Mima Jevtovi¢, Matija Zlatar, Maja Gruden, Dragana Miti¢, BozZidar
Cobelji¢, Katarina Andelkovi¢; Synthesis, characterization and DFT calculations of Schiff
base Co(lll) complexes; Twenty third annual conference - YUCOMAT 2022, August 29 —
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September 2, 2022, Herceg Novi, Montenegro, Book of Abstracts, p 147. (isbn 978-86-
919111-7-1).

2. Milica Savi¢, Mima Jevtovi¢, Matija Zlatar, Maja Gruden, Dragana Miti¢, Bozidar
Cobelji¢, Katarina Andelkovi¢; Synthesis and characterization of Ni(Ill) complex with
condensation product of 2 acetylpyridine and Girard’s P reagent; Twenty-fourth Annual
Conference - YUCOMAT 2023, September 4-8, 2023, Herceg Novi, Montenegro, Book of
Abstracts P.S.40. p 114. (ISBN 978-86-919111-8-8).

3. Milica Savié, Mima Jevtovié, Bozidar Cobelji¢, Maja Gruden, Matija Zlatar; Spin states of
Mn(Il) and Fe(lll) complexes with thiosemicarbazone; 6th EuChemS Inorganic Chemistry
Conference, September 3—7, 2023, Wien, Austria, Book of Abstracts PO-133 (ISBN 978-3-
9504809-5-5).

4. M. C. Jevtovi¢, M. J. Savié, K. K. Andelkovié, B. R. Cobelji¢, D. M. Miti¢; Synthesis of a
New Family of Zn(11) Hydrazone Complexes: Characterisation, Catalytic Activity, and DFT
Calculations; Training School of COST action CA21101 COSY | 19th — 22nd September 2023,
Belgrade, Serbia, Book of Abstracts p 36.

5. Milica J. Savi¢, Mima C. Jevtovié, Bozidar R. Cobelji¢, Katarina K. Andelkovi¢, Dragana
M.Miti¢; Synthesis and characterization of Mn(II) and Fe(Ill) complexes with the
condensation product of thiosemicarbazide and 2-acetylthiazole; Training School of COST
action CA21101 COSY | 19th — 22nd September 2023, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts p
51.

6. B. Cobeljié, M. Savi¢, N. Stevanovi¢, M. Zlatar, M. Gruden; Evaluation of the biological
activity of Zn(Il) hydrazone complexes; EUROBIC17, August 25-29, 2024, Munster,
Germany, Book of Abstracts p 390.

7. M. Mil¢i¢, 1. Novakovi¢, K. Mil¢i¢, M. Savi¢, M. Zlatar, M. Gruden; Antifungal activity
and molecular docking study of Zn(Il) hydrazone complexes; EUROBIC17, August 25-29,
2024, Munster, Germany, Book of Abstracts p 457.

8. M. Jevtovic, M. Savi¢, M. Gruden, I. Mati¢ and B. Cobeljié; Crystal Structure,
Computational Insights, and Biological Activities of Thiazole-Based Hydrazone Zinc(ll)
Complex [ZnL(NCS)(H20)]; 7th EuChemS Inorganic Chemistry Conference, Belgrade,
Serbia, September 7-11, 2025, Book of Abstracts, P-22, p 112. (ISBN 978-86-7220-134-5).

9. M. Savié, M. Jevtovi¢, W. R. Browne and M. Di Berto Mancini; Catalytic activity of Mn(II)
Salt vs. Mn(Il) Complexes in Epoxidation with m-CPBA,; 7th EuChemsS Inorganic Chemistry
Conference, Belgrade, Serbia, September 7-11, 2025, Book of Abstracts, P-32, p 122. (ISBN
978-86-7220-134-5).

10. N. Stevanovié, M. Savi¢, M. Jevtovi¢, W. R. Browne and M. Di Berto Mancini; Synthesis,
characterization, and crystal structure of Mn(ll) complexes with catalytic activity in
Epoxidation with m-CPBA,; 7th EuChemS Inorganic Chemistry Conference, Belgrade, Serbia,
September 7-11, 2025, Book of Abstracts, P-33, p 123. (ISBN 978-86-7220-134-5).

11. S. Selakovi¢, M. Savi¢, M. Jevtovi¢, M. Zlatar, I. Mati¢ and M. Sumar-Ristovi¢;
Biological evaluation and computational analysis of a zinc(ll) complex; 7th EuChemS
Inorganic Chemistry Conference, Belgrade, Serbia, September 7-11, 2025, Book of
Abstracts, P-40, p 130. (ISBN 978-86-7220-134-5).
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M64 —

12. Milica Savi¢, Mima Jevtovié, Matija Zlatar, Bozidar Cobelji¢; Comparative biological
activity of Mn(ll) and Zn(ll) hydrazone complexes; 30th Conference of the Serbian
Crystallographic Society, Belgrade, Serbia, June 25-26, 2026, Book of Abstracts, p 100-101
(ISBN 978-86-912959-8-1).

13. Mima Jevtovi¢, Milica Savi¢, Marija Pavlovi¢, Matija Zlatar; Structural and spectroscopic
characterization of a tetranuclear Cd(ll) azido complex with a semicarbazone ligand; 30th
Conference of the Serbian Crystallographic Society, Belgrade, Serbia, June 25-26, 2026,
Book of Abstracts, p 52-53 (ISBN 978-86-912959-8-1).

14. Snezana Selakovi¢, Milica Savi¢, Maja Gruden, Maja Sumar Ristovi¢; Formation of a
mononuclear nickel(11) complex with 2-acetylthiazole semicarbazone; 30th Conference of the
Serbian Crystallographic Society, Belgrade, Serbia, June 25-26, 2026, Book of Abstracts, p
102-103 (ISBN 978-86-912959-8-1).

Saopstenja sa skupova nacionalnog znacaja Stampana u izvodu

1. Milica Savié¢, Nevena Stevanovi¢, Mima Jevtovi¢, Maja Gruden, Katarina Andelkovi¢,
Bozidar Cobelji¢, Matija Zlatar; Synthesis and characterization of Fe(III) i Mn(II) complexes
with condensation product of thiosemicarbazide and 2-acetylthiazole; 58th Meeting of the
Serbian Chemical Society, June 9-10, 2022, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, p 126. (isbn
978-86-7132-079-5).

2. Bozidar Cobeljié, Milica Savié, Mima Jevtovi¢, Dragana Miti¢, Matija Zlatar, Maja
Gruden, Katarina Andelkovi¢; Coordination preferences of NNO and NNS Schiff base ligands
with Co(lll) complexes; 58th Meeting of the Serbian Chemical Society, June 9-10, 2022,
Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, p 113. (isbn 978-86-7132-079-5).

3. Milica Savi¢, Mima Jevtovi¢, Bozidar Cobeljié and Katarina Andelkovi¢; Synthesis and
characterization of octahedral Ni(Il) complex with condensation product of 2-acetylthiazole
and thiosemicarbazide; Eighth Conference Of the Young Chemists Of Serbia, October 29,
2022, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, p 72. (isbn: 978-86-7132-080-1).

4. B. Cobeljié, A. Pevec, M. Zlatar, M. Savi¢, M. Jevtovi¢; Synthesis and characterization of
azido Zn(Il) complex with the condensation product of 2-acetylthiazole and thiosemi-
carbazide; 28th conference of the Serbian crystallographic society, June 14-15, 2023, Cadak,
Serbia, Book of Abstracts, pp 34-35. (ISBN 978-86-912959-6-7).

5. M. Jevtovié, A. Pevec B. Cobeljié, M. Sumar Ristovi¢, M. Savié, D. Miti¢, N. Stevanovié;
Synthesis and characterization of Mn(ll) complex with the condensation product of
thiosemicarbazide and 2-acetylthiazole; 28th conference of the Serbian crystallographic
society, June 14-15, 2023, Cadak, Serbia, Book of Abstracts, pp 50-51. (ISBN 978-86-
912959-6-7).

6. K. Andelkovi¢, A. Pevec, D. Miti¢, M. Jevtovi¢, M. Savié¢, N. Stevanovi¢; Synthesis and
characterization of azido Zn(ll) complex with the condensation product of 2-acetylpyridine
and Girard's P reagent; 28th conference of the Serbian crystallographic society, June 14-15,
2023, Cadak, Serbia, Book of Abstracts, pp 40—41. (ISBN 978-86-912959-6-7).

7. M. Savié, A. Pevec, D. Radanov¢, M. Zlatar, M. Jevtovi¢; Synthesis and characterization
of Fe(l11) complex with the condensation product of thiosemicarbazide and 2-acetylthiazole;
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28th conference of the Serbian crystallographic society, June 14-15, 2023, Cadak, Serbia,
Book of Abstracts, pp 78-79. (ISBN 978-86-912959-6-7).

8. Milica Savi¢, Mima Jevtovi¢, Bozidar Cobelji¢ and Katarina Andelkovi¢; Synthesis and
characterization of binuclear azide-bridged hydrazone Cu(ll) complex; Ninth Conference Of
the Young Chemists Of Serbia, 4th November, 2023, Novi Sad, Serbia, Book of Abstracts, p
69. (isbn: 978-86-7132-084-9).

9. Milica Savi¢, Bozidar Cobeljié, Matija Zlatar, Milos Mil¢i¢; Evaluation of the biological
activity of zinc(Il) hydrazone complexes; 60th Meeting of the Serbian Chemical Society, June
9-10, 2024, Nis, Serbia, Book of Abstracts, p 95. (ISBN 978-86-7132-086-3).

10. Bozidar Cobelji¢, Milica Savié, Matija Zlatar, Maja Gruden; Synthesis and stability of
Zn(11) hydrazone complexes; 60th Meeting of the Serbian Chemical Society, June 9-10, 2024,
Nis, Serbia, Book of Abstracts, p 96. (ISBN 978-86-7132-086-3).

11. Dragan B. Ninkovi¢, Mima C. Romanovié, Milica Savi¢, Bozidar R. Cobelji¢, Milo§ M.
Mil¢i¢, Maja Gruden, Matija Zlatar; DFT study of the dimerization of Ni (II) complexes; 60th
Meeting of the Serbian Chemical Society, June 9-10, 2024, Nis, Serbia, Book of Abstracts, p
97. (ISBN 978-86-7132-086-3).

12. Milica Savi¢, Bozidar Cobelji¢, Matija Zlatar, Maja Gruden, Andrej Pevec; Crystal
structures of three new Zn(ll) hydrazone complexes; 29th Conference of the Serbian
crystallographic society, June 27-28, 2024, Ruma, Serbia, Book of Abstracts, pp 98-99.
(ISBN 978-86-912959-7-4).

13. Milica J. Savi¢, Nevena N. Stevanovi¢, Mima C. Jevtovi¢, SneZana G. Selakovié, Marija
B. Pavlovi¢, Bozidar R. Cobelji¢; Biological activity of Zn(II) hydrazone complexes; 10th
Conference of Young Chemists of Serbia, 26th October, 2024, Belgrade, Serbia, Book of
Abstracts, p 52. (ISBN 978-86-7132-087-0).

14. Snezana G. Selakovié¢, Milica J. Savié, Mima C. Jevtovié, Nevena N. Stevanovic, Marija
B. Pavlovi¢, Maja T. Sumar-Ristovi¢; Synthesis, characterization, antimicrobial activity of
Zn(11) complex with a salicylaldehyde derivate; 10th Conference of Young Chemists of Serbia,
26th October, 2024, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, p 63. (ISBN 978-86-7132-087-0).

15. Marija B. Pavlovi¢, Nevena N. Stevanovi¢, Mima C. Jevtovi¢, Snezana G. Selakovig,
Milica J. Savi¢, Maja T. Sumar-Ristovié; Synthesis, characterization, antimicrobial activity
of Cd(Il) complex with a salicylaldehyde derivate; 10th Conference of Young Chemists of
Serbia, 26th October, 2024, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, p 57. (ISBN 978-86-7132-
087-0).
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Ime i prezime autora: Milica J. Savi¢

Broj indeksa: DH21/2021
Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom:

»ointeza, karakterizacija i ispitivanje bioloSke aktivnosti kompleksa Zn(Il) i Mn(ll) sa
hidrazonima heteroaromati¢nih ketona”

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Milica J. Savi¢
Broj indeksa: DH21/2021
Studijski program: hemija

Naslov rada: Sinteza, karakterizacija i ispitivanje bioloske aktivnosti kompleksa Zn(II) i Mn(II)
sa hidrazonima heteroaromatic¢nih ketona

Mentor: vanredni profesor dr Bozidar Cobelji¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la radi pohranjena u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,
kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
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Izjava o koriSéenju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum Univerziteta
u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Sinteza, karakterizacija i ispitivanje bioloSke aktivnosti kompleksa Zn(II) i Mn(II) sa
hidrazonima heteroaromati¢nih ketona

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu
licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
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U Beogradu,

134



1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, 1 prerade, ako se
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