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Zatwale:. .

Plamicak c¢e utrnuti, ne postavsi nikada oganj ako se o njemu niko ne brine. ~ William Hazlitt

Za ovaj dio doktorata mi je trebalo najvise vremena za napisati, a to ima tezinu ukoliko uzmemo
u obzir koliko se na ovom doktoratu radilo. Dok se mijesaju emocije s umorom, a pokraj laptopa
stoji Salica kave, Cetvrta danas, po glavi vrtim film o putu koji je prethodio ovom radu. Putu
nesigurnosti, ali i rasta. Putu zbunjenosti, ali i mudrosti. Putu ,,nikad nec¢u doktorirati“ do ,, sto
bih mogla odijenuti za obranu“? Na ovom sam putu shvatila koliko sam malena, ponekad i
bespomocna, ali isto tako da jedan covjek moze sve ukoliko to dovoljno jako Zeli, a ja jesam
Zeljela. Zeljela sam i kad je islo glatko, ali i kad se trnje zabijalo u stopala. Sa sigurnoséu mogu
reci da nikada ni za Sto u Zivotu nisam vise puta odlucila odustati pa prespavati i nastaviti put.
Nekada se to dogadalo i nekoliko puta tiedno. Sto me guralo? Zelja za uspjehom, titula, novac?
Mislim da je to bila samo ljubav. I zZar. I zaljubljenost u ono sto radim. U ono sto ¢u raditi i
stvoriti. Prilikom stvaranja ovog rada bila sam stavijena na niz testova i kusnji koji su pokazali
volim li ovo, jesam i istinski motivirana za ovaj posao i titulu koju ¢u imati i zasluZujem [i ju.
1 koliko god bilo tesko, sada pri kraju puta osjecam veliku zahvalnost za sve sto sam naucila.
Hvala i svim dobrim ljudima koji su bili uz mene.

Hvala mojim mentorima Sto su izdrzali ovaj put i dali mi priliku da postanem ono Sto sam u
svom srcu uvijek zeljela.

Hvala mom kolegi Tomislavu Bali¢u (izvanrednom profesoru i izvanrednom covjeku) Sto mi je
bio potpora u svakom smislu. Hvala $to si odgovarao na milijun mojih pitanja, mailova,
razgovorima na hodnicima. Hvala na svakoj strucnoj pomoci, svakom savjetu — neki su me
doslovce spasili. S tvojom pomodi je bilo nemjerljivo lakSe. Tisuc¢u puta hvala.

Hvala mojim kolegama: izv.prof. dr.sc. Martini Medvidovi¢ - Kosanovi¢ i Dominiku Gomanu,
mag. chem., na snimanju i obradi rezultata ciklicke voltametrije. Bez vase pomoci ne bi bilo
moguce pretpostaviti strukture spojeva, koji su doveli do zanimljivih rezultata. Veliko hvala.

Hvala dr. sc. Suncici Roci na snimanju i interpretaciji NMR spektara, hvala na svakom
razgovoru i svakoj poruci ohrabrenja. S tobom je bilo lakse plivati uzvodno.

Hvala dragim Kristalografima: prof. dr.sc. Dubravki Matkovié - Calogovié i izv. prof. dr.sc.
Ivici Diloviéu na snimanju i pomoci oko rijesavanja struktura spojeva Ks, K7 1 Kg koji su se
pokazali kao bioloski znacajni i veoma selektivni spojevi. Hvala na ekspertizi i ekspresnoj
pomoci. Bez vas dvoje ovaj rad bi bio bitno siromasniji.



Hvala mojoj dragoj Ivani Jelavi¢ s MEFOS-a s kojom sam dijelila labos 2,5 godine. Hvala ti
Sto si me naucila raditi sa stanicama i dan danas sam zapamtila da bolje rastu uz latino ritmove.
Hvala na svakom zagrljaju i vieri u mene kada sam se smatrala nedostojnom svega sto je ispred
mene. S tobom je bilo toliko lakse, moja ti, dijeliti suze, smijeh. Hvala i svim ostalim kolegama
s MEFOS-a koji su postali prijatelji: Maja, Aleta i Ivan. Hvala vam $to ste bili tu za mene.

Hvala mojim prijateljima iz crkve koji su mi dizali ruke i brisali suze kada god je to bilo
potrebno. Hvala na svakoj molitvi i rijeci utjehe.

Veliko hvala mojoj sestri Martini koja zna svaki dio mog doktorata, a vjerujem da ve¢ ima i
solidno znanje kemije od slusanja mene preko nekoliko godina. Hvala ti Sto mi nisi dopustila
da se identificiram s bilo kakvim neuspjehom i da svoj identitet ne gradim na uspjesnosti
pokusa. Hvala ti §to si vjerovala u mene i kada su se stvari c¢inile nemogucim za rijesiti. Hvala
ti Sto nikada nisi povjerovala da necu uspjeti. Osjetila sam to.

Hvala mojoj obitelji na svakoj pomoci ovih godina kako bih se mogla posvetiti stvarima koje
su mi bile bitne. Hvala na slobod: i podrsci da izrastem u ono sto sam oduvijek trebala i Zeljela.

Hvala Upravi Odjela za kemiju Sto je bila uz mene u najtezim trenutcima, hvala svim kolegama
koji su mi pruzili podrsku, a bilo ih je.

1 za kraj najvecée hvala mom Bogu. Tebi koji si stvarao put u pustinji, koji si odrzao svako svoje
obecanje i koji me nikada nisi napustio, najvece hvala. Hvala na svoj brizi za mene, zbog Tebe
sam od plamicka postala oganyj.
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SveuciliSte u Zagrebu Doktorska disertacija
Prirodoslovno-matemati¢ki fakultet

Kemijski odsjek

SAZETAK

PRIPRAVA, STRUKTURNA KARAKTERIZACIJA I BIOLOSKA AKTIVNOST NEUTRALNIH
KOMPLEKSA PRIJELAZNIH METALA NA 3D STANICNIM MODELIMA IN VITRO

Nikolina Filipovi¢
Odjel za kemiju, Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Cara Hadrijana 8/a, Osijek

Reakcijom metalnih soli s ligandima iz skupine benzopiranona i hidroksipiranona pripravljeni su novi
kompleksni spojevi, sintezom u otopini. Kao izvori metalnih iona (VO?, Cr®*, Fe3*, Co*, Ni?*, Cu?*,
Zn%*, Ag*, Cd?*) koristene su njihove soli (nitrati, kloridi, sulfati, acetati). Od liganada iz skupine
benzopiranona odabrani su kromon-2- i kromon-3-karboksilna kiselina, a iz skupine hidroksipiranona
maltol, kumalinska i kojinska kiselina. Uz navedene ligande, koriten je i 2,2'-bipiridin koji je u
kombinaciji s bakrovim(ll) ionima i kromon-2-karboksilnom kiselinom dao jedan mjesoviti kompleks.
U analizi i identifikaciji spojeva primijenjene su metode: elementna analiza, infracrvena spektroskopija
s Fourierovom transformacijom, nuklearna magnetska rezonancija, masena spektrometrija, termicka
analiza, ciklicka voltametrija i rendgenska difrakcija. Protutumorski potencijal spojeva, kao i slobodnih
liganada, pracen je testom citotoksi¢nosti na dvodimenzijskim i trodimenzijskim stani¢nim modelima u
uvjetima in vitro. Za razliku od liganada, kompleksni spojevi su pokazali zna¢ajnu protutumorsku
aktivnost. Analiza prostorne distribucije molekula najpotentnijeg spoja unutar stani¢nih sferoida ispitana
je vizualnom masenom spektrometrijom. Rezultati su ukazali na uspje$nost ulaska spoja unutar stani¢nih
sferoida.

(176 stranica+ LII, 141 slika, 38 tablica, 181 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredi$njoj kemijskoj knjiznici, Horvatovac 102a, Zagreb i Nacionalnoj i sveucilisnoj
knjiznici, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb.

Kljuéne rijeci: benzopiranoni / hidroksipiranoni / NMR spektroskopija / prijelazni metali / stani¢ni
modeli

Mentori: prof. dr. sc. Berislav Markovi¢, doc. dr. sc. Katarina Migkovié¢ Spoljari¢

Rad prihvacen: 3. srpnja 2024. godine
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University of Zagreb Doctoral Thesis
Faculty of Science
Department of Chemistry

ABSTRACT

PREPARATION, STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF
NEUTRAL COMPLEXES OF TRANSITION METALS ON 3D CELL MODELS IN VITRO

Nikolina Filipovi¢
Department of Chemistry, Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Cara Hadrijana 8/a, Osijek

New complexes were prepared by the reaction of metal salts with ligands from the group of
benzopyranones and hydroxypyranones by solution synthesis. Their salts (nitrates, chlorides, sulfates,
acetates) were used as sources of metal ions (VO?*, Cr¥*, Fe**, Co%", Ni?" Cu?*, Zn?*, Ag*, Cd?"). Among
the ligands from the group of benzopyranones, chromone-2 and chromone-3-carboxylic acid were
selected and from the group of hydroxypyranones maltol, coumalic and kojic acid. In addition to the
ligands mentioned, 2,2'-bipyridine was also used, which in combination with copper(ll) ions and
chromone-2-carboxylic acid gave a mixed complex. The following methods were used to analyse and
identify the compounds: elemental analysis, infrared spectroscopy with Fourier transformation, nuclear
magnetic resonance, mass spectrometry, thermal analysis, cyclic voltammetry, and X-ray diffraction.
The antitumor potential of the compounds and the free ligands was tested by a cytotoxicity assay on
two- and three-dimensional cell models under in vitro conditions. In contrast to the ligands, the
complexes showed significant antitumor activity. The analysis of the spatial distribution of the
molecules of the most effective compound in the cell spheroids was investigated by visual mass
spectrometry. The results showed that the compound could successfully penetrate the cell spheroids.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Desetlje¢ima heterocikli¢ki spojevi i njihovi derivati pobuduju interes istrazivaca uslijed
razli¢itosti kristalnih i molekulskih struktura. U mnoStvu prirodnih i sintetski dobivenih
heterociklickih spojeva, hidroksipiranoni i benzopiranoni su odabrani kao osnova za pripravu
kompleksnih spojeva s prijelaznim metalima koji su predmet ovog istrazivanja.'™

Hidroksipiranone karakterizira prisustvo piranonskog prstena na koji su vezane
funkcijske skupine poput hidroksilne ili karboksilne skupine. Kao heteroatomi u
hidroksipiranonima nalaze se najceS¢e kisikovi atomi, dok su duSikovi atomi sastavni dio
prstena hidroksipiridinona. Navedene skupine spojeva imaju znacajnu primjenu u medicinskoj
kemiji zbog mogucnosti modifikacije piranonskog prstena Sto rezultira pripravom raznih
bioloski aktivnih derivata.’ Kondenzirani sustav piranonskog prstena s benzenskom jezgrom
gini okosnicu skupine heterociklickih spojeva koji se nazivaju benzopiranoni.®’ Medu
benzopiranonima znacajni su kumarini (benzopiran-2-oni) koji se primjenjuju u medicinske
svrhe kao antikoagulanti budu¢i da djeluju kao blokatori vitamina K $to je u direktnoj vezi s
inhibicijom stvaranja krvnih ugrusaka. Navedeno svojstvo ¢ini kumarine bioloski i strukturno
najistrazivanijom grupom heterocikli¢kih spojeva.®® Kromon (benzopiran-4-on) i njegovi
derivati prisutni su u biljnom svijetu, a najceS¢e ih nalazimo u algama i1 crnogoricama. Sli¢no
kumarinima, posjeduju raznovrsna farmakoloska svojstava i potencijal za buduca bioloska
istrazivanja.!*1® Svojstvena im je raznovrsna primjena u organskoj sintezi i visok afinitet prema
metalnim ionima §to ih ¢ini prikladnim ligandima za stvaranje potencijalnih terapeutskih 1
dijagnosti¢kih metalofarmaka (spojevi metala s farmakoloskim djelovanjem).*”!® Zanimanje za
bioloska ispitivanja spojeva koji u strukturi sadrZze kromonsku jezgru zapocela su otkricem
terapeutskih svojstava kromoglicinske kiseline.?®? Zanimanje istrazivaca je usmjereno prema
kromonskim spojevima koji na C-2 atomu kromonske jezgre sadrze karboksilnu skupinu.

U ovom radu opisani su postupci priprave kompleksnih spojeva bakra, vanadija i srebra
s kromon-2-karboksilnom kiselinom, rezultati strukturnih istrazivanja i ispitivanja
protutumorskog u¢inka na humanim stani¢nim linijama. Osim priprave spojeva s navedenim
ligandima, pripravljena su dva spoja s maltolom: spoj vanadija(lV) i maltola i spoj bakra(ll) i
maltola. Navedeni spojevi s maltolom su okarakterizirani i bioloski ispitani sukladno

istrazivanjima spojeva koji sadrze kromon-2-karboksilnu kiselinu. Uz navedene komplekse,
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§ 1. Uvod 2

dobiven je i jedan kokristal reakcijom bakrova(ll) nitrata trihidrata s kromon-2-karboksilnom
kiselinom i 2,2'-bipiridinom. Nastavno na strukturna istrazivanja, u radu je opisana bioloska
evaluacija pripravljenih spojeva budu¢i da dostupna literatura ukazuje na poveznicu bioloske

aktivnosti metalnih kompleksa s njihovim strukturnim znacajkama.

1.1. Svrha, ciljevi i hipoteza doktorskog rada

Svrha doktorskog rada je priprava novih spojeva bakra, vanadija, srebra, Zeljeza, cinka,
kadmija, kobalta, kroma i nikla s ligandima iz skupine benzopiranona (kromon-2- i kromon-3-
karboksilna kiselina), hidroksipiranona (maltol, kumalinska kiselina i kojinska kiselina) i s 2,2'-
bipiridinom, strukturna karakterizacija i bioloska ispitivanja na dvodimenzijskim i
trodimenzijskim humanim stani¢nim modelima.

Ciljevi doktorskog rada su:

1. Priprava novih kompleksa prijelaznih metala koji sadrze hidroksipiranone i
benzopiranone kao ligande primjenom otopinske, mehanokemijske i solvotermalne
sinteze.

2. Pretpostavka struktura novopripravljenih kompleksa pomocéu sljede¢ih instrumentalnih
tehnika: termogravimetrijske analize sa simultanom razlikovnom pretraznom
kalorimetrijom (engl. Thermogravimetric Analysis — TGA) / Differential Thermal
Calorimetry — DSC), infracrvene spektroskopije s Fourierovom tranformacijom (engl.
Fourier Transform-Infrared Spectroscopy — FT-IR spektroskopija) i spektroskopije
nuklearne magnetne rezonancije (engl. Nuclear Magnetic Resonance — NMR) u otopini
standardnim Brukerovim metodama: *H (zg30) i *C{*H} (zgpg30), elementne analize
(CHNS analiza), difrakcije rendgenskog zracenja na polikristalnom uzorku (engl.
Powder X-ray Diffraction — PXRD).

3. Odredivanje oksidacijsko-redukcijskih svojstava kompleksa, slobodnih liganada i soli
prijelaznih metala primjenom cikli¢ke voltametrije (CV).

4. Odredivanje koeficijenta razdiobe slobodnih liganada i spojeva (log Pow).

5. Procjena protutumorske aktivnosti kompleksa i slobodnih liganada na dvodimenzijskim
(2D) i trodimenzijskim (3D) stani¢nim modelima in vitro (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolijev bromid — MTT) testom citotoksi¢nosti.

6. Lokalizacija najpotentnijeg kompleksa unutar trodimenzijskih stanicnih modela

metodom masene spektrometrije s vizualizacijom (engl. Matrix Assisted Laser
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Desorption/lonization-Time of Flight-Mass Spectrometry Imaging — MALDI-TOF-
MSI).
U skladu sa zadanim ciljevima postavljena je hipoteza kako novopripravljeni kompleksi koji
sadrze hidroksipiranonske i benzopiranonske ligande pokazuju protutumorski uc¢inak.
Ocekivani znanstveni doprinos doktorskog rada jest priprava novih spojeva prijelaznih metala
s hidroksipiranonima i benzopiranonima, njihova karakterizacija i utvrdivanje njihovog
bioloskog djelovanja kao podloge za buduce sinteze spojeva s potencijalnim protutumorskim

ucinkom.
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§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Strukturne znacajke liganada iz skupine hidroksi/benzopiranona
Otkricem cisplatina i njegovih analoga zapocela je era istrazivanja metalnih kompleksa s
potencijalnim protutumorskim djelovanjem.?! Posebno su zanimljivi kompleksni spojevi s
ligandima iz skupine hidroksipiranona (maltol, kumalinska i kojinska kiselina) i benzopiranona
(kromon-2-karboksilna i kromon-3-karboksilna kiselina) zbog njihove nedostatne strukturne
karakterizacije, a posljedicno i bioloske istrazenosti. Prema podatcima pohranjenima u
Cambridge strukturnoj bazi podataka (engl. Cambridge Structural Database — CSD) inacica
2021.1.0., do danas nisu poznate strukture kompleksnih spojeva s kromon-2-karboksilnom
kiselinom, kromon-3-karboksilnom kiselinom niti kumalinskom kiselinom.??

Hidroksipiranoni i benzopiranoni pripadaju skupini heterocikli¢kih spojeva. Jezgra
piranona sastoji se od nezasi¢enog Sesteroclanog prstena koji sadrzi atom kisika 1 keto skupinu,
a kao supstituenti najéescée su vezane hidroksilne — OH ili karboksilne skupine — COOH (slika
1). Uslijed prisustva lako disocirajuéeg protona iz OH skupine, pogoduje im stvaranje
neutralnih, termodinamicki stabilnih kompleksa s metalnim ionima unutar fizioloskog pH (7,45
— 7,55).12% Buduéi da egzocikli¢ki kisikovi atomi mogu donirati po dva elektronska para
metalnom atomu, hidroksipiranoni stvaraju kompleksne spojeve s dvovalentnim i trovalentnim
metalnim kationima. Primjena hidroksipiranona u medicinskoj anorganskoj kemiji moze se
podijeliti u dva glavna podrucja:

1. Razvoj liganda za sintezu in situ kompleksa s ionom metala.

2. Formiranje kompleksa metalni ion-ligand s ciljem poboljsanja apsorpcije i/ili

biodistribucije odredenog metalnog iona.
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Slijedom navedenog, razvidno je da hidroksipiranoni mogu posluziti i kao sredstvo koje utjece
na homeostazu metalnog iona, bilo u vidu pojacavanja apsorpcija ili uklanjanja metalnog iona,

ovisno o terapijskoj potrebi.*®

Slika 1. Op¢a strukturna formula 3-hidroksipiran-4-on.

Sestero¢lani heterocikli¢ki prsten hidroksipiranona omoguéuje modifikacije na razli¢itim
pozicijama $to rezultira novim derivatima. Odabir mjesta modifikacije i sintetski put odreduju
strukturu i svojstva novonastalog spoja, a samim tim i mogucnost njegove primjene.
3-hidroksipiran-4-oni i njihovi analozi sluze kao gradivni blokovi za sintezu bioloski aktivnih
spojeva.®?® Najpoznatiji predstavnik hidroksipiranona je maltol (3-hidroksi-2-metil-piran-4-
on) (CSD kod: TOVSUS ) (slika 2) koji je siroko rasprostranjen u prirodi, a moze se dobiti
fermentacijom kojinske kiseline.?®

Radi svoje bioraspoloZivosti, netoksicnosti 1 antioksidativnog u€inka zna€ajno je zastupljen u
prehrambenoj industriji kao poboljsiva¢ okusa.?* Osim §to je poznat po svojim antioksidativnim
svojstvima, maltol takoder posjeduje 1 sposobnost keliranja metalnih iona $to ga cini
u¢inkovitim ligandom za poveéanje apsorpcije i bioraspoloZivosti metalnih iona.?® Navedena
svojstva maltola su vjerojatno razlog znatnom broju istrazivanja vezanih za strukturu maltola i

njegovih derivata koje pronalazimo pretrazivanjem baze podataka CSD.??

Slika 2. Strukturna formula 3-hidroksi-2-metil-piran-4-on (maltol).
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Iz skupine hidroksipiranona zanimljivi su predstavnici jo$ i kojinska te kumalinska kiselina.
Kristalna struktura kojinske kiseline (5-hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on) poznata je od
1991. godine (CSD kod: ZZZFMUO1) (slika 3).?? Njezina bioloska aktivnost povezuje se sa
sposobnoscu inhibicije tirozinaze u sintezi melanina te s antibakterijskim, antifungalnim,
antiupalnim i protutumorskim djelovanjem.?® Buduéi da inhibira tirozinazu, koristi se kao
pozitivna kontrola za usporedbu aktivnosti novih inhibitora. Kojinska kiselina je znacajan spoj
za koji je utvrdeno da sprjeCava fotoosteenje i nabiranje koZze miSeva bez dlake. Dobar je
kelator iona prijelaznih metala i slobodnih radikala stoga je uéinkovito sredstvo za fotozastitu.
Trenuta¢ni dokazi upucéuju na to da izaziva depigmentaciju koze putem supresije slobodne
tirozinaze, uglavnom zbog keliranja bakra na aktivnom mjestu enzima.

Za razliku od maltola i kojinske Kiseline, kristalna struktura kumalinske kiseline (2-
oksopiran-5-karboksilna kiselina) (slika 4) je jo§ uvijek nepoznata te stoga nedostupna u bazi
podataka CSD.?? Bioloska aktivnost kumalinske kiseline povezana je s antibakterijskim
djelovanjem.?® Pechamannin je kumalinsku kiselinu sintetizirao 1891. godine iz jabuéne
kiseline s iskoristenjem od 70 %.%° Za pretvorbu jabu¢ne u kumalinsku kiselinu koristena je
koncentrirana otopina sumporne kiseline, a reakcija se odvijala pri 70 °C. Zanimljivo je da su
tek 2003. godine istrazivaci u AstraZenecaProcess R&D temeljito istrazili mehanizam ove
reakcije. Utvrdili su da se odvija putem kiselinsko katalizirane dehidracije/dekarbonilacije
jabucne kiseline kako bi se dobio pocetni aldehid, acidenol koji se kondenzira Michaelovim

dodavanjem enola enonu, nakon ¢ega slijedi laktonizacija i dehidracija.?®

Slika 3. Strukturna formula 5-hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on (kojinska kiselina).
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Slika 4. Strukturna formula 2-oksopiran-5-karboksilna kiselina (kumalinska kiselina).

Benzopiranoni su gradeni od piranonskog prstena kondenziranog s benzenskom jezgrom.
Prema polozaju karbonilne skupine u strukturi dijele se na: benzo-a-piranone (kumarini,

benzopiran-2-on) (slika 5a) i benzo-y-piranone (kromoni, benzopiran-4-on) (slika 5b).>’

5 4 O
5
6 3
m 6 4 3
2
7 N
O O 7 2
8 1 @)
8 1
Slika 5. a) Strukturna formula benzo-a-piranona  b) Strukturna formula benzo-y-piranona.

(benzopiran-2-on). (benzopiran-4-on).

Kumarini predstavljaju strukturno i bioloski istraZeniju skupinu spojeva od kromona.!'™

Svojstvena im je raznovrsha primjena u organskoj sintezi i visok afinitet prema mnogim
metalnim ionima Sto ih ¢ini korisnim supstancama za stvaranje terapeutskih i1/ili dijagnostickih
metalofarmaka. Iako se strukturna razlika izmedu kumarina 1 kromona ocituje samo u polozaju
kisikova atoma (SesteroClani prsten s endocikli¢ckim kisikovim atomom u ortho- ili para-
polozaju prema keto skupini, rezultira nastajanjem kompleksa s ionima razli¢itih metala
(trovalentnih kao $to su: Fe®*, AP* i dvovalentnih: Ni?*, Cu?*, Zn?" te [VO]?**, [M0O2)**
fragmenata), do sada je u istrazivanjima znatno vecu pozornost dobila skupina kumarina u
odnosu na kromone.41°

Prema podatcima iz baze podataka CSD, kristalna struktura kromon-2-karboksilne kiseline (4-
oksokromen-2-karboksilna kiselina) je poznata od 2016. godine (CSD kod: OYUZAL) (slika
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6a), dok je struktura kromon-3-karboksilne kiseline (4-oksokromen-3-karboksilna kiselina)
rijeSena i objavljena 2015. godine (CSD kod: DUMKED) (slika 6b).%2

Slika 6. a) Strukturna formula b) Strukturna formula

kromon-2-karboksilne kiseline. kromon-3-karboksilne kiseline.

2.2. Modulacija spojeva 2,2’-bipiridinom
Mnogi kompleksi bakra s ligandima iz skupine kromona istrazivani su zbog njihove
protutumorske aktivnosti i vecina sintetiziranih spojeva pokazala je poboljSanu citotoksi¢nost
prema razli¢itim fenotipovima tumorskih stani¢nih linija. Arjmand 1 suradnici su istrazivali
citotoksi¢ni potencijal kromon-Cu(II) spoja na stani¢nim linijama raka dojke (MCF-7) i jetre
(Hep G2) te su pokazane znatno nize vrijednosti ICso (engl. Inhibitory Concetration 50 —
kvantitativna mjera koja pokazuje koliko je ispitivane tvari potrebno za postizanje 50 %
inhibicije stani¢nog rasta) za obje stani¢ne linije, u odnosu na ICsp vrijednosti prethodno
analiziranih spojeva sli¢ne strukture.?®

Cesto se za daljnju modulaciju bioloske aktivnosti kompleksa ugradnja sekundarnih
liganada (hidrofobnih/hidrofilnih) smatra poZeljnom opcijom. U radu Arjmanda i suradnika uz
kromonski ligand (3-formilkromon) koristeni su i N,N-donorni ligandi, tj. 1,10-fenantrolin,
2,2'-bipiridin i 1R,2R-DACH (1,2-diaminocikloheksan) koji su odabrani jer pokazuju relativno
veéi afinitet prema bakrovim ionima. StoviSe, prosireni sustavi aromatskih prstenova u 1,10-
fenantrolinu 1 2,2"-bipiridinu mogu inducirati lakSu interkalaciju izmedu susjednih duSi¢nih
baza nukleinskih kiselina (DNA; RNA). S druge strane, pokazalo se da 1R,2R-DACH znacajno

poboljsava farmakolosku uéinkovitost lijeka na bazi platine (oksaliplatina).
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Sli¢no radu Arjmanda i suradnika, u ovom je istrazivanju koristen N, N-donorni ligand: 2,2'-
bipiridin (slika 7) kako bi se potaknuo nastanak kokristala (s bakrovim(Il) nitratom trihidratom

i kromon-2-karboksilnom kiselinom), kao i moguéi utjecaj na citotoksi¢na svojstva spoja.?®

7 N N\

Slika 7. Strukturna formula 2,2'-bipiridina.

2.2.1. Visekomponentni kristali

Sustavi sastavljeni od minimalno dvije komponente medusobno u stehiometrijskom ili
nestehiometrijskom odnosu nazivamo visekomponentnim sustavima. U tu skupinu pripadaju:
solvati, soli, polimorfi, inkluzijski spojevi, mjeSoviti kompleksi, kokristali.

Kokristali, dugo poznata, ali nedovoljno proucavana klasa kristalnih krutina, privukli su interes
znanstvenika u proslom desetljecu i danas su sastavni dio predformulacijske faze razvoja lijeka.
Prednost farmaceutskih kokristala koji sadrze molekulu lijeka je mogucénost modifikacije
fizikalno-kemijskih svojstava bez potrebe za kovalentnom modifikacijom molekule lijeka.
Prema definiciji, kokristali su viSekomponentni kristali, koji pri sobnoj temperaturi sadrze
minimalno dvije krute komponente u definiranom stehiometrijskom omjeru Sto ih cini
strukturno homogenima. Kokristali su privukli paznju kao alternativni ¢vrsti oblik u razvoju
lijekova. U kristalnoj reSetki zajedno su inkorporirane farmaceutski prihvatljive 'gostujuce’
molekule i djelatna tvar. Na ovaj nacin dobivaju se kokristali poboljsanih fizikalno-kemijskih

svojstava procesom kokristalizacije.?’

2.3. Podjela spojeva metala s obzirom na ulogu njihove aktivne
komponente

Kako bi dizajn i priprava metaloorganskih spojeva bili §to uspjesniji, potrebno je odrediti koji
je dio bioaktivne molekule odgovoran za bioloSku aktivnost istraZzivanog spoja. Spojeve koji su
svoju primjenu pronasli kao terapeutici, s obzirom na aktivnu komponentu, mozemo podijeliti
u pet glavnih skupina:
1. Spojevi u kojima metalni ion ima funkcionalnu ulogu i veze se na biolosku metu.
2. Spojevi u kojima metalni ion ima strukturnu ulogu te se nekovalentnim

interakcijama veze na biolosku metu.
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3. Spojevi u kojima je metalni ion prijenosnik aktivnih liganada koji se dostavljaju in
Vivo.
4. Spojevi u kojima je metalni ion katalizator.

5. Spojevi u kojima je aktivna komponenta fotoaktivna.?8-=°

U spojevima u kojima metalni ion ima funkcionalnu ulogu i veZe se na biolosku molekulu,
njegova aktivnost je uvjetovana direktnim vezanjem metalnog iona na bioloSku metu, koja je
najces¢e molekula deoksiribonukleinske kiseline (DNA). Spojevi s metalom se primjenjuju kao
prolijekovi buduci da se aktivacija najée$¢e dogada uslijed hidratacije. Takoder, za postizanje
bolje ucinkovitosti, trebaju sadrzavati barem jedan ligand koji podlijeze supstituciji, kako bi
moglo doé¢i do vezanja na ciljanu biolosku metu.3133

Prvi poznati lijek ciljanog mehanizma djelovanja na molekulu DNA je cisplatin, spoj za
kojeg se smatra da je idejno ishodiste za sinteze novih spojeva metala s protutumorskim
djelovanjem, kao i zacetnik citostatika (supstance koje sprije¢avanju umnaZzanje stanica u
organizmu). Mehanizam djelovanja cisplatina zasniva se na vezanju hidratiziranog kompleksa
(aktivna forma cisplatina) s jezgrinom DNA sto u vecini slu¢ajeva uzrokuje distorziju molekule
DNA i posljedi¢no aktivaciju mehanizma programirane stani¢ne smrti, odnosno apoptozu. 3438

Danas se zbog dokazane toksi¢nosti na zdrave stanice upotreba cisplatina (slika 8a)
znaCajno smanjila, a naglasak je stavljen na dizajn 1 pripravu njegovih analoga, poput
dikloridobis(n®-ciklopentadienil)titanij(IV) (n°-CsHs).TiCl. (slika 8b).* lako se ovaj analog
cisplatina pokazao netoksi¢nim na zdravim stani¢nim linijjama, utvrdeno je da njegove
molekule posjeduju malu bioraspolozivost zbog niske hidroliticke stabilnosti $to posljedicno

dovodi do njegova raspada u organizmu prije nego dode do svoje bioloske mete poput proteina

ili nukleinskih kiselina. 36:39-41

a) b)
Slika 8. a) Strukturna formula cisplatina
b) Strukturna formula dikloridobis(n°-ciklopentadienil)titanij(IV) (n°-CsHs),TiCl>.
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Spojeve u kojima metalni ion ima strukturnu ulogu karakterizira indirektno djelovanje metalnog
iona na biolosku metu preko nekovalentnih interakcija, buduci da je metalni ion ugraden u
organsku okosnicu spoja. Najpoznatiji predstavnik ove vrste spojeva jest ferokin, 7-kloro-N-(2-
((dimetilamino)metil)ferocenil)kinolin-4-amin, koji je u literaturi poznat kao jedan od
najdjelotvornijih protumalarika (slika 9). Derivati ferokina, osim protumalarijske aktivnosti
pokazuju i protutumorsku aktivnost. Primjer je ferocifen, ferocenski analog tamoksifena koji je

udinkoviti citostatik za hormonski ovisni (estrogen-receptor o-pozitivni, ERo+) rak dojke.*?#4

Cl

Slika 9. Strukturna formula ferokina, 7-kloro-N-(2-((dimetilamino)metil)ferocenil)kinolin-4-
amin.

U spojevima u kojima je metalni ion prijenosnik aktivnih liganada cesto dolazi do znacajno

poboljsanih fizikalnih, kemijskih i farmakoloskih svojstava koordiniranjem s metalnim ionima

(primjer: Cu(ll) kompleksi nesteroidnih protuupalnih lijekova). Kako bi se izbjeglo prebrzo

otpustanje aktivne supstance i time povecala u€inkovitost takvi kompleksi bi trebali biti Sto

stabilniji.*#

Kompleksi rutenija, osmija, iridija i rodija su primjeri spojeva u kojima metalni ion
pokazuje kataliti¢ka svojstva.*8*® Veéina rutenijevih kompleksnih spojeva svoju citotoksi¢nost
iskazuju na nacin da kataliziraju reakciju oksidacije glutationa §to za posljedicu ima porast
koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species — ROS).>® Kako bi ovi
spojevi bili §to ucinkovitiji, vazno je poboljSati im svojstva zbog kojih ¢e moci oksidirati
glutation i to se Eesto postize koordinacijom s N,N-dimetilfenilazopiridonom.%!

Kataliticka mo¢ metalnih iona vazna je prilikom mnogih bioloskih transformacija, poput
oksidacija nikotinamid adenin dinukleotid-fosfata (NADPH) u nikotinamid adenin dinukleotid
(NAD") i redukcija piruvata u laktat.>
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Mehanizam djelovanja fotoosjetljivih spojeva od posebnog je interesa za istrazivac¢e buduéi da
utjecaj svjetlosti na spojeve koji sadrze metalne ione omogucuje njihovo kontrolirano
oslobadanje u bioloSkim metama.

Neovisno o mehanizmu djelovanja, citostatici na bazi metalnih iona ve¢inom se aktiviraju tek
kada se srediS$nji atom metala reducira. Do promjene oksidacijskog stanja dolazi u tumorskom
mikrookolis$u gdje je prisutan nedostatak kisika i vrlo niske vrijednosti pH. Navedeni uvjeti
omogucavaju selektivnu aktivaciju citostatika u tumorskim stanicama, dok su u zdravim

stanicama spojevi inaktivni, bez promjene oksidacijskog stanja.>*

2.4. Kompleksi prijelaznih metala

Prijelazni metali su dobar izvor za sintezu novih bioloski aktivnih spojeva. Postoje u vise
oksidacijskih stanja §to je znaGajno za bioloske oksidacijsko-redukcijske procese.>® Nakon
gubitka elektrona, metali vrlo lako stupaju u reakcije s negativho nabijenim bioloskim
molekulama, poput DNA, koja u svojim lancima sadrZi negativno nabijene fosfatne skupine. S
obzirom na to da je prisustvo metalnih iona u zivoj stanici strogo regulirano, visak ili manjak
metalnih iona moze uzrokovati razne toksi¢ne poremecaje stoga spojevi metala u ulozi lijekova

moraju biti pazljivo dizajnirani kako bi se postigao Zeljeni stani¢ni odgovor.%

2.4.1. Kompleksni spojevi vanadija(lV) i vanadija(V)

Prema podatcima pohranjenima u bazi podataka CSD, najveci broj strukturno okarakteriziranih
kompleksa maltola je s metalnim ionima bakra(l), bakra(ll), vanadija(lV), vanadija(V) i
rutenija(ll). Medu njima se posebno isti¢u kompleksni spojevi vanadija(IV) i maltola.??
Utvrdeno je da spojevi vanadija s maltolom pokazuju mimeticke ucinke inzulina
(inzulinomimetici) $to ih ¢ini potencijalnim terapeutskim supstancama za lije¢enje dijabetesa.>’
Spoj bis(maltolato)oksovanadij(1V) (C12H1007V) je inzulinomimetik (slika 10) ¢ija je kristalna
struktura rijeSena i objavljena 1995. godine (CSD kod: ZIWTA).?2

CH3
OO
07N \U/\ N
X \/\O O
CH3

Slika 10. Strukturna formula bis(maltolato)oksovanadija(1V).
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Daljnja istrazivanja kompleksnih spojeva maltola s vanadijem usmjerila su se prema ispitivanju
protutumorske aktivnosti kompleksa. Jedno od prvotnih istrazivanja protutumorske aktivnosti
proveli su 1997. godine Barrio i suradnici koji su izvijestili da je kompleks vanadija s maltolom
sintetiziran 1 istrazen na zivotinjama, pri ¢emu su uocene male toksi¢ne nuspojave. Istrazivali
su ucinak bis(maltolato)oksovanadija(IV) (BMOYV) i bis(maltolato)dioksovanadija(VI) (BMV)
na kostane stanice u kulturi kao i njihov izravan u¢inak na alkalnu fosfatazu in vitro. Utvrdeno
je da diferencijacija osteoblasta procijenjena aktivno$¢u alkalne fosfataze ovisi o dozi pri ¢emu
je inhibicijski udinak jaéi za vanadatni ion i BMOV nego za oksovanadijev(IV) ion i BMV.%
Prvi vanadijev spoj (4,7-dimetill-1,10-fenantrolin oksovanadijev(IV) sulfat) koji se pokazao
kao dostatna alternativa cisplatinu poznat je pod nazivom Metvan. Metvan je pokazao
ucinkovitost u inhibiciji rasta malignih stanica mijeloidne leukemije, raka jajnika, prostate,
testisa i dojke aktivacijom apoptoze.>®

Istrazivanje sli¢no radu Barria i suradnika proveli su Nazari i suradnici 2020. godine.
Oni su pripravili Cetiri kompleksa vanadija: [VO(OCHz)(mal)2], [VO(dpp)2], [VO(mal)2],
[V(dpp)s]-12H20, koji sadrze maltol (mal) i deferipron (dpp, 3-hidroksi-1,2-dimetil-4-piridon).
Spojevi su pripravljeni sintezom u otopini pri povisenoj temperaturi te analizirani FT-IR i NMR
spektroskopijom u otopini. Testirani su na pet humanih/animalnih tumorskih stani¢nih linija
(humane: rak dojke (MCF-7), rak grlica maternice (HeLa), rak debelog crijeva (HT-29),
kroni¢na mijeloidna leukemija (K-562)) i misji neuroblastom (Neuro-2a) uz cisplatin kao
standard. Najslabiju protutumorsku aktivnost je pokazao spoj [VO(mal)2] koji je u strukturi

sadrzavao dvije molekule maltola.®

2.4.2. Kompleksni spojevi bakra(l) i bakra(ll)
Pozitivni rezultati uspjesnosti reakcije vanadilnog iona s razli¢itim ligandima, uz ve¢ poznati
ucinak cisplatina, uputili su na istrazivanje djelovanja 1 drugih metalnih iona poput bakrovih(I)
I bakrovih(ll) iona u kompleksnim spojevima. Bakrovi(I) i bakrovi(Il) kompleksi privlace
veliku pozornost zbog svoje znacajne uloge u analitickoj kemiji, organskoj sintezi kao i dizajnu
lijekova, posebice, otkad je dokazano da imaju slabije nuspojave od cisplatina.®

Bakar je jedan od esencijalnih metala u bioloskim sustavima. Prije nekoliko desetljeca,
istrazivanja in vitro su pokazala da ima vaznu ulogu u angiogenezi, procesu u kojem tumorske
stanice stvaraju vlastitu mrezu krvnih zila putem koje se hrane, rastu te se Sire organizmom.

Ovom su spoznajom zapocela istrazivanja bakrovih kompleksa s kelatnim ligandima.®?53
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Povisene koncentracije bakra zamije¢ene su u mnogim vrstama ljudskog oblika tumora, kao $to
je tumor jetre, guSterace 1 debelog crijeva. Do danas su pripravljeni brojni bakrovi kompleksi
koji su evaluirani bioloskim ispitivanjima prilikom ¢ega su pokazali znacajno protutumorsko
djelovanje u in vitro testovima, ali i in vivo eksperimentima na miSevima.®* Spojevi bakra s
tiosemikarbazonima pokazuju znac¢ajna protutumorska svojstva. Tiosemikarbazoni su poznati
kao organski spojevi s protutumorskim ucincima cak i bez ugradivanja metalnih kationa u
strukturu. Jedna od bioloskih uloga im je inaktivacija ribonukleotid-difosfat reduktaze, enzima
vaznog za de novo sintezu (biosinteza nukleotida) gradivnih elemenata DNA molekule. Kao i
veéini bakrovih kompleksa i ovim spojevima je svojstvena slaba topljivost u vodi te visoki
profil toksi¢nosti u uvjetima in vivo §to im u pravilu onemogucava daljnja, klinicka
ispitivanja.®°%¢

Brojna istrazivanja bakrovih kompleksa provode se na stani¢nim linijama izoliranim iz
hepatocelularnog adenokarcinoma (Hep G2) i koloretalnog adenokarcinoma (HT-29). Hep G2
stani¢na linija poznata je kao ,zlatni standard“ istrazivanja citotoksi¢nosti i ksenobiotske
aktivnosti jetre te je znaCajan indikator u procjeni antiproliferativne aktivnosti ispitivanih
spojeva.®” Buduéi da je jetra glavni organ za odrzavanje koncentracije bakra, ne iznenaduje
¢injenica da ¢e se upravo u jetri nakupljati viSe bakra nego u ostalim organima. U bolesnim
stanicama jetre kao $to je Hep G2 postoji potencijalna moguénost degeneracije metabolizma
bakra, stoga takvim stani¢nim linijama ispitivani bakrovi spojevi sluze kao alternativni izvor
bakrovih iona.%8-¢°

Kakva ¢e svojstva bakrovi spojevi imati u najvecoj mjeri ovisi o prirodi liganada. Bakar
je u kompleksima stabilan u dva oksidacijska stanja: Cu(l) i Cu(ll). Najcesce se bioloski ispituju
spojevi u kojima je bakar u oksidacijskom stanju Cu(ll) zbog vece citotoksi¢nosti od Cu(l).
Novija istrazivanja iz 2021. godine koje su proveli Golubeva i suradnici pokazuju rezultate
sintetiziranih kompleksa Cu(Il) s mijeSanim ligandima {[Cu(phen)(L1)2]-H20}n (1),
[Cu(dmphen)(L1)2] (2), [Cu(bipy)(L1)2 1 (3) i [Cuz(dmbipy)2(L1)a] (4), gdje je Li: 5-
metiltetrazol, bipy: 2,2'-bipiridin, dmbipy: 4,4'-dimetil-2,2"-bipiridin, phen:1,10-fenantrolin,
dmphen: 4,7-dimetil-1,10-fenantrolin. Kompleksi su karakterizirani elementnom analizom, FT-
IR spektroskopijom i rendgenskom difrakcijom na polikristalnom uzorku. Istrazen je ucinak
kompleksa na prezivljenje stani¢nih linija adenokarcinoma dojke i grkljana. Kompleksi 112 su

pokazali najvecu protutumorsku aktivnost ovisnu o primjenjenoj koncentraciji. Medutim,
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topljivost u vodi im je slaba $to je uz relativno visoku toksi¢nost u uvjetima in vivo isklju¢ni
element za daljnja istrazivanja.”

U literaturi takoder postoje opisi sinteza i svojstava spojeva bakar(ll) i maltola kao
jednog od liganada. Primjer je spoj prikazan na slici 11 (CSD kod: NAJPAT) molekulske
formule [(C16H13BroCuN204)*] koji je bioloski testiran na MCF-7 stani¢noj liniji. Osim
navedenog spoja, autori rada su pripravili i tri bakrova(ll) spoja kompleksirana s ligandima
1,10-fenantrolinom, 2,2’-bipiridinom i 4,4-dibrom-2,2"-bipiridinom. Rezultati su pokazali da
najve¢u inhibiciju rasta MCF-7 stanica pokazuje spoj [Cu(mal)(4,4-dibromo-2,2'-
bipi)(H20)]-NOs s vrijednosti 1Cso = 6,48 + 1,73 umol dm3.7%72

Br\?"ﬂ\ﬁﬁ OH2

| {

—~N
NN '(
\

Slika 11. Strukturna formula bakrovog(l) kompleksa [(C1sH13Br2CuN204)"].

2.4.3. Kompleksni spojevi kobalta(ll) i platine(Il)

U istrazivanju iz 2011. nailazimo na opise sinteza i strukturnu karakterizaciju kompleksa koji
sadrze kobalt(II) te ligande: maltol i 1,10-fenantrolin. Pripravljeni su spojevi Co(phen)(ma)Cl
(1) i Co(ma)2(phen) (2), (phen = 1,10-fenantrolin, ma = maltolat). Kompleksi su karakterizirani
FT-IR, UV-Vis i fluorescentnom spektroskopijom, CHN analizom, mjerenjem vodljivosti, a
molekulska i kristalna struktura odredena im je rendgenskom strukturnom analizom na
jedini¢nom kristalu. Rezultati su pokazali da broj keliranith molekula maltolata znacajno
povecava protutumorska svojstva spojeva, kao i da direktno utjece na njithovo prepoznavanje
molekula DNA i inhibiciju topoizomeraze.”™

Carland 1 suradnici istrazivali su kationske komplekse (1,2-diaminoetan)(maltolato)platina(ll)
I (1R,2R-1,2-diaminocikloheksan)(maltolato)platina(II). Citotoksi¢nost spojeva ispitana je na
stani¢nim linijama HeLa i K562, a 1Cso vrijednosti iznosile su 32 umol dm= u HeLa stanicama

i 26 umol dm= u K562 stanicama. U navedenim stani¢nim linijama citotoksi¢nost cisplatina
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veca je od citotoksi¢nosti kompleksa platine(I) s maltolom, dok je citotoksi¢nost karboplatina

niza od kompleksa platine(ll) s maltolom.”

2.3.4. Kompleksni spojevi rutenija(ll)

Kompleksni spojevi rutenija i njihova protutumorska svojstva takoder su predmet znanstvenih
istrazivanja. Notaro i suradnici pripravili su i strukturno okarakterizirali kompleks rutenija
[Ru(DIP)2(sq)] koji sadrzi 4,7-difenil-1,10-fenantrolin (DIP) i semikinonat (sq). U svom su
radu analizirali strukturno slican spoj [Ru(DIP)2(mal)], koji je uz DIP sadrzavao maltol (mal)
umjesto semikinonata (sq). Uocili su da je maltol kljucan za nastanak stabilnog kompleksa,
buduéi da je strukturno vrlo slican semikinonatu i nakon deprotonacije tvori vrlo stabilne
petero¢lane kelatne prstenove s metalnim ionima.” Spomenuti istrazivadi su testirali biolosku
aktivnost slobodnog maltola u odnosu na kompleks rutenija i maltola, te su zakljucili da
slobodni maltol ne pokazuje protutumorsku aktivnost, ali u kompleksu s metalnim ionom
nastali spoj je bioloski aktivan. Spoj [Ru(DIP)2(mal)] je pokazao jaci protutumorski u¢inak u
usporedbi s cisplatinom S$to je pokazatelj vaznosti daljnjeg istrazivanja kompleksa maltola s
metalnim ionima. Citotoksi¢ni efekt je usporeden odredivanjem ICso vrijednosti kompleksa

rutenija i maltola uz cisplatin kao standard.”™

2.4.5. Kompleksni spojevi srebra(l)

Uz bakar 1 vanadij, srebro je prijelazni metal koji je, takoder, manje toksican od platine. Ota 1
suradnici su 2021.godine objavili rad u kojem su predstavili rezultate istrazivanja
protutumorskih u¢inaka kompleksa bis(tiosulfato)argentata(l) (STS), [Ag(S20s)2]>, koji se
sastoji od srebra i natrijevog tiosulfata. Protutumorski u¢inak je ispitan na tumorskim stani¢nim
linijjama MCF-7 i K562 te na normalnoj stani¢noj liniji izoliranoj iz epitelnih stanica sisavaca
(HMEC). STS je pokazao citotoksicnost ovisnu o koncentraciji na MCF-7 stani¢noj liniji Sto je
rezultiralo zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u G1 fazi, smanjenjem razine glutationa i
morfologkim promjenama u MCF-7 stanicama.’® Veéina srebrovih kompleksa pokazuje sli¢ne
mehanizme bioloskog djelovanja, a jedan od njih je i oslobadanje iona Ag* koji ulaze u stani¢nu
membranu i narusavaju ravnotezu intracelularnog transporta. Ovaj bi se problem potencijalno
mogao rijesiti kompleksiranjem srebra s ligandima koji pokazuju tendenciju snaznog vezanja

za metalne katione $to bi rezultiralo ciljanim, usporenim otpustanjem kompleksa u stanice.”’
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2.5. Stani¢ni modeli za ispitivanje antiproliferativnog ucinka spojeva

Proces uzgajanja (kultivacije) stanica u strogo kontroliranim asepti¢nim uvjetima naziva se

stani¢na kultura. Stani¢ne kulture skup su zasebnih stanica izoliranih iz tkiva i organa, a koje je

uz posebne uvjete moguée odrzavati u umjetno stvorenom okolisu, odnosno in vitro uvjetima.’

Inicijalni korak prilikom kultivacije stanica jest izolacija stanica iz zeljenog organa ili tkiva i

njihovo nasadivanje u hranjivom mediju te odrzavanje novostvorene kulture u optimalnim in

vitro uvjetima. Pasaziranjem ili subkultiviranjem primarne kulture razvija se stani¢na linija.

Kulturu stanica mozemo podijeliti u nekoliko kategorija:

1. Primarne kulture koje predstavljaju stanice, tkiva ili organe izolirane iz organizma i
stavljene u kulturu. Nakon prvog presadivanja postaju sekundarne kulture (subkultura
primarne kulture; nastaje nakon prvog pasaza primarne kulture). lzvori tkiva primarne
kulture mogu biti: normalno tkivo i tumorsko tkivo. Normalna tkiva dijele se na
embrionalna i zrela. Jedna od najvaznijih karakteristika primarne kulture je da ima
ograniCen zivotni vijek te zadrzava svojstva tkiva iz kojih je izolirana.

2. Stani¢ne linije koje nastaju subkultivacijom primarnih kultura, a dijele se na:

a) Konacnu; raste odredeni vremenski period dok ne ostari. Moze se transformirati u
kontinuiranu stani¢nu liniju spontano ili inducirano viralnim ili kemijskim putem, a
sastoji se od jedne vrste stanica. Zadrzava odredeni stupanj diferencijacije 1 ima
ograniceni Zivotni vijek od 30 — 50 presadivanja.

b) Kontinuiranu; moze se uzgajati godinama jer ju karakterizira neograniceni broj dioba.

3. Hibridne stani¢ne linije nastale sintezom dva tipa stanica, tzv. kokulture nastale
kultiviranjem tumorske i zdrave stani¢ne linije ili dvaju tumorskih stani¢nih linija.’®

Prilikom in vitro ispitivanja bioloSke aktivnosti spojeva, najce$¢e se koriste humane

kontinuirane stani¢ne linije koje su dostupne putem stani¢nih banaka: American Type Cell

Culture (ATCC) i European Collection of Animal Cell Culture (ECACC).8

2.5.1. Dvodimenzijski (2D) stani¢ni modeli

Dvodimenzijski (2D) stani¢ni model jedan je od najceS¢e primijenjenih bioloskih modela u
biomedicinskim istrazivanjima. U 2D modelima stanice rastu u jednom sloju (monosloju),
pri¢vrS¢ene za ravnu podlogu nacinjenu od plastike ili stakla koja moze biti dodatno obradena
kako bi omoguc¢ila §to bolje prianjanje stanica. U takvim uvjetima, stanice su okruzene drugim

istovrsnim stanicama (monokultura) i hranjivim medijem. Budu¢i da rastu u monosloju
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istovremeno im je svima omoguéeno dobivanje jednake koli¢ine hranjivih tvari iz medija (slika
12).82 U ovom modelu, prilikom ispitivanja djelovanja spojeva, stanice su samo djelomi¢no
izlozene djelovanju spoja buduci da su pricvrs¢ene za podlogu na kojoj rastu. Pri tome stani¢ni
odgovor koji dobivamo nije u cijelosti istovjetan prirodnom okruzenju stanica u uvjetima in

vivo.83-84

Medij

—.

Podloga

Monokultura

Slika 12. Dvodimenzijski stani¢ni model (2D model) u kojem stanice ostvaruju medukontakt
sa susjednim stanicama, kontakt s podlogom (donji dio stanica) i kontakt s medijem (povrSina

stanica). Konstruirano prema ref. 84.

2.5.2. Trodimenzijski (3D) stanicni modeli

Kao odgovor na potrebu stvaranja alternativnih stani¢nih modela prvi put se 1970. godine
pojavljuje prva kultura u obliku tekuceg gela gradenog od kolagena. 3D modeli obuhvacaju
staniéne modele u obliku sferoida, organotipi¢ne eksplatirane kulture i modele tkivnog
inzenjeringa.® Sferoidi su gradeni od tri sloja, odnosno zona koje karakterizira asinkroni rast
stanica (slika 13). Vanjski sloj, tzv. proliferacijsku zonu, ¢ine vijabilne, proliferirajuce stanice
koje se aktivno umnoZzavaju. Sredis$nji dio sferoida ¢ini nekroti¢na zona s umiru¢im stanicama
zbog nedostatka hranjivih tvari i smanjene koncentracije kisika. Izmedu navedenih slojeva
nalazi se sloj neaktivnih stanica koje c¢ine hipoksi¢nu zonu. Uzgojem stanica u
trodimenzionalnoj kulturi moze se proucavati stani¢ni odgovor koji nalikuje in vivo uvjetima.
Zbog viSeslojnosti sferoida, ispitivane molekule teZze prodiru u unutrasnjost te je prilikom
dizajna eksperimenta potrebno prilagoditi vrijeme i brojnost aplikacija ispitivanog spoja kako

bi stani¢ni odgovor u in vitro uvjetima bio adekvatan odgovoru u in vivo uvjetima.
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Trodimenzijski stani¢ni modeli zna¢ajno pomazu U predvidanju bioloskog potencijala spoja kao

i njegove primjene u animalnim (in vivo) i klinickim ispitivanjima.®

Vrijeme (7)

. Proliferacijska zona

® ) Hipoksicna zona

‘ Nekroti¢na zona

Slika 13. Trodimenzijski stani¢ni model (3D model) u kojemu stanice rastu u visesloju
asinkronim rastom. Sferodi su gradeni od tri sloja: proliferacijskog, hipoksi¢nog i

nekroti¢kog. Konstruirano prema ref. 86.

2.5.3. Metode formiranja 3D stani¢nih modela
Uzgajanje stani¢nih sferoida moze se odvijati s nosa¢em, bez nosaca i u bioreaktorima.

1. Metode uzgajanja sferoida bez nosaca dijele se u dvije skupine:

a) Metoda plutajué¢ih stanica (engl. forced floating) zasniva se na primjeni
mikrotitarskih ploca sa slabo prianjaju¢im jazicama konusnog dna (tzv. ploce s V
dnom). Nastanak sferoidnih struktura se u ovom slucaju postiZze centrifugiranjem
kako bi se ubrzala agregacija stanica u konusnom dnu.

b) Metoda vise¢ih kapi (engl. hanging drops) zasniva se na koristenju alikvota
stani¢nih suspenzija koje se nanose na poklopac Petrijeve posudice. PovrSinska
napetost drzi stanice na okupu u obliku kapi.

2. Metode s nosacima zasnivaju se na upotrebi nosaca razlicite poroznosti i propusnosti.
Nosac sluzi kao potporanj formiranju sferoida, a uz to oponasa izvanstanicni prostor. U
upotrebi su najceS¢e nosaci poput fibrina 1 kolagena iz skupine prirodnih nosaca i
polistirena iz skupine sintetskih nosaca.

3. Kada se za formiranje sferoida koriste bioreaktori, moze se proizvesti uzastopna, velika

koli¢ina sferoida. Uloga je reaktora osiguravanje uvjeta stani¢ne homeostaze Sto
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ukljucuje konstantnu i optimalnu temperaturu, pH, dostupnost hranjivih tvari iz medija

te uklanjanje $tetnih nusprodukata metabolizma.®’

2.6. Testovi citotoksiCnosti
Za ispitivanje razlicitih spojeva i njihovih u¢inaka na ljude i Zivotinje primjenjuju se testovi
toksi¢nosti za odredivanje odnosa koncentracije ispitivane tvari i vremena izlaganja te
mehanizama njihova djelovanja. Dijelimo ih na in vitro i in vivo testove.®® U biomedicinskim
se istrazivanjima viSe primjenjuju in Vitro testovi koji podrazumijevaju razli¢ite sustave poput
stanicnih linija 1 frakcije, stani¢nih kultura te dijelove tkiva i kulture organa. Testovi
citotoksi¢nosti su reproducibilni, standardizirani, relativno jeftini i brzi te se s pomocu njih
mogu ispitati stani¢ni, fizioloski i molekularni mehanizmi toksi¢nosti.®®

Prilikom provodenja in vitro testova toksi¢nosti, najée$¢e se odreduje bazalna
citotoksi¢nost koja se definira kao sposobnost stani¢nog prezivljenja uslijed djelovanja
kemijskih spojeva. Ovakva vrsta testova nudi mnoge prednosti te nam omoguéava da
ispitivanjem spojeva na stanicama predvidimo ucinak na ¢ovjeka. Sluze nam kao svojevrstan
probir supstanci za daljnja bioloska ispitivanja te za generiranje toksikoloskih profila. U
kratkom vremenskom intervalu omogucavaju analizu velikog broja tvari u Sirokom rasponu
koncentracija $to je svakako dobra preliminarna smjernica za planiranje daljnjih istrazivanja.
Nedostatci primjene in vitro testova su djelomicni ili potpuni izostanak metaboli¢ke aktivacije
ispitivane tvari te moguénost reakcije sa sastojcima medija za uzgoj.8°

NajceSce primjenjivani testovi citotoksicnosti zasnivaju se na promjeni boja poput
Kenacid Blue R, Neutral Red, MTT i MTS koje omoguc¢avaju kolorimetrijsko mjerenje stani¢ne

vijabilnosti i proliferacije. 9192

2.7. Djelovanje bakrovih (1) i bakrovih(l1) spojeva na kolorektalni
adenokarcinom

Tumori ili neoplazme, nakupine su tranformiranih stanica tkiva. Razlikujemo maligne i benigne

vrste tumora. Maligni tumori, za razliku od benignih, imaju sposobnost invazije

(metastaziranja) na okolne zdrave stanice. Tumorske stanice su zbog tog svojstva vrlo opasne

jer se putem krvi i limfe $ire do udaljenih dijelova organizma.®

Kolorektalni karcinom je na tre€em mjestu prema ucestalosti, odmah iza raka plu¢a (kod

muskaraca) i1 raka dojke (kod zena). Smrtnost uzrokovana ovom vrstom raka u stalnom je
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porastu s prosje¢nom stopom rasta od 3 % S$to ga smjesta na visoko drugo mjesto (prema
podatcima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo). Procjene Svjetske
organizacije za istrazivanje raka pokazuju da godisnje od kolorektalnog karcinoma oboli gotovo
2 milijuna osoba, a umre 0,95 milijun, od éega gotovo 60 % muske populacije.®*

Najvazniji ¢imbenik rizika za ovaj karcinom jest starija zivotna dob. Osim dobi, u potencijalne
uzroke nastanka ove bolesti ubrajaju se: polipi debelog crijeva, pozitivna obiteljska anamneza,
upalne bolesti kao $to su ulcerozni kolitis i Crohnova bolest te nepravilna prehrana. U
patogenezi ovog karcinoma jos uvijek vrijedi pravilo da vecina kolorektalnih karcinoma nastaje
iz adenoma odnosno da slijedi adenomsko-karcinomski slijed. S obzirom na to da su putevi
sirenja  kolorektalnog  karcinoma lokalna invazija, preko limfe, hematogenim,
transperitonealnim i perineuralnim putem, potrebno je sintetizirati nove spojeve dobre
ucinkovitosti uz smanjenje nuspojava, koji bi mogli utjecati na neki od navedenih puteva Sirenja
kolorektanog karcinoma. %

Prilikom terapije kolorektalnog karcinoma u novije je vrijeme paznja usmjerena na
organometalne spojeve i kompleksne spojeve koji se isti€u svojom protutumorskom aktivnoséu
i selektivnoséu prema kolorektalnom karcinomu.®® Novija literatura upuéuje na spoznaje kako
je kolorektalni karcinom osjetljiv na djelovanje spojeva bakra(I) i bakra(Il). Polazeéi za tom
spoznajom Ruiz 1 suradnici su 2022. godine proveli istraZivanje koje je pokazalo da Cu(lIl)
kompleksi s 2,9-dimetil-1,10-fenantrolinom i 1,10-fenantrolinom pokazuju uéinkovitost u
inhibiciji stani¢nog rasta stani¢nih linija kolorektalnog karcinoma: HT-29, LS174T i Caco-2.%’
Istrazivanje provedeno 2021. godine (Sequeira D. i suradnici) pokazalo je da kompleksi Cu(l)
s trifenilfosfanom kao jednim od liganada predstavljaju novu generaciju spojeva sa selektivnim
protutumorskim uéinkom prema stanicama raka debelog crijeva (HCT116).% Rezultati novijeg
istrazivanja iz 2023. godine koje su proveli Pinheiro i suradnici takoder pokazuje citotoksi¢nost
kompleksa Cu(ll) sa Schiffovim bazama kao ligandima na SW-620 stani¢noj liniji (metastaze
kolorektalnog karcinoma). Nedostatak ispitivanih kompleksa je vrlo izraZzen antiproliferativni
uéinak na rast normalnih stani¢nih linija (MRC-5 (normalni fibroblasti plu¢a), BJ (normalni
fibroblasti)), $to je opetovani pokazatelj izazova u dizajnu i sintezi korisnih metalofarmaka koji

neée imati tetne nuspojave. *°
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2.8. Aktivacija metalnih iona kompleksnih spojeva u uvjetima tumorskog
mikrookolisa

U tumorskom mikrookoliSu prisutni su drugaciji uvjeti nego u zdravim stanicama/tkivu.
Karakteristike tumora su ubrzana metabolicka aktivnost, kra¢e vrijeme diobe, brza stopa rasta
1 metastaziranje. Uz sve navedeno, u tumorskom mikrookoliSu je prisutna smanjena
koncentracija kisika (hipoksija). Novija istrazivanja upucuju na to da se hipoksija moze
iskoristiti za terapijsku selektivnost lijeka, budu¢i da s pomocu nje mozemo razlikovati
tumorske od zdravih stanica. Redukcijsko mikrookruzenje tumora pruza moguénost
kompleksnim spojevima s inertnim oksidacijskim stanjem metalnih iona (prolijekovi) da se u
tumorskim stanicama selektivno aktiviraju uslijed prisutnog hipoksi¢nog okruzenja.®

Jedan od mehanizama djelovanja metalnih kompleksa na tumorske stanice zasniva se
na promjeni oksidacijskog stanja metalnog iona uslijed mikrookolisnih uvjeta. Promjena
oksidacijskog stanja moze uzrokovati promjenu koordinacije spoja. Potencijalno, dolazi do
promjene kemijske reaktivnosti kompleksa, izmjene liganada, redoks potencijala metalnih iona
i konformacije liganada.'® Promjena oksidacijskog stanja unutar tumorskih stanica rezultira
povecanom bioloskom aktivno$éu metalnog kompleksa Sto za posljedicu ima poveéanje
citotoksiénog uéinka uz smanjenjenje nezeljenih nuspojava.®? Aktivacija redukcijom do danas
je uspjes$no primijenjena na komplekse rutenija(IIl) i platine(IV), koji se in situ reduciraju u
rutenij(IT) i platinu(IT), spojeve znadajnije bioloske aktivnosti. %

Bioloska aktivnost kompleksnih spojeva vanadija ovisi o oksidacijskom stanju
metalnog iona, vrsti veznog liganda kao 1 geometrijskom obliku molekule. Budu¢i da spojevi
vanadija(IV) imaju jacu bioloSku aktivnost nego spojevi vanadija(V) vazno je odabrati takve
ligande koji ¢e sprijeciti oksidaciju vanadija, a u prilog tome ide spoznaja o ve¢ spomenutom
BMOV spoju koji ima znacajnu biolosku aktivnost.!% Navedene spoznaje potvrduju da
koordinacija vanadijevih kationa odgovaraju¢im tipom liganada moZe potaknuti redoks reakcije
ili pojacati interakciju s nukleinskim kiselinama koje potencijalno vode do oksidativnog stresa,
oStec¢enja molekula DNA i kona¢no apoptoze kao jednog od naj¢esc¢ih mehanizama djelovanja

spojeva s protutumorskom aktivnogéu.1%
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Kemikalije upotrijebljene prilikom izrade eksperimentalnog dijela rada su komercijalno

dostupne (tablica 1). Cistoéa svih kemikalija iznosila je > 98%, a koristena otapala su p.a. (pro

analysi) ¢istoce. U tablici 2 nalaze se imena i oznake liganada koriStenih tijekom priprave

kompleksnih spojeva.

Tablica 1. Popis kemikalija koristenih tijekom izrade eksperimentalnog dijela rada.

Proizvodac

Kemijska formula/ime kemikalije

Acros Organics, SAD

CuSO0s-5H>0 (bakrov(Il) sulfat pentahidrat)
Cu(CH3COO); -2H»0 (bakrov(Il) acetat
dihidrat)
CuCl, -2H>0 (bakrov(II) klorid dihidrat)
AgNO:s (srebrov(]) nitrat)
DMSO (dimetil sulfoksid)
Fe(S04)2 - 7TH,0 (zeljezov(II) sulfat
heptahidrat)
KNO; (kalijev nitrat)
Ni(NO3)2-6H,0 (niklov(II) nitrat
heksahidrat)
CrCl3-6H,0 (kromov(III) klorid
heksahidrat)
Cd(CH;3COO0); -2H»0 (kadmijev(Il) acetat
dihidrat)
FeCls -9H,O0 (zeljezov(III) klorid
nonahidrat)
CoCls-3H,0 (kobaltov(IlI) klorid trihidrat)
C10H8N2 (2,2’—bipiridil’l)

Alfa Aesar, SAD

C10HO4 (kromon-2-karboksilna kiselina)
Ci0H6O4 (kromon-3-karboksilna kiselina)
CsH404 (kumalinska kiselina)
CeHsO3 (maltol)

CsHsO4 (kojinska kiselina)

10% fosfatni pufer (smjesa NaCl, KCI,

NazHPO4'2H20, KH2P04)

Elga LabWater, UK

Ultra ¢ista voda

GIBCO Invitrogen, Paisley, Velika
Britanija

Antibiotik(streptomicin)/antimikotik
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C,H50H (etanol (96 %))
CH30H (metanol)
Gram-mol, Hrvatska Amonij-acetatni pufer (smjesa CH3COONa,
CH;COOH,

NHj3 (konc.), NH4ClI

Merck, Njemacka

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid

Sigma Aldrich, Brazil

VOSO04 H>0 (oksovanadijev(IV) sulfat
monohidrat)

Fetalni govedi serum (engl. fetal bovine
serum - FBS)

Sigma Aldrich, SAD

DMEM (engl. Dulbecco's modified Eagle's
medium) medij
RPMI (engl. Roswell Park Memoral
Institute) 1640 medij
0,25% tripsin-EDTA
L-alanin, L-glutamin
Agaroza visoke rezolucije
Zelatina izolirana iz govede koze
Eritrozin b

TTT., Hrvatska

Cu(NOs3)2-:3H,0 (bakrov(Il) nitrat trihidrat)

Eurisoptop, Francuska

DMSO-d¢ (deuterirani dimetil sulfoksid)

Tablica 2. Oznake koristenih liganada za pripravu kompleksnih spojeva.

Ime liganda Oznaka liganda
Kromon-2-karboksilna kiselina HL,
HL,
2,2' -bipiridin L;
Kojinska kiselina HL4
Kumalinska kiselina HL;
Kromon-3-karboksilna kiselina HLs
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3.2. Metode priprave kompleksnih spojeva
3.2.1. Sinteza u otopini pri sobnoj(K1 — Ka, Ks, Kg) i povisenoj temperaturi (Ks, Ke, K7)

3211 Priprava kompleksa [Cu(OH)(C2HsOH)(L1)(H20)2] (K1)

Izvagano je 0,125 g (5:10* mol) CuSO4-5H20 i 0,095 g (5-10* mol) HL: (kromon-2-
karboksilna kiselina). Sol je otopljena u 10 cm?® deionizirane vode, a ligand u 10 cm?® apsolutnog
etanola. Otopine su pomijeSane na nacin da je vodena otopina soli automatskom pipetom
dodana kap po kap u alkoholnu otopinu liganda. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske smjese na
magnetskoj mijeSalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina je ostavljena na
sobnoj temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum filtracijom i ispran s
pomocu 500 pL deionizirane vode.

Iskoristenje reakcije: 65,22 % (0,143 g)

Anal. Rac¢unato za C12H16CuOs (351,798), C, 40,93 %; H, 4,58 %. Nadeno: C, 41,30 %; H,
4,33 %.

FT-IR (KBr, ¥/ cm ~1): 3500 (s), 3360 (s), 1749 (vs), 1700 (s), 1649 (s), 1550 (s), 1200 (w-m),
1153 (s), 1050 (w), 850 (w-m), 750 (w-m), 610 (s), 500 (w).

IH NMR (DMSO-gs), 5 [ppm] (Aviz [Hz]): 7,94 i 7,90 (28) (2,1H), 7,39 (20) (1H).

13C NMR (DMSO-), & [ppm]: 188,9, 164,2, 134,7, 125,1, 124,3, 122,5, 119,9 ppm.

3212 Priprava kompleksa [Cuz(u-OH)2(L1)2(H20)4] (K2)

Izvagano je 0,10883 g (5-10* mol) Cu(CH3sC00)2-2H20 i 0,095 g (5-10* mol) HL1 (kromon-
2-karboksilna kiselina). Sol je otopljena u 10 cm?® deionizirane vode, a ligand u 10 cm?3
apsolutnog etanola. Otopine su pomije$ane na nacin da je vodena otopina soli automatskom
pipetom dodana kap po kap u alkoholnu otopinu liganda. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske
smjese na magnetskoj mijeSalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina je
ostavljena na sobnoj temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum
filtracijom 1 ispran s pomoc¢u 500 uL deionizirane vode.

Iskoristenje reakcije: 77,34 % (0,158 g)

Anal. Rac¢unato za C20H20Cu2014(611,458). C, 39,29 %; H, 3,37 %. Nadeno: C, 39,16 %; H,
3,61%.

FT-IR (KBr, ¥/ cm ~1): 3400 (s), 3210 (s), 3100 (m), 1743 (m), 1650 (s), 1610 (m), 1510 (s),
1430 (w), 1350 (m), 1250 (w—m), 1070 (w-m), 850 (m), 770 (m), 510 (w).
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'H NMR (DMSO-), 8 [ppm] (Av 112 [HZz]): 7,88 (95) (1,9H), 7,37 (71) (*H).
13C NMR (DMSO-), § [ppm]:192,6, 167,6, 134,9, 125,1, 124,2, 122,0, 120,4.

32.1.3. Priprava kompleksa [Cuz(u-OH)2(L1)2(H20)2] (Ks)

Izvagano je 0,1208 g (5:10* mol) Cu(NOs)2-3H20 i 0,095 g (5-10* mol) HL1 (kromon-2-
karboksilna kiselina). Sol je otopljena u 10 cm?® deionizirane vode, a ligand u 10 cm?® apsolutnog
etanola. Otopine su pomijeSane na nacin da je vodena otopina soli automatskom pipetom
dodana kap po kap u alkoholnu otopinu liganda. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske smjese na
magnetskoj mijesalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina je ostavljena na
sobnoj temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum filtracijom i ispran s
pomocu 500 pL deionizirane vode.

Iskoristenje reakcije: 63,10 % (0,136 g)

Anal. Rac¢unato za C20H16Cu2012 (575,428), C, 41,74 %; H, 2,80 %. Nadeno: C, 41,98 %; H,
2,63 %.

FT-IR (KBr, ¥/ cm 1): 3500 (s), 3350 (s), 1743 (m), 1650 (s), 1500 (s), 1150 (w—m), 1000
(w), 750 (m), 500 (w).

IH NMR (DMSO-gs), & [ppm] (Aviz [Hz]): 7,91 i 7,88 (68) (2,2H), 7,37 (38) (1H).

13C NMR (DMSO-6), 5 [ppm]: 194,1, 169,0, 135,1, 125,1, 124,0, 121,9, 120,5.

3214. Priprava kompleksa [Cuz (u-OH)2(L1)2(H20)4] (K4)

Izvagano je 0,085 g (5-10* mol) CuCl>2H20 i 0,095 g (5-10* mol) HL1 (kromon-2-
karboksilna kiselina). Sol je otopljena u 10 cm?® vode, a ligand u 10 cm? etanola. Otopine su
pomijeSane na nacin da je vodena otopina soli automatskom pipetom dodana kap po kap u
alkoholnu otopinu liganda. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske smjese na magnetskoj mijeSalici
tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina je ostavljena na sobnoj temperaturi do
nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum filtracijom 1 ispran s pomocu 500 pL
deionizirane vode.

IskoriStenje reakcije: 62,65 % (0,144 g)

Anal. Rac¢unato za C20H20Cu2014 (611,458), C, 39,29 %; H, 3,37 %. Nadeno: C, 40,31 %; H,
3,33 %.

FT-IR (KBr, ¥/ cm ~1): 3100 (w-m), 2600 (m), 1743 (m), 1650 (s), 1550 (s), 1450 (s), 1250
(s), 850 (w-m), 550 (w).

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 27

'H NMR (600 MHz, DMSO-gs; & [ppm] (Avi2 [Hz]): 7,90 i 8,86 (46) (1H), 7,36 (17) (0,37H)
ppm.
13C NMR (DMSO-gs), 5 [ppm]: 193,8, 168,2, 134,6, 127,4, 124,6, 123,5, 121,4, 120,0. Dva *3C

signala nisu detektirani.

32.15. Priprava kompleksa [Cuz(L2)2] (Ks)

Izvagano je 0,1208 g (5-10 mol) Cu(NOs)2-3H20 i 0,063 g (5:10~* mol) HL2 (maltol). Sol je
otopljena u 10 cm? deionizirane vode kao i ligand. Otopine su pomije$ane na nadin da je vodena
otopina soli automatskom pipetom dodana kap po kap u vodenu otopinu liganda. Uslijedilo je
mijesanje reakcijske smjese na magnetskoj mijesalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi.
Nakon mijesanja, reakcijska smjesa je prebacena u okruglu tikvicu od 25 cm® na koju je
stavljeno povratno hladilo. Smjesa je grijana na temperaturi od 80 °C 4 sata. Otopina je
ostavljena na sobnoj temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum
filtracijom i ispran s pomoc¢u 500 pL deionizirane vode.

Iskoristenje reakcije: 50,69 % (0,125 Q)

Anal. Rac¢unato za C12H10CuQOs (313,752), C, 45,94 %; H, 3,21 %. Nadeno: C, 45,67 %; H,
3,19 %.

FT-IR (KBr, ¥/ cm™): 3600 (s), 2400 (s), 1650 (m), 1550 (s), 1300 (w-m), 1150 (m), 850 (w-
m), 500 (w).

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds; 6 [ppm] (Avi2 [Hz]): 32,53 (2484) (0,24H), 13,29 (629) (1H),
-0,64 (236) (2,23H) ppm.

3216. Priprava kompleksa (Keg)

Izvagano je 0,1265 g (5:10* mol) VOSO4+H20 i 0,095 g (5:10* mol) HL: (kromon-2-
karboksilna kiselina). Sol je otopljena u 10 cm?® deionizirane vode, a ligand u 10 cm? apsolutnog
etanola. Otopine su pomijeSane na nacin da je vodena otopina soli automatskom pipetom
dodana kap po kap u alkoholnu otopinu liganda. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske smjese na
magnetskoj mijesalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon mijeSanja, reakcijska
smjesa je prebadena u okruglu tikvicu od 25 cm? na koju je stavljeno povratno hladilo. Smjesa
je grijana na temperaturi od 80 °C 12 sati. Otopina je ostavljena na sobnoj temperaturi do
nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum filtracijom 1 ispran s pomocu 500 pL
deionizirane vode.

IskoriStenje reakcije: 76,77 % (0,170 g)
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Anal. Rac¢unato za C10HeVO7 (293,15), C, 40,95 %; H, 3,07 %. Nadeno: C, 39,67 %; H, 2,88

%.

FT-IR (KBr, ¥/ cm ): 3600 (s), 3100 (s), 1650 (m), 1350 (m), 1150 (w-m), 750 (w), 550 (w).
'H NMR (600 MHz, DMSO-gs; & [ppm]): 8,01 (1H, d, ] = 7,83 Hz, H-5), 7,79 (1H, t, J = 7,83
Hz, H-7), 7,66 (1H, d, J = 8,22 Hz, H-8), 7,45 (1H, t, J = 7,43 Hz, H-6), 6,65 (1H, s, H-3) ppm.
13C NMR (150 MHz, DMSO- g; & [ppm]): & 178,5 (C-4), 162,9 (C-2 ili C-11), 160,9 (C-2 ili
C-11), 155,7 (C-9), 134,0 (C-7), 124,9 (C-6), 124,6 (C-5), 123,6 (C-10), 118,8 (C 8), 109,8 (C-
3) ppm.

321.7. Priprava kompleksa [VO(L2)2] (K7)

Izvagano je 0,1265 g (5:10% mol) VOSO4-H20 i 0,063 g (5-10 % mol) HL2 (maltol). Sol je
otopljena u 10 cm?® deionizirane vode, kao i ligand. Otopine su pomijesane na naéin da je vodena
otopina soli automatskom pipetom dodana kap po kap u vodenu otopinu liganda. Uslijedilo je
mijesanje reakcijske smjese na magnetskoj mijesalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi.
Nakon mijesanja, reakcijska smjesa je prebacena u okruglu tikvicu od 25 cm?® na koju je
stavljeno povratno hladilo. Smjesa je grijana na temperaturi od 80 °C 24 sata. Otopina je
ostavljena na sobnoj temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum
filtracijom 1 ispran s pomocu 500 pL deionizirane vode.

Iskoristenje reakcije: 81,22 % (0,205 Q)

Anal. Rac¢unato za C12H1007V (317,147), C, 45,45 %; H, 3,18 %. Nadeno: C, 45,70 %; H, 3,13
%.

FT-IR (KBr, ¥/ cm ): 3100 (w), 1550 (s), 1450 (s), 1250 (s), 1000 (s), 700 (w-m), 550 (w).
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds; 6 [ppm]): 8,48 (1H, br's, H-6), 6,88 (1H, br s, H-5), 2,46 (3H,
s, CHs). *C NMR (150 MHz, DMSO-dg; 6 [ppm]): 6 156,9 (C-5), 152,6 (C-2), 109,7 (C-5),
14,3 (CHa). C-3 i C-4 nisu detektirani.

32.18. Priprava kompleksa [Ag(L1)]n (Ks)

Izvagano je 0,0849 g (5-10* mol) AgNOs i 0,095 g (5-10~* mol) HL1 (kromon-2-karboksilna
kiselina). Sol je otopljena u 10 cm? deionizirane vode, a ligand u 10 cm?® apsolutnog etanola.
Otopine su pomijeSane na nacin da je vodena otopina soli automatskom pipetom dodana kap
po kap u alkoholnu otopinu liganda. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske smjese na magnetskoj
mijeSalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina je ostavljena na sobnoj

temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum filtracijom i ispran s pomoc¢u
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500 pL deionizirane vode. Prilikom rada s vodenom otopinom AgNOs3 laboratorijske ¢ase su
zaSti¢ene od svjetlosti aluminijskom folijom. .

IskoriStenje reakcije: 78,23 % (0,137 g)

Anal. Racunato za [C10HsAgOs]n ([313,013] 1), C, 40,44 %; H, 1,70 %. Nadeno: C, 39,57 %);
H, 2,04 %.

FT-IR (KBr, ¥/ cm ~1): 3100 (w), 1550 (s), 1450 (s), 1350 (s), 950 (w-m), 750 (w-m), 500 (w).
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds; ¢ [ppm]): 8,03 (1H, dd, J = 8,03; 1.68 Hz, H-5), 7,81 (1H, ddd,
J=17,67; 6,83; 1,68 Hz, H-7), 7,69 (1H, d, J = 8,38 Hz, H-8), 7,48 (1H, ddd, J=7,61; 6,89;
0,98 Hz, H-6), 6,76 (1H, s, H-3) ppm.

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds; 6 [ppm]): 178,3 (C-4), 162,5 (C-2 or C-11), 160,5 (C-2 ili
C-11), 155,7 (C-9), 134,4 (C-7), 125,3 (C-6), 124,7 (C-5), 123,6 (C-10), 118,8 (C-8), 111,0 (C-
3) ppm.

3219. Priprava kompleksa [Cu(L1)2(L3)2(H20)3] (Ko)

Izvagano je 0,085 g (5-10°* mol) Cu(NOs)2-3H20, 0,095 g (5-:10* mol) HL1 (kromon-2-
karboksilna kiselina) i 0,078 g (5-10~* mol) L3 (2,2-bipiridin). Sol je otopljena u 10 cm? vode,
a oba liganda u po 10 cm?® etanola. Otopine su pomijesane na nac¢in da je vodena otopina soli
automatskom pipetom dodana kap po kap u alkoholnu otopinu liganda L3, a potom je u smjesu
dodana alkoholna otopina liganda HL1. Uslijedilo je mijeSanje reakcijske smjese na magnetskoj
mijeSalici tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina je ostavljena na sobnoj
temperaturi do nastanka produkta koji je potom izoliran vakuum filtracijom i ispran s pomocu
500 uL deionizirane vode.

Iskoristenje reakcije: 71,25 % (0,183 Q)

Anal. Rac¢unato za C3oH25CuN3014 (715,05), C, 50,35 %; H, 3,52 %, N, 5,87 % Nadeno: C,
50,57 %; H, 3,43 %, N, 5,77 %.

FT-IR (KBr, ¥/ cm 1): 3116 (w), 1574 (s), 1448 (s), 1356 (s), 827 (w-m), 777 (w-m), 462 (w).
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Oznake spojeva kao 1 pocetni reaktanti iz kojih su pripravljeni nalaze se na slici 14.

Bakrovi(Il) spojevi Vanadijevi(IV) spojevi Ag(I) spoj

—— o
K; (CuSOs-5H20+HL1) K (VOSO4-H:0+HL1) Ks (AgNOs + HL1)
K. (CuOAc-2H:0 +HL)) K, (VOSO4-H;0 + HL2)

K; (Cu(NO3)2-3H:0+HL1)

K, (CuCl: -2H:0+HL)

K:; (Cu(NOs)23H20+HLz)

Ky (Cu(NO3)2-3H:0+HL1+ L)

Slika 14. Oznake pripravljenih spojeva i reaktanti koji su koristeni za njihovu pripravu.

3.2.2. Mljevenje potpomognuto tekuc¢inom (engl. Liquid Assisted Grinding — LAG)

Sinteze su provedene mljevenjem polaznih reaktanata (soli prijelaznih metala i liganada iz
tablice 1 i tablice 2) u planetarnom kugli¢cnom mlinu Fritsch Pulverisette 7 (volumen reakcijske
posude, V = 20 cm?; promjer posude, Dv = 4,5 cm; promjer rotiraju¢eg diska, Rp = 140 mm) s
kuglicama od nehrdajuéeg &elika (n = 10; promjer, d» = 5 mm; gustoca, p = 7,7 g cm > i masa,
m = 0,51 g).

Soli prijelaznih metala i ligandi koristeni su u stehiometrijskom odnosu 1:1, a kao minimalna
koli¢ina otapala koristena je smjesa etanola i vode u omjeru 1:1, volumena 100 pL. Reakcije

su trajale 1,5 sat, a brzina mljevenja je 250 okretaja min.

3.2.3. Solvotermalna sinteza
Tijekom solvotermalne sinteze koristene su iste soli metala kao i u slucaju otopinske i

mehanokemijske sinteze, u istim omjerima i istih pocetnih koli¢ina reaktanata. Sol je otopljena
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u 5 cm? deionizirane vode, a ligand u 5 cm? otapala (voda ili etanol). Smjesa je prebacena u
hidrotermalni reaktor, koji je potom, stavljen u laboratorijski susionik, na temperaturu od 80
°C, i ostavljen 2 — 4 sata. Nakon zavrSetka reakcije, smjesa u hidrotermalnom reaktoru je
ohladena na sobnu temperaturu. Nakon hladenja smjesa je prebacena u laboratorijsku ¢asu od

50 cm? te je pokrivena parafilmom.
3.3. Instrumentalne tehnike karakterizacije spojeva

3.3.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FT-IR)

Infracrveni spektri (IR) koristenih liganada i pripravljenih kompleksa snimljeni su na FTIR
8400s SHIMADZU (Kyoto, Japan) spektrofotometru metodom difuzne refleksije infracrvenog
zraCenja (engl. Diffuse reflectance infrared Fourier transform spectroscopy — DRIFTS), u
valnom podruéju od 400 do 4000 cm™?, pri rezoluciji od 4,0 cm™2. Svi spektri uzoraka snimljeni
su koristenjem praskastog uzorka pomijesanog s bezvodnim kalijevim bromidom (KBr) u
pribliznom omjeru 5:100. Podatci su prikupljeni i obradeni rac¢unalnim programom IR Solution

1.30.1% Dobiveni rezultati su prikazani kao ovisnost transmitancije (T) o valnom broju (¥).

3.3.2. Termogravimetrijska analiza sa simultanom razlikovnom pretraznom kalorimetrijom
(TGA/DSC)

Termogravimetrijska analiza (TA) napravljena je na simultanom TGA/DSC uredaja, STARe
System, Mettler Toledo (Columbus, SAD) u struji kisika. Uzorci su snimani u posudicama od
aluminijevog oksida (Al.Oz) volumena 70 pL u temperaturnom intervalu od 25 °C do 650 °C s
brzinom zagrijavanja od 10 °C min~! i brzinom protoka kisika od 150 cm® min™*. Podatci su
prikupljeni i obradeni ra¢unalnim programom STARe Software 9.30.1" Dobiveni rezultati su
prikazani u obliku termogravimetrijskih i kalorimetrijskih krivulja u obliku ovisnosti mase

uzoraka ili protoka topline o temperaturi.

3.3.3. Elementna analiza

Podatci o udjelima ugljika i vodika u spojevima dobiveni su elementnom analizom. Analize su
provedene na Elemental Vario Macro CHNS uredaju s razinom detekcije za C: 0,002-100 %;
H: 0,015-100 %. Rezultati su izrazeni kao maseni udjeli ugljika i vodika koji su usporedeni s

teoretskim vrijednostima izracunatima prema empirijskoj formuli spoja.
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3.3.4. Ciklicka voltametrija (CV)

Za potrebe odredivanja oksidacijskih stanja metala ciklickom voltametrijom pripravljene su
standardne otopine (102 mol dm~3) koje su prije mjerenja razrijedene u 0,1 mol dmvodenoj
otopini KNO3z do Zeljene koncentracije. Mjerenja su provedena na A PalmSens
potenciostatu/galvanostatu (PalmSens BV, Utrecht, Nizozemska) uz koriStenje racunalnog
programa PSTrace 4.2.1% Primijenjena je troelektrodna elektrokemijska éelija gdje je kao radna
elektroda koristena elektroda od staklastog ugljika (geometrijska povrsina 0,071 cm?), kao
referentna elektroda Ag/AgCl (s unutranjim elektrolitom 3 mol dm 3 NaCl) te platinska Zica
kao protuelektroda. Radna elektroda je prije svakog mjerenja polirana suspenzijom a-Al;O3
(veli¢ina Cestica 0,05 um; ALS, Japan). Brzina polarizacije elektrode u ciklickoj voltametriji

bila je u inervalu od 50 mV s do 300 mV s,

3.3.5. NMR spektroskopija u otopini

NMR spektri snimljeni su na Bruker Avance 600 (14,1 T) (Massachusetts, SAD) uredaju visoke
razluéivosti. Pri snimanju je koriStena direktna 5 mm sonda. Svi uzorci su otopljeni u
deuteriranom dimetil sulfoksidu (DMSO-ds). Kemijski pomaci (6 / ppm) odredeni su prema
signalima metilnih skupina u otapalu i to za spektar *H prema signalu pri 2,51 ppm te za *C
prema signalu pri 39,51 ppm. Za snimanje spektara kompleksa paramagneti¢nog bakra(Il) 1
vanadija(lV), kod *H NMR koristena je spektralna Sirina od 200 ppm, dok je za dijamagneti¢no
srebro(]) i ligande spektralna Sirina u *H spektru iznosila od 20 ppm, uz relaksacijsko vrijeme
odgode od 1,0 s 1 vrijeme akvizicije od 0,82 s, veli¢ina matrice od 80 K (akvizicija) 1 64 K (FT),
te 64 snimaka. Za jako Siroke singlete odredena je i Sirina signala na polovici njihove visine
(Avi2 | Hz). Spektri $3C NMR snimljeni su uz spektralnu sirinu od 2000 ppm (kompleksi bakra
I vanadija), odnosno 260 ppm (kompleks srebra i slobodni liganadi), relaksacijsko vrijeme
odgode od 1,0 s i s vremenom akvizicije od 0,84 s, veli¢ine matrice od 124 K (akvizicija) i 64
K (FT) te 500 pulseva. Spektri su snimljeni standardnim Brukerovim metodama: *H (zg30) i
BC{*H} (zgpg30). Za komplekse srebra(l) snimljeni su i dvodimenzijski NMR spektri. *H-1H
COSY (engl. Correlation NMR Spectroscopy) spektar snimljen je uporabom 2048 tocaka u
dimenziji f> i 512 inkremenata u dimenziji f1. Svaki primijenjeni inkrement sadrzi 2 snimke.
Spektralna §irina snimanja iznosi 16 ppm uz relaksacijsko vrijeme odgode od 1,0 s. Za snimanje
spektara 'H-3C HMQC (engl. Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) i *H-*C HMBC
(engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation) koristeno je 2048 tocaka u dimenziji f2 i 256
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inkremenata u dimenziji f1. Za svaki inkrement primijenjeno je 4 do 8 pulseva uz relaksacijsko
vrijeme odgode od 1,0 s. KoriStena spektralna Sirina iznosila je 9615 Hz (f2) i 36240 Hz (f1).
Spektri se nalaze u Dodatku 8.1.

3.3.6. Rendgenska difrakcija

a) Polikristalni uzorci
Difraktogrami svih novosintetiziranih kompleksa i liganada snimljeni su na Panalytical Aeris
(Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) difraktometru primjenom monokromatskog CuKa
rendgenskog zra¢enja (40 kV, 15 mA, 4 = 1,5406 A) pri 295 K u Bragg—Brentanovoj geometriji
0-0. Korak snimanja je bio 0,02 °C u 20 podrucju od 5-50 °C. Za prikupljanje podataka koristen
je ra¢unalni program Panalytical XRDMP 1.2.0.0., a za njihovu obradu koristen je HighScore
Plus 5.0.1% Difraktogrami pripravljenih spojeva nalaze se u Dodatku 8.2 i 8.3.

b) Monokristalni uzorci
Odabran je odgovaraju¢i monokristal spojeva Ks, K7 i Ko te su intenziteti difrakcijskih
maksimuma skupljani na XtaLAB Synergy, Dualflex, HyPix difraktometru. Kristali su snimani
pri temperaturi od 170(2) K uz koristenje CuKo rendgenskog zradenja (1 = 1,5406 A). Struktura
je rijesena programom SHELXT koriStenjem Intrinsic Phasing paketa, a uto¢navanje metodom
najmanjih kvadrata napravljeno je u programu SHELXL.Navedeni programi se nalaze unutar

programskog paketa Olex2.
3.4. Evaluacija antiproliferativnog ucinka spojeva i slobodnih liganada

3.4.1. Pracenje protutumorskog ucinka kompleksa i slobodnih liganada na 2D stanicnim
modelima

U svrhu istraZivanja bioloSkog potencijala, nakon priprave i izolacije, svim je kompleksima kao
1 slobodnim ligandima ispitan protutumorski u¢inak. Bioloski potencijal odreden je na ukupno
sedam humanih stani¢nih linija od kojih je jedna bila zdrava, a ostale tumorske stani¢ne linije.
Sve stanicne linije se nalaze u bazi stanicnih linija Laboratorija za kulturu tkiva i funkcionalnu
genomiku Zavoda za medicinsku kemiju, biokemiju i laboratorijsku medicinu. Stanice su
nabavljene iz Americke zbirke stani¢nih kultura (ATCC, SAD). Pregled koristenih humanih

stani¢nih linija naveden je u tablici 3.
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Tablica 3. Stanic¢ne linije koristene tijekom ispitivanja protutumorskih uc¢inaka ispitivanih

spojeva i slobodnih liganada.

Oznaka stanicne linije Bolest Vrsta stanicne linije
MRC-5 pluéni zdrava,
(ATCC® CCL-171™) fibroblasti adherentna
Caco-2 kolorektalni tumorska,
(ATCC® HTB - 37™) adenokarcinom adherentna
HI-29 kolorektalni tumorska,
(ATCC® HTB -38™) adenokarcinom -primarni adherentna
KATO 111 ) tumorska,
adenokarcinom Zeludca _
(ATCC® HTB-103™) semiadherentna
Hep G2 . ) tumorska,
hepatocelularni karcinom
(ATCC® HB-8065™) adherentna
NCI-H358 tumorska,
bronhioalveolarni karcinom
(ATCC® CRL- 5807™) adherentna
MDA-MB-231 _ ) tumorska,
adenokarcinom dojke
(ATCC® CRM-HTB 26™) adherentna

Za potrebe istrazivanja, pet stani¢nih linija (MRC-5, Caco-2, HT-29, Hep G2, MDA-MB-231)
je uzgajano u DMEM mediju s povisenim udjelom glukoze od 4,5 g dm™ obogaéenim s 10 %
FBS, 2 mol dm~ L-glutaminom te 100 U / 0,1 mg antibiotik/antimikotik. Stani¢ne linije NCI-
H358 i KATO Il kultivirane su u RMPI 1640 mediju s 10 % FBS-om, 2 mmol dm3
glutaminom, 1 mmol dm=3 natrijevim piruvatom, 10 mmol dm= HEPES-om. Stanice su
odrzavane kultivacijom u CO: inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, Jouan, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) na 37 °C /5 % CO- s visokim udjelom vlage. Subkultivacija i
izmjena medija se provodila svakih 72 sata.

Prije ispitivanja citotoksi¢nosti spojeva, odreden je broj Zivih (vijabilnih) stanica. U tu
je svrhu koriStena Biirker-Tiirkova komorica za brojanje stanica. Za odredivanje broja
vijabilnih stanica pomijesano je 50 pL stani¢ne suspenzije i 100 pL bojila eritrozin b. Stanicama
koje su zive i metabolic¢ki aktivne, stani¢éna membrana ¢e onemogucavati prodiranje bojila te

¢e ostati neobojene za razliku od mrtvih stanica kojima oSte¢ena staniéna membrana omogucuje
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apsorpciju boje. Stanice se broje unutar Cetiri kvadranta Biirker-Tlrkove komorice, a ukupan

broj zivih stanica (X) odreduje se prema jednadzbi 1:

=

-3 =X-10* cm™ (D

u kojoj N oznacava broj stanica po kubi¢nom centimetru; 4 broj polja u Birker-Tirkovoj
komorici, a 3 faktor razrijedenja.

Najc¢eS¢e koriSten in vitro test za odredivanje citotoksi¢nosti spojeva je test redukcije
tetrazolijeve soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijevbromid (MTT)).1° Za potrebe
istrazivanja, stanice su nasadene u pripadnom mediju na plo¢e s 96 jazica ravnog dna u
koncentraciji od 2-10* cm™3. Uslijedila je inkubacija u CO2 inkubatoru na 37 °C kroz 24 sata.
Za potrebe procjene bioloskog potencijala spojevi i slobodni ligandi su otopljeni u
dimetilsulfoksidu (DMSQ). Stanice su izloZzene spojevima U razli¢itim finalnim
koncentracijama (107> mol dm=3, 10® mol dm=3, 10~ mol dm™®) koji su djelovali sljede¢a 72
sata. Po isteku navedenog vremena, sa stanica je uklonjen medij, i dodana je smjesa 40 pL
MTT/PBS u omijeru 1:10 (5 mg cm™3) MTT otopine, nakon ¢ega je stani¢na suspenzija
reinkubirana tijekom 4 sata. Nastali produkti (ljubicasti kristali formazana, CigH17NsS)
otopljeni su dodatkom 160 pL. DMSO. Otapanje je dodatno potaknuto tresnjom ploca (30
minuta, 200 okretaja, sobna temperatura) na tresilici (OS-10 Orbital Shaker, Biosan, Latvia).
Apsorbancija (A) je odredena spektrofotometrijski pri 595 nm na ¢itacu mikrotitarskih ploca
(iMark, BIO RAD, Hercules, SAD). PreZivljenje stanica (vijabilnost stanica) uslijed izloZenosti

ispitivanim otopinama kompleksa i liganada, izracunato je prema jednadzbi 2:

Auzorka - Asli]’epa proba

Vijabilnost stanica (%) = -100% (2)

Akontrola - Aslijepa proba

Slijepa proba (blank) u uzorcima bila je smjesa 40 uL MTT i 160 uL DMSO, a kontrole su
predstavljale stani¢ne linije uzgajane u istim uvjetima bez dodanog tretmana (otopine

kompleksa ili liganda).
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3.4.2. Pracenje protutumorskog ucinka kompleksa i slobodnih liganada na 3D stanicnim

modelima u plocama s V dnom

Prilikom procjene protutumorskog uc¢inka kompleksa MTT testom na 3D stani¢nim modelima,
odabrane stani¢ne linije (MRC-5, Caco-2, HT-29) nasadene su u volumenu od 180 pL pri
koncentraciji od 1-10%* cm™ u ploce s V dnom u DMEM hranjivom mediju s 10 % FBS bez
dodatka antibiotika/antimikotika. S ciljem ubrzanja agregacije stanica u sferoide, nakon
nasadivanja, sadrzaj ploc¢a je centrifugiran (1100 okretaja min~*; 15 s). Stanice su inkubirane
sljedecih 72 sata (37 °C; 5 % COy) s ciljem formiranja sferoida.

Uslijedila je izmjena hranjivog medija i aplikacija odabranih, najpotentnijih otopina
kompleksa u finalnim koncentracija (10> mol dm=i 10® mol dm3). Sferoidi su izlozeni
aplikaciji ispitivanih kompleksa tijekom 72 sata u jednokratnom tretmanu (ukupno 3 dana) i
viSekratnom tretmanu (ukupno 6 dana). U viSekratnom tretmanu, postupak izmjene medija i
aplikacija nove doze odabranih kompleksa u navedenim koncentracijama, ponovljena je tri
dana nakon prve aplikacije. Test je zavrSen pod istim uvjetima kao i u prethodno opisanom
eksperimentu procjene citotoksi¢nosti na 2D modelu, te je primijenjena ista jednadZzba za

izraCunavanje stani¢ne vijabilnosti (2).

3.4.3. Pracenje protutumorskog ucinka kompleksa i slobodnih liganada na 3D stani¢nim

modelima uzgojem na agaroznom nosacu

Sferoidi su, osim nasadivanjem u mikrotitarskim plo¢ama s V dnom, dobiveni na jo§ jedan
nacin, uzgojem odabranih stani¢nih linija na agaroznom nosacu visoke rezolucije s ciljem
detekcije odabranih kompleksa unutar stani¢nih sferoida. Za potrebe vizualizacije i MALDI-
TOF analize odabrane su Caco-2, HT-29 i MRC-5 stani¢ne linije. Stanice su nasadene u
podetnoj koncentraciji 3-10* cm= (200 pL (6000 stanica) / jazici) u DMEM mediju uz dodatak
10 % FBS na ploce ravnog dna s 96 jazica. Neposredno prije nasadivanja stanica, pripravljena
je sterilna otopina 1,5 % agaroze u kemijski Cistom (bez dodataka antibiotika/antimikotika,
faktora rasta i FBS) DMEM mediju (20 min /99 °C). U svaku jazicu dodano je 50 uL sterilne
agaroze koja se ohladila na sobnu temperaturu prije nasadivanja stanica. Tijekom sljedeca 72
sata stanice su formirale sferoide u koje su aplicirani najpotentniji kompleksi pri
koncentracijama 107> mol dm=i 10°° mol dm= dva puta u vremenskom intervalu od 72 sata
odnosno Cetvrtog i sedmog dana kultivacije (slika 15). Razvoj, formiranje, kao i narusavanje

morfologije sferoida uslijed djelovanja testiranih spojeva praceno je i fotografirano svakih 72
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sata na invertnom mikroskopu (Carl Zaiss Axiovert 200 M, Jena, Njemacka). Jedanaestog dana
stanice su isprane PBS-om i prenesene iz agaroznog na zelatinozni nosal. Zelatina je
pripremljena neposredno prije prijenosa sfera, otapanjem u ultra ¢istoj vodi (18 MQ) na 60 °C
te se razlijevala (400 uL + 400 uL) u plo¢u s 24 jazice. Sfere su se uklapale u Zelatinozni kalup

pri ¢emu je nastao “sendvi¢” zelatina-sfera-zelatina. Tako pripremljeni uzorci su uskladiSteni

na —80 °C do trenutka analize.

Nakon 4 dana

Y
Y 4
UUUUUUUUURY |

1,5 %
agaroza

Slika 15. Kultivacija sferoida na agaroznom nosacu.

3.4.4. Analiza distribucije molekula spoja Ks unutar stanic¢nih sferoida primjenom MALDI-
TOF-MSI metode

Za detekciju spojeva unutar sferoida primijenjena je metoda masene spektrometrije. U MALDI-
TOF-MSI metodi koriste se matrice koje potpomazu ionizaciju uzorka nanesenog na
elektroprovodljivo predmetno staklo presvuéeno slojem oksida indija i kositra (ITO stakla). Za
potrebe analize uklopljene 3D sfere su na kriostatu (Leica CM3050S; Wetzlar, Njemacka) u
uvjetima od —23 °C do —26 °C narezane na rezove debljine 14 um i postavljene na ITO stakla
(70100 Q / sq (gdje je sq; otpor sloja po povrsini stakla); Sigma Aldrich, SAD).

Uzorci su osuseni u ventiliranoj suSilici (Gel Air Dryer, Bio Rad; Hercules, SAD)
(RT/30 min), isprani s amonij-acetatnim puferom pH 8,1 (3x /15 s) i ponovo osus$eni u susilici
(RT/30 min). Na uzorke je metodom sublimacije naneSena DHB (2,5-dihidroksibenzojeva
kiselina) matrica pomoc¢u uredaja Shimadzu IMLayer (Shimadzu, Kyoto, Japan) prema
uputama proizvodaca. Uslijedila je rekristalizacija nanesenog sloja matrice tako da je ITO
stakalce postavljeno u vlaznu komoricu u kojoj se nalazi 500 uL 0,5 % otopine metanola na
filter papiru na temperaturi od 70 °C u trajanju od 90 sekundi, a potom su uzorci osuSeni u
eksikatoru pola sata prije analize. Potom je uslijedila slikovna masena spektrometrija koja je
provedena na uredaju Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japan).
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Mjerenje u rasponu od 100 do 600 m/z (omjer mase i naboja) u nacinu pozitivne ionizacije
napravljeno je pri sljede¢im uvjetima: napon detektora 1,9 V; 100 laserskih udaraca po
snimljenoj tocki (pikselu); frekvencija laserskih udaraca 500 Hz; promjer laserske zrake 4 (50
pum) i intenzitet lasera 60 %. Rezultati analize i izvoz podataka obavljeni su u programu Imaging

MS solution inagici 1.30.06 (Shimadzu, Kyoto, Japan).!

3.4.5. Odredivanje vrijednosti ICs, indeksa selektivnosti (SI) i statisticka obrada podataka

Za sve dobivene spojeve 1 za slobodne ligande odredena je koncentracija pri kojoj se postize
polovica maksimalne inhibitorne koncentracije (ICso) s ciljem detaljnije evaluacije njihova
antiproliferativnog djelovanja. Vrijednosti 1Cso svih pripravljenih kompleksa i liganada

izraCunate su prema jednadzbi 3:

Vijabilnost stanica (%)
ICso =

50 - c¢(spoja) (3)

Osim ICsp vrijednosti, svim su spojevima izracunati i indeksi selektivnosti (engl. Selectivity

Indices — SI) prema jednadzbi 4:

G = ICs, (zdrava stanicna linija)
~ ICs, (tumorska stani¢na linija)

(4)

Izrada tablica, grafova i priprema podataka za statistiCku analizu obavljena je u programu
Microsoft Excel. Statisticka analiza provedena je uz pomo¢ racunalnog programa
STATISTICA™, inagica 14.0.0.15. softver za Windows. 2 Normalnost distribucije podataka
testirana je Kolmogorov-Smirnov i Lillefortovim testom normalnosti. Za podatke normalne
razdiobe podataka primijenjena je analiza varijance s jednim promjenjivim ¢imbenikom (engl.
One-way Analysis of Variance, one-way ANOVA). Kod podataka koji nisu slijedili normalnu
razdiobu primijenjen je Mann-Whitneyjev test za procjenu razlika izmedu kontrola i tretmana.
Za procjenu selektivnosti primijenjen je Studentov t-test. Podatci su predstavljeni aritmetickom
sredinom 1 standardnom devijacijom tri nezavisna ponavljanja provedena u duplikatu ili

triplikatu. Sve p vrijednosti su dvostrane s razinom znacajnosti p < 0,05.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava kompleksa prijelaznih metala

4.1.1. Priprava spojeva sintezom u otopini

Pripravljeno je ukupno 9 spojeva sintezom u otopini (K1 — Ko). Kao polazni reaktanti za
uspjes$nu sintezu spojeva koriStene su soli prijelaznih metala (CuSO4-5H20, Cu(NO3)2-3H20,
Cu(CHsC00)2-2H,0, CuCl2-2H20, VOSO4-H20, AgNO3) i ligandi iz skupine benzopiranona
(kromon-2-karboksilna kiselina, HL1), hidroksipiranona (maltol, HL2) i 2,2"-bipiridin (Ls3).
Budu¢i da je molekulska i kristalna struktura liganda kromon-2-karboksilne kiseline rijeSena
tek 2016. godine i do danas nije poznat niti jedan kompleksni spoj ovog liganda, pristupilo se
pretrazivanju liganada sli¢nih struktura. Pretrazivanje baze podataka CSD za spojeve Koji
sadrze 4-piranon-karboksilne kiseline kao ligande i bakrove ione rezultiralo je s nekoliko
relevantnih Kristalnih struktura.?? Vecina tih struktura odredena je za spojeve u kojima je kao
ligand koristena 4-piranon-2,6-dikarboksilna kiselina (kelidonska kiselina) koja je u spojevima
naj¢es¢e monodentatno koordinirana. Navedena kiselina je u ovom istrazivanju posluzila kao
teoretski model preko kojeg ¢e se objasniti pretpostavke struktura, u nedostatku jednozna¢no

rijeSenih molekulskih i kristalnih struktura dobivenih spojeva.??

4.2. Karakterizacija spojeva Ki — Ko

4.2.1. FT-IR spektroskopija liganada HL1, HL2 i L3

Metodom infracrvene spektroskopije snimljeni su uzorci liganada, kromon-2-karboksilne
kiseline (HL1), maltola (HL2) i 2,2"-bipiridina (Ls3). Siroki jaki maksimum opazen pri 2750 cm~
1 u spektru molekule liganda HL: posljedica je isteznih vibracija O-H skupine karboksilne
kiseline (slika 16). Navedeno je u skladu s rezultatima Jayasheele i suradnika*® koji su
proucavali kromon-3-karboksilnu kiselinu i naveli da se apsorpcijske vrpce koje odgovaraju
isteznim vibracijama O—H skupine karboksilne kiseline nalaze izmedu 3300 i 2500 cm™.
Takoder su uocili da se vrpce koje odgovaraju savijanju O—H skupine nalaze od 1440 — 1395
cm i 950 — 910 cm™. O—H skupina supstituirana na kromonski prsten pokazuje vrpcu koja
odgovara isteznoj vibraciji vidljivoj na oko 3300 cm. Uz navedeno, benzenski prsten pokazuje
vrpce isteznih C— H vibracija u intervalu 3000 — 3100 cm™, dok su vrpce C— C isteznih vibracija
uoene U rasponu od 1500 — 1400 cm™. Apsorpcijske vrpce C=0 isteznih vibracija nadene su

na 1611 — 1700 cm za antisimetri¢no istezanje i 1253 — 1377 cm™ za simetri¢no istezanje.
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Prema literaturi, apsorpcijska vrpca koja odgovara vibraciji keto skupine se u IR spektru moze
uoditi pri vrijednostima izmedu 1706 i 1720 cm1.1* U tablici 4 navedeni su eksperimentalno
odredeni polozaji vrpci koje odgovaraju vibracijama najznacajnijih funkcionalnih skupina u
ligandu HL..

Tablica 4. Vibracije najznacajnijih funkcionalnih skupina u ligandu HL1.

Vrsta vibracije Valni broj / cm™!

Vibracije istezanja O—H skupine karboksilne

kiseline 2758
Vibracije istezanja (asimetri¢no) C=0 karboksilne
skupine 1730
Vibracije istezanja (simetri¢no) C=0 karboksilne
. 1309
skupine
Vibracije istezanja
C—O0 karboksilne skupine 1240
C=0 istezne vibracije fenonske skupine 1699
Vibracije O—H savijanja 13861914

Za razliku od liganda HL41, ligand HL2 (maltol) pripada skupini hidroksipiranona (slika 16).
Prema Caseu!®®i suradnicima apsorpcijska vrpca koja odgovara istezanju OH skupine nalazi se
na 3260 cm™, dok je istezanje karbonilne C=0 skupine pri 1655 cm™. Eksperimentalno
dobiveni podatci za maltol su u skladu s podatcima dostupnima u literaturi. Vibracija istezanja
karbonilne skupine C=0O uo&ena je pri 1653 cm™2, a vibracija istezanja OH skupine uocena je
pri 3257 cmL. IR spektar liganda L3 (2,2'-bipiridina) takoder se nalazi na slici 16 u kojem je
opazena vibracija na 3086 cm?, koja odgovara C—H istezanju, dok vibracija na 1251 cm™

odgovara C—N istezanju. C=C istezna vibracija primijecena je na 1504 cm™.
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Slika 16. Usporedni IR spektri liganada HL1 (crno), HL2 (crveno) i Ls (plavo).

4.2.2. Ciklicka voltametrija polaznih soli, slobodnih liganada HL1, HL2 i L3 i kompleksa Ky —
Ko

Ciklickom voltametrijom istrazena su elektrokemijska svojstava svih novopripravljenih
spojeva, polaznih soli kao i liganada koji su koristeni za pripravu spojeva. Na slici 17 prikazani
su ciklicki voltamogrami bakrova(Il) acetata dihidrata (slika 17a), bakrova(ll) nitrata trihidrata
(slika 17b), bakrova(ll) sulfata pentahidrata (slika 17c) i bakrova(ll) klorida dihidrata (Slika
17d). Voltamogrami su snimani od pocetnog potencijala, E,oc = —0,8 V do konacnog
potencijala, Exon =1,0 V, nakon ¢ega se mijenjao smjer potencijala od kona¢nog potencijala, E
= 1,0 V do pocetnog potencijala, E = —0,8 V. Radene su tri ciklizacije unutar jednog mjerenja
(n = 3) i prikazani su rezultantni ciklicki voltamogrami Na slici 17 prikazani su voltamogrami
liganda HL1 (slika 17a) i spojeva Ki— K4 (slika 17b-d). Ciklicki voltamogram bakrovog(II)
acetata dihidrata (slika 17a) pokazao je dva oksidacijska strujna vrha, prvi na potencijalu Ep a1
=0,20 V (A1), sto odgovara oksidaciji bakra iz Cu® u Cu*, a drugi na potencijalu Epa2 = 0,30
V (A2), §to odgovara oksidaciji bakra iz Cu* u Cu?*. Uodena su dva redukcijska strujna vrha na
potencijalima Epk1=—0,05 V (K1), §to odgovara redukciji Cu?* u Cu*, i Epx2=-0,31V (K2),
$to odgovara redukciji Cu* u Cu®. Cikli¢ki voltamogram bakrova(Il) nitrata trihidrata (slika
17b) pokazao je dva oksidacijska strujna vrha, prvi na potencijalu Epa1 = 0,20 V (Al), sto
odgovara oksidaciji bakra iz Cu® u Cu*, a drugi na potencijalu Epa2 =0,30 V (A2), §to odgovara

oksidaciji bakra iz Cu* u Cu?*. Uocena su dva redukcijska strujna vrha na potencijalima Epk1
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= 0,08 V (K1), §to odgovara redukciji Cu?* u Cu*, i Epx2 = —0,36 V (K2), §to odgovara
redukciji Cu* u Cu® Cikli¢ki voltamogram bakrovog(Il) sulfata pentahidrata (slika 17c)
pokazao je dva oksidacijska strujna vrha, prvi na potencijalu Epa1 = 0,20 V (A1), §to odgovara
oksidaciji bakra iz Cu® u Cu*, a drugi na potencijalu Epa2 = 0,30 V (A2), §to odgovara oksidaciji
bakra iz Cu* u Cu?*. Uodena su dva redukcijska strujna vrha na potencijalima Epx1 = —0,07 V
(K1), $to odgovara redukciji Cu?* u Cu*, i Epx2 =-0,49 V (K2), $to odgovara redukciji Cu* u
CuP. Cikli¢ki voltamogram bakrova(ll) klorida dihidrata je pokazao dva oksidacijska strujna
vrha, prvi oksidacijski strujni vrh (A1) pri potencijalu Ep a1 = 0,18 V Kkoji se odnosi na oksidaciju
CuC u Cu* te drugi oksidacijski strujni vrh (A2) pri potencijalu, Epa2 = 0,27 V Kkoji se odnosi na
oksidaciju Cu* u Cu®*. Takoder su vidljiva i dva redukcijska strujna vrha, prvi redukcijski
strujni vrh (K1) pri potencijalu, Epxi = —0,08 V koji se odnosi na redukciju Cu?* u Cu* i drugi
oksidacijski strujni vrh (K2) pri potencijalu, Epx2= —0,30 V koji se odnosi na redukciju Cu* u
Cu° (slika 17d).
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Slika 17. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) otopine i ispitivanih soli (¢ = 1-10~ mol

dm~3): a) bakrov(l1) acetat dihidrat, b) bakrov(I1) nitrat trihidrat, c) bakrov(ll) sulfat

pentahidrat i d) bakrov(I1) klorid dihidrat, snimljeni u vodenoj otopini KNO3s koncentracije

0,1 mol dm3. Brzina polarizacije elektrode, v=100 mV s, n=3.
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Ciklicki voltamogram liganda HL1 (slika 18a) nije pokazao oksidacijsko-redukcijske strujne
vrhove. Cikli¢ki voltamogram spoja K1 (slika 18b) pokazao je tri oksidacijska strujna vrha,
prvi oksidacijski strujni vrh (A1) na potencijalu Epa1 = 0,08 V, koji odgovara oksidaciji bakra
u kompleksu te dva druga oksidacijska strujna vrha koja se odnose na oksidaciju slobodnog
bakra pri potencijalima Epa2 = 0,20 V (A2), §to odgovara oksidaciji Cu® u Cu*, i Epas = 0,30
V (A3), to odgovara oksidaciji Cu® u Cu?*. Uogena su dva redukcijska strujna vrha na
potencijalima Epx1 =-0,07 V (K1), $to odgovara redukciji Cu?* u Cu*, i Epk2 =-0,70 V (K2),
$to odgovara redukciji Cu™ u Cu® u kompleksu. Cikli¢ki voltamogram spoja K2 (slika 18c)
pokazao je dva oksidacijska strujna vrha na potencijalima, Epa1= 0,20 V (A1), $to odgovara
oksidaciji slobodnog bakra iz Cu® u Cu*, i Epa2 = 0,30 V (A2), $to odgovara oksidaciji
slobodnog bakra iz Cu* u Cu?*, dok oksidacija bakra u kompleksu nije detektirana. Uogena su
dva redukcijska strujna vrha pri potencijalima Epx1 = 0,14 V (K1), $to odgovara redukciji
Cu®* u Cu*, i Epk2 =-0,40 V (K2), $to odgovara redukciji Cu* u Cu® u kompleksu. Cikli¢ki
voltamogram spoja Ks (slika 18d) pokazao je jedan Siroki oksidacijski strujni vrh oko
potencijala, Ep.a1=0,20 V (A1), §to odgovara oksidaciji slobodnog bakra u Cu?*, dok oksidacija
bakra u kompleksu nije otkrivena. Primije¢ena su dva redukcijska strujna vrha pri potencijalima
Epk1 =-0,14 V (K1), §to odgovara redukciji Cu?* u Cu*, i Epk2 = —0,40 V (K2), §to odgovara
redukciji Cu* u Cu® u kompleksu. Ciklicki voltamogram spoja Ka (slika 18e) pokazao dva
oksidacijska strujna vrha pri potencijalima, Epa1 = 0,18 V (Al) i Epa2 = 0,26 V (A2) koji se
odnose na oksidaciju nekomplesiranog bakra iz Cu® u Cu* (A1) te iz Cu* u Cu?* (A2). Takoder
su vidljiva i dva redukcijska strujna vrha, prvi redukcijski strujni vrh (K1) pri potencijalu, Ep k1
= 0,10 V koji se odnosi na redukciju Cu®* u Cu* te drugi redukcijski strujni vrh (K2) pri
potencijalu, Epx2 = —0,30 V koji se odnosi na redukciju Cu* u Cu.
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Slika 18. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) otopine i ispitivanih spojeva (¢ = 11073
mol dm=): a) liganda HL1 b) spoja K1, c) spoja Kz, d) spoja K3, €) spoja Ka snimljeni u
vodenoj otopini KNOs koncentracije 0,1 mol dm=. Brzina polarizacije elektrode, v =100 mV

st n=3.

Na slici 19, ispitan je utjecaj brzine polarizacije elektrode na potencijal i struju oksidacijskog i
redukcijskog strujnog vrha spoja Ki. Utvrdeno je da se struja i potencijal oksidacijskog i
redukcijskog strujnog vrha poveéavaju s povecanjem brzine polarizacije elektrode (slika 19a).
Struja anodnog strujnog vrha (Ip,2) pokazala je linearnu korelaciju u odnosu na kvadratni korijen
brzine polarizacije (v*?) (slika 19b) s jednadzbom: Ipa (nA)= 3,3636 v}/2(mV?/ s¥2) + 12,7744
(R?=0,9672), $to pokazuje da je oksidacija bakra u spoju Ki kontrolirana difuzijom. To je
vidljivo i na slici 19c budu¢i da je nagib logaritamske krivulje struje oksidacijskog strujnog
vrha (log lpa) kao funkcija logaritma brzine polarizacije (log v) oko 0,5; §to ukazuje na

difuzijski kontroliran proces.!®
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Slika 19. a) Cikli¢ki voltamogrami spoja K1 (¢ = 11072 mol dm~3) snimljeni u vodenoj
otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v =
100 — 300 mV s1), b) Struja oksidacijskog strujnog vrha (lp.s) kao funkcija kvadratnog
korijena brzine polarizacije elektrode (v*'2) za spoj K. ¢) Logaritam struje oksidacijskog

strujnog vrha (log Ip.a) kao funkcija logaritma brzine polarizacije elektrode (log v).

Na slici 20 usporedeni su cikli¢ki voltamogrami spojeva K1, Kz, K3 i Ka. Vidljivo je da je uocen
oksidacijski strujni vrh bakra u spoju Ki kao i oksidacija slobodnog bakra, dok je u spojevima
K2, K3 i K4 uocena oksidacija slobodnog bakra te redukcija bakra u kompleksu. Na osnovi
dobivenih podataka moze se zakljuciti da nastaju kompleksi bakra s ispitivanim ligandima s
obzirom na detektirane oksidoredukcijske procese bakra u kompleksu. Pretpostavljeno

oksidacijsko stanje bakra u ispitivanim kompleksima je +1I.

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 46

60

40

20

11 pA

EIV

Slika 20. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) i istrazenih kompleksa (K1 — Ka) (€ =
1:1073 mol dm=3): snimljeni u vodenoj otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm=. Brzina

polarizacije elektrode, v=100 mV s?, n=3.

Na slici 21, prikazani su ciklicki voltamogrami Cu(NOz)2:3H20 (Slika 24a), liganda HL2 (slika
21b) i spoja Ks (slika 21c). Cikli¢ki voltamogram bakrova(Il) nitrata je pokazao oksidacijski
strujni vrh (A1) pri potencijalu Epa1 = 0,18 V, koji se odnosi na oksidaciju Cu® u Cu?* i drugi
oksidacijski strujni vrh (A2) pri potencijalu Ep 22 = 0,28 V, koji se odnosi na oksidaciju Cu* u
Cu?". U voltamogramu su vidljiva i dva redukcijska strujna vrha, prvi redukcijski strujni vrh
(K1) pri potencijalu Epx1 = —0,09 V, koji se odnosi na redukciju Cu?* u Cu* i drugi redukcijski
strujni vrh (K2) pri potencijalu Epx2 = —0,35 V, koji se odnosi na redukciju Cu* u Cu®. Ciklicki
voltamogram liganda HL: (slika 21b) pokazao je jedan okidacijski strujni vrh (Al) pri
potencijalu Epa1 = 0,55 V, koji odgovara ireverzibilnoj oksidaciji o-hidroksilne skupine
maltola.!'” Na slici 21c prikazan je cikli¢ki voltamogram spoja Ks. Na voltamogramu su
vidljiva dva oksidacijska strujna vrha pri potencijalima Epa1 = —0,15 V (Al) i Epa2 = 0,10 V
(A2) koji se odnose na oksidaciju bakra u kompleksu. Mogu se uociti i dva redukcijska strujna
vrha, prvi redukcijski strujni vrh (K1) pri potencijalu Ep k1 =-0,17 V koji se odnosi na redukciju
Cu?* u Cu" te drugi redukcijski strujni vrh (K2) pri potencijalu Epx2 = —0,40 V, koji se odnosi

na redukciju Cu* u Cu®.
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Slika 21. Cikli¢ki voltamogrami blank otopine i ispitivanih spojeva (¢ = 1-10 mol dm~): a)
Cu(NO3)2-3H20, b) liganda HL, c) spoja Ks, snimljeni u vodenoj otopini KNO3

koncentracije 0,1 mol dm=. Brzina polarizacije elektrode , v=100 mV s, n=3.

Na slici 22a prikazano je pracenje utjecaja brzine polarizacije elektrode na struju i potencijal
oksidacijskog strujnog vrha u spoju Ks. 1z voltamograma je vidljivo da se struja i potencijal oba
oksidacijska strujna vrha povecavaju s povecanjem brzine polarizacije elektrode. Struja
anodnog (lp.a) i katodnog (lp) strujnog vrha (slika 22b) su linearne funkcije korijena brzine
polarizacije elektrode (R? = 0,998 za struju anodnog strujnog vrha odnosno R? = 0,995 za struju
katodnog strujnog vrha), $to moze ukazivati na difuzijsku kontrolu oksido-redukcijskih procesa
bakra u spoju Ks. Na slici 22c je vidljivo da je nagib logaritamske krivulje struje oksidacijskog
strujnog vrha (log Ip,a) kao funkcije logaritma brzine polarizacije (log v) oko 1, $to pokazuje da
je proces oksidacije bakra u spoju Ks pod adsorpcijskom kontrolom. Nagib logaritamske
krivulje struje redukcijskog strujnog vrha (log Ipc) u odnosu na logaritam brzine polarizacije
(log v) je oko 0,75 Sto pokazuje da je proces redukcije bakra u spoju Ks pod mijeSanom

difuzijskom i adsorpcijskom kontrolom.!!®
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Slika 22. a) Cikli¢ki voltamogrami spoja Ks (¢ = 1-10~2 mol dm~3) snimljeni u vodenoj
otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v =
100 — 300 mV s1), b) Struja oksidacijskog strujnog vrha, I, (¢ anodnog, e katodnog) kao
funkcija drugog korijena brzine polarizacije elektrode (v /?) za spoj Ks. ¢) Logaritam struje
oksidacijskog strujnog vrha (log Ip) (* anodnog, *katodnog) kao funkcija logaritma brzine

polarizacije elektrode (log v).

Na slici 23, prikazani su cikli¢ki voltamogrami oksovanadijevog(1V) sulfata monohidrata (slika
23a), liganda HL:1 (slika 23b) i spoja Ks (slika 23c). Ciklicki voltamogram
oksovanadijevog(lV) sulfata monohidrata (Slika 23a) pokazao je jedan Siroki redukcijski
strujni vrh na potencijalu Epx1= 0,115 V (K1), $to odgovara redukciji VOSOs iz VO,* u VO?*
U819 dok ciklicki voltamogram liganda HLi1 (slika 23b), nije pokazao oksidacijsko-
redukcijske strujne vrhove. Ciklicki voltamogram spoja Ks takoder nije pokazao redoks
aktivnost $to je potvrdilo da vanadij nije bio elektroaktivan u tom kompleksu zbog njegove

koordinacije s ligandom.
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Slika 23. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) otopine i ispitivanih spojeva (¢ =1-10
mol dm~3): a) VOSOs, b) liganda HL1; c) spoja Ks snimljeni u vodenoj otopini KNO3

koncentracije 0,1 mol dm=. Brzina polarizacije elektrode, v=100 mV s, n =3.

Na slici 24, prikazani su ciklicki voltamogrami oksovanadijevog(1V) sulfata monohidrata (slika
24a), liganda HL: (slika 24b) i spoja Kr (slika 24c). Cikli¢ki voltamogram
oksovanadijevog(1V) sulfata monohidrata (slika 24a) pokazao je jedan Siroki redukcijski strujni
vrh na potencijalu Epx1 = 0,115 V (K1), §to odgovara redukciji VOSO4 s VO;* na VO?* 118119
Cikli¢ki voltamogram liganda HL2 (slika 24b), pokazao je jedan oksidacijski strujni vrh (Al)
na potencijalu, Epa1 = 0,545 V koji odgovara ireverzibilnoj oksidaciji o-hidroksilne skupine
maltola. Ciklicki voltamogram spoja K7 (slika 24c) pokazao je jedan oksidacijski strujni vrh
(A1) na potencijalu, Epa1 = 0,32 V, koji odgovara oksidaciji vanadija u kompleksu iz V3" u V**,
i jedan redukcijski strujni vrh (K1) na potencijal, Epk1 = 0,19 V §to odgovara smanjenju

oksidacijskog stanja vanadija iz +1V u +lII.
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Slika 24. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) otopine i ispitivanih spojeva (¢ = 1-1073
mol dm~3): a) VOSO4-H20 , b) ligand HL: i c) spoja Kz, snimljeni u vodenoj otopini KNO3

koncentracije 0,1 mol dm=. Brzina polarizacije elektrode, v=100 mV s, n = 3.

Na slici 25 prikazano je pracenje utjecaja brzine polarizacije elektrode na i potencijal
oksidacijskog strujnog vrha spoja Kr. Utvrdeno je da struja i potencijal oba oksidacijska strujna
vrha rastu s povecanjem brzine polarizacije elektrode (slika 25a). Struja anodnog strujnog vrha
(Ip,2) 1 katodnog strujnog vrha (lp,x) pokazale su linearnu korelaciju u odnosu na kvadratni
korijen brzine polarizacije (v*’?) (slika 25b) s jednadzbama: Ipa (uA)= 0,6957 vt/2 (mV*2 [ s'/2)
+ 0,2913 (R% = 0,9962), a lpc (LA)= —0,2756 v2 (mV¥?/s¥2) — 14633 (R?=0,9866) §to je
pokazalo da je redoks reakcija vanadija u spoju Kz proces kontroliran difuzijom. To je vidljivo
i na slici 25¢ budu¢i da je nagib logaritamske krivulje struje oksidacijskog/redukcijskog
strujnog vrha (log lpai log Ipc) u odnosu na logaritam brzine polarizacije (log v) oko 0,5; §to

ukazuje na procese kontrolirane difuzijom.®
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Slika 25. a) Cikli¢ki voltammogrami spoja K7 (¢ = 1:10" mol dm~2) snimljeni u vodenoj
otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v =
50 — 300 mV s 1), B). Ovisnost struje oksidacijskog strujnog vrha (lp) (* anodnog, *katodnog)

o kvadratnom Korijenu brzine polarizacije elektrode (v¥'?) za spoj K. c) Logaritam struje

oksidacijskog strujnog vrha (log Ip) (* anodnog, *katodnog) kao funkcija logaritma brzine

polarizacije elektrode (log v).

Na slici 26, usporedeni su ciklicki voltamogrami spojeva Ks i K7. MozZe se vidjeti da su redoks
aktivnosti vanadija u kompleksima razli€ite. U spoju K7 uocen je jedan oksidacijski 1 jedan
redukcijski strujni vrh, koji odgovaraju redoks paru V3" / V#*, dok u spoju Ks vanadij nije bio

elektroaktivan zbog koordinacije s ligandom.
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Slika 26. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank otopine) i ispitivanih spojeva (c = 11073
mol dm~3): spoj Ks i spoj K7, snimljeni u vodenoj otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm=3.

Brzina polarizacije elektrode, v=100 mV s, n=3.

Utvrdeno je da je vanadij u spoju K7 bio elektroaktivan jer su uoceni jedan oksidacijski i jedan
redukcijski strujni vrh, koji odgovaraju V3* / V** redoks paru, a redoks proces je difuzijski
kontroliran, dok u kompleksu Kes vanadij nije bio elektroaktivan. Na slici 27 prikazani su
ciklicki voltamogrami AgNOs (slika 27a), liganda HL1 (slika 27b) i spoja Ks (slika 27c).
Ciklicki voltamogram srebrovog nitrata je pokazao jedan oksidacijski strujni vrh (Al) pri
potencijalu Epa1 = 0,49 V, koji se odnosi na oksidaciju Ag® u Ag* te jedan redukcijski strujni
vrh (K1) pri potencijalu Epx1 = 0,26 V, koji se odnosi na redukciju Ag* u Ag®. Ciklicki
voltamogram liganda HL1 (slika 27b) nije pokazao oksidoredukcijske strujne vrhove, dok je
ciklicki voltamogram spoja Ks (slika 27c) pokazao jedan oksidacijski strujni vrh (A1) pri
potencijalu Epa1 = 0,46 V, koji odgovara oksidaciji srebra u kompleksu iz Ag® u Ag* i jedan

redukcijski strujni vrh (K1) pri potencijalu Epx = 0,20 V, koji odgovara redukciji Ag* u Ag°.
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Slika 27. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) otopine i ispitivanih spojeva (¢ = 1-1073
mol dm=): a) AgNOs, b) ligand HL1 i c) spoj Ks, snimljeni u vodenoj otopini KNO3

koncentracije 0,1 mol dm~. Brzina polarizacije, v=100mV s?, n=3.

Na slici 28a pracen je utjecaj brzine polarizacije elektrode na struju i potencijal oksidacijskog
strujnog vrha u spoju Ks. Iz voltamograma je vidljivo da se struja i potencijal oksidacijskog
strujnog vrha povecavaju s poveéanjem brzine polarizacije elektrode. Struja anodnog (lp,a) i
katodnog (lpk) strujnog vrha (slika 28b) su linearne funkcije korijena brzine polarizacije
elektrode s jednadzbama: lpa (HA) = 11,628 v*/2 (mV¥2/ s?) + 52,468 (R?=0,859), a lpc (LA) =
—2,376 V12 (mV*2 [ s¥2) 9,863 (R? = 0,973), §to pokazuje da su oksidacijsko-redukcijski
procesi srebra u spoju Ks difuzijski kontrolirani. To je vidljivo na slici 28c budu¢i da je nagib
logaritamske krivulje struje oksidacijskog/redukcijskog strujnog vrha (log lpa i log Ipc) u
odnosu na logaritam brzine polarizacije (log v) oko 0,5; $to ukazuje na procese kontrolirane

difuzijom.

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 54

300
b —
a 250 - . —®
1 2004 _ m—— y=11,628x + 52,468
— R*=0,859
-
1 -
100 4 50
< < 100
= o] o ~
w 50
K1 ——— 300 mV/s
- 4 —— 250 mV/s
e | 200 mV/s 0 y =-2,376x - 9,863
‘ 150 mV/s o R*=0,973
2200 4 100 mV/s 504 TS - o W
--+- Blank
T
T T T T
-1,0 05 0,0 05 1,0 10 12 14 16 18
EIV (v/ mys™)"
(=
2,4 - . -
2.2
y = 0,3970x + 1,4239
< R’ = 0,8925
= 20
>
°
1,8+
y = 0,3906x + 0,7407
R*=0,9775 e
e
16 e —
—
14 T T T T T T
2.0 2.1 2.2 23 2.4 25
log (v/mvs™")

Slika 28. a) Cikli¢ki voltamogrami spoja Ksg (¢ = 1-10~2 mol dm~3) snimljeni u vodenoj
otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v =
100 — 300 mV s, b) Struja oksidacijskog strujnog vrha, I, (¢ anodnog, e katodnog) kao
funkcija drugog korijena brzine polarizacije elektrode (v */2) za spoj Ks. ¢) Logaritam struje
oksidacijskog strujnog vrha (log Ip) (¢ anodnog, *katodnog) kao funkcija logaritma brzine

polarizacije elektrode (log v).

Na slici 29, prikazani su cikli¢ki voltamogrami bakrova(II) nitrata trihidrata (slika 29a), liganda
HL1 (slika 29b), liganda Ls (slika 29c) te spoja Ko (slika 29d). Ciklicki voltamogram
bakrova(ll) nitrata trihidrata (slika 29a) pokazao je dva oksidacijska strujna vrha, prvi na
potencijalu Epa1 = 0,20 V (Al), $to odgovara oksidaciji bakra iz Cu® u Cu*, a drugi na
potencijalu Epaz = 0,30 V (A2), $to odgovara oksidaciji bakra iz Cu* u Cu?*. Uodena su dva
redukcijska strujna vrha na potencijalima Epx1 =-0,08 V (K1), $to odgovara redukciji Cu?* u
Cu*, i Epk2 =-0,36 V (K2), §to odgovara redukciji Cu* u Cu®. Cikli¢ki voltamogrami liganda
HL.: (slika 29b) i liganda Ls (slika 29c) nisu pokazali oksidacijsko-redukcijske strujne vrhove.
Cikli¢ki voltamogram spoja Ko (slika 29d) pokazao je jedan oksidacijski strujni vrh (Al) na

potencijalu Epa1 = 0,11 V, koji odgovara oksidaciji bakra u kompleksu. Uocena su i dva
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redukcijska strujna vrha na potencijalima Epx1 = —0,13 V (K1), $to odgovara redukciji Cu?* u
Cu*, i Epk2 =-0,77 V (K2), $to odgovara redukciji Cu* u Cu® u kompleksu.
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Slika 29. Cikli¢ki voltamogrami slijepe probe (blank) otopine i ispitivanih spojeva (¢ = 11073

mol dm~3): a) Cu(NOs)2,-3H20, b) ligand HL1, ¢) ligand HLz3 i d) spoj Kg snimljeni u vodenoj

otopini KNOs koncentracije 0,1 mol dm=. Brzina polarizacije elektrode, v=100 mV s, n=
3.

Na slici 30, ispitan je utjecaj brzine polarizacije elektrode na potencijal i struju oksidacijskog i
redukcijskog strujnog vrha spoja K. Utvrdeno je da se struja i potencijal oksidacijskog i
redukcijskog strujnog vrha povecavaju s poveéanjem brzine polarizacije elektrode (slika 30a).
Struja anodnog (Ip,2) i katodnog (lpk) strujnog vrha (slika 30b) su linearne funkcije korijena
brzine polarizacije elektrode s jednadzbama: lpa (LA)= 6,872 v¥? (mVY2 | s¥2) + 32,806
(R?=0,949), a lpc (LA) = —2,018 v*2 (mVY2 [ s¥2) _7,284 (R? = 0,995), §to pokazuje da su
oksidacijsko-redukcijski procesi bakra u spoju Ko difuzijski kontrolirani procesi. To je vidljivo

I na slici 30c buduci da je nagib logaritamske krivulje struje oksidacijsko-redukcijskog strujnog
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vrha (log Ipai log Ipc) kao funkcije logaritma brzine polarizacije (log v) oko 0,5; $to je u skladu

s procesima kontroliranim difuzijom.!®
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Slika 30. a) Ciklicki voltamogrami spoja Kg (¢ = 110~ mol dm~3) snimljeni u vodenoj

otopini KNO3 koncentracije 0,1 mol dm= pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v =

50 — 300 mV s1), b) Struja oksidacijskog strujnog vrha, I, (m anodnog, e katodnog) kao

funkcija drugog korijena brzine polarizacije elektrode (v /) za spoj Ko ¢) Logaritam struje

oksidacijskog strujnog vrha (log Ip) (¢ anodnog, *katodnog) kao funkcija logaritma brzine

polarizacije elektrode (log v).

Rezultati ciklicke voltametrije su pokazali da je uo€en oksidacijski strujni vrh bakra u spoju K1

kao i oksidacija slobodnog bakra, dok je u spojevima Kz, K3 i K4 uoc¢ena oksidacija slobodnog

bakra te redukcija bakra u kompleksu. Na osnovi dobivenih podataka moze se zakljuciti da

nastaju kompleksi bakra s ispitivanim ligandima s obzirom na detektirane oksidacijsko-

redukcijske procese bakra u kompleksu. Pretpostavljeno oksidacijsko stanje bakra u ispitivanim

spojevima Ki - Ks je +1lI. U spoju Ks vidljiva su dva oksidacijska strujna vrha bakra koja se

odnose na oksidaciju Cu® u Cu* (A1) i Cu* u Cu®* (A2) u kompleksu, te dva redukcijska strujna
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vrha koja se odnose na redukciju Cu?* u Cu* (K1) i Cu* u Cu® (K2). Navedeni oksidacijski
procesi bakra u spoju Ks su adsorpcijski kontroliran dok su procesi redukcije bakra u spoju Ks
pod mijesanom difuzijskom i adsorpcijskom kontrolom. Iz cikli¢kih voltamograma spojeva Ke
I K7 moze se vidjeti da su redoks aktivnosti vanadija u dva kompleksa razli¢ite. U spoju K7
uocen je jedan oksidacijski i jedan redukcijski strujni vrh, koji odgovaraju redoks paru V3* /
V#* te je utvrdeno da je redoks reakcija vanadija u spoju K7 kontrolirana difuzijom, dok u spoju
Ks vanadij nije bio elektroaktivan. U spoju Ksvidljiva je oksidacija srebra u kompleksu iz Ag°
u Ag* te redukcija iz Ag* u Ag®. Oba procesa su difuzijski kontrolirana. U spoju Ko vidljiv je
jedan oksidacijski strujni vrh koji se odnosi na oksidaciju bakra u kompleksu te dva redukcijska
strujna vrha koja se odnose na redukciju Cu?* u Cu* (K1) i Cu* u Cu® (K2) u kompleksu.
Utvrdeno je da su navedeni oksidacijsko-redukcijski procesi pod difuzijskom kontrolom.

Pretpostavljeno oksidacijsko stanje bakra u spoju Ko je +I1.

4.2.3. Difrakcija rendgenskog zracenja na polikristalnom uzorku (PXRD)

Difraktogrami novopripravljenih kompleksa prijelaznih metala bakra, vanadija i srebra
usporedeni su s difraktogramima pripadnih liganada koji se nalaze u strukturama spojeva —
kromon-2-karboksilnom kiselinom, maltolom i 2,2'-bipiridinom. Difraktogrami sintetiziranih
spojeva se razlikuju od difraktograma slobodnih liganada. Pretrazivanjem strukturne baze
spojeva u programu X’PertHighscoreplus nisu pronadene do sada rijeSene molekulske i
kristalne strukture spojeva pripravljenih u ovom radu, izuzev spoja Kz. Difraktogrami svih

novopripravljenih spojeva nalaze se u Dodatku 8.2 i 8.3.

4.3. Modeli vezanja metalnih kationa na 4-okso-4H-piran-karboksilne
kiseline

Sukladno pretrazenoj literaturi i bazi podataka uoceno je da karboksilati s piranonskom jezgrom
pokazuju razli¢ite nadine koordiniranja na metalne katione. Pretraga baze podataka CSD
napravljena je prema strukturnom motivu prikazanom na slici 31a. Rezultati pretrage pokazali
su da jedino u slucaju kelidonske kiseline (4-oksopiran-2,6-dikarboksilna kiselina = chel)
postoje rijesene Kristalne strukture njenih kompleksa s metalima. Nacini koordinacije chel na
metalni kation prikazani su na slici 31. Zbog nemoguc¢nosti dobivanja kvalitetnih jedini¢nih
kristala (osim spojeva Ks, K7 i Ko ¢ije su strukture jednozna¢no odredene), vjerojatne strukture
spojeva su objasnjene S pomocu teorijskih modela vezanja metala na slicne ligande, koji su

posluzili kao usporedni model. Molekulske strukture na slici 31b su rijetki primjeri
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koordiniranja ovakve vrste liganada putem fenonske skupine pri ¢emu je, ovisno o naboju
metalnog kationa, karboksilna skupina u deprotoniranom obliku. U bazi podataka postoji samo
jedan spoj upravo s Cu(Il) kationom kod kojeg je uoCen ovakav nacin koordinacije
([Cu(H20)s(chel)]-H20.?° Koordinacijska sfera se u slu¢aju takve koordinacije popunjava
molekulama vode te je geometrija oktaedarska. Monodentatni na¢in koordinacije (slike 31c i
e) najces¢i je nacin koordiniranja ove vrste liganada na metalne katione. Tipican je za
jednovalentne metalne katione poput Ag(1),'! ali isto tako je &est kod dvovalentnih metalnih
kationa poput Cu(ll), Co(Il), Zn(I1) kod kojih se naboj metalnog kationa neutralizira prisustvom
aniona ili pak stvaranjem polimernih vrsta (koordinacijskih polimera).}?212® Premosni nacin
koordiniranja (slika 31d) uocen je kod koordinacijskih polimera kelidonske kiseline s Ag(I)
kationima te dinuklearnih kompleksa s Mn(11) kationom.*?* Kelatni na¢in koordinacije u kojem
kao donorni atom sudjeluje kisik u piranonskom prstenu (slika 31f) uocen je samo u slucaju
koordiniranja liganda na Ca(ll) kation.'® Spomenuti naé¢in koordinacije bi zbog stvaranja
peteroclanog kelatnog sustava trebao biti u termodinamickom smislu pogodan za veéinu vecih
metalnih kationa, no obzirom na to da je prisutan bazi¢ni karakter piranonskog kisika (mozemo
ga poistovjetiti s eterskim kisikom u krunastim eterima) ovakav nacin koordinacije preferiraju
kationi alkalijskih i zemnoalkalijskih elemenata (razmatranje na temelju HSAB principa, engl.
Hard and Soft (Lewis) Acids and Bases).'?® Istovremena koordinacija liganda putem fenonske
I karboksilne skupine (slika 31g) karakteristicna je za vete metalne katione poput Cd(II),
Tb(IIT), Gd(IIT) pri ¢emu nastaju polimerne vrste.!?” Obzirom na pretragu baze podataka i
katione koriStene pri sintezi kompleksnih spojeva u ovoj disertaciji za ocekivati je da ce
dominantan nacin koordinacije biti: (i) za Cu(ll) katione monodentatno vezanje putem
fenonskog kisika ili karboksilne skupine, (ii) za Ag(l) kation monodentatno vezanje putem

karboksilne skupine s tendencijom stvaranja koordinacijskih polimera.

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 59

M
‘ 0
O O
| ]
‘ ‘ 0] (0]
o 7 © ‘ (@) ‘ © OH ’ (@)
5 4M | ! \M
a) b) C)

o)
o) ‘ ‘ o)
o)
o) o)
M/ T~
d) e) f)
M
|
|
o) ‘ ‘ o)
M/ X o)
o) o)
M/ \M
9)

Slika 31. PretraZeni strukturni motiv u bazi podataka CSD (@) te nac¢ini vezanja metala na
kelidonsku kiselinu (chel) (b — g).
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Za maltol i njegove derivate se u bazi podataka CSD nalazi znatno vi$e informacija. U literaturi
je maltol opisan kao kelatni ligand koji koordinaciju s metalnim ionima ostvaruje preko
hidroksilatnog kisikovog atoma i kisikovog atoma C=0 skupine (slika 32). Stvara vrlo stabilne
petero¢lane kelatne prstenove s ionima veéih ionskih radijusa poput Ti%*, Zn?*, a njegova

stabilnost proizlazi iz ¢injenice da se vrlo lako deprotonira i djeluje kao anionski, bidentatni

ligand.1?8
O
= =
o)
= o
CH,

Slika 32. Nacin koordinacije metalnog iona (M) na maltol.

4.4. Vjerojatne molekulske strukture spoja K1

4.4.1. FT-IR spektroskopija

U spektru spoja K1 maksimumi pri 1642 cm™ i 1363 cm* mogu se pripisati antisimetri¢nim i
simetri¢nim vibracijama karboksilnih skupina (Av = 279 cm™). Rezultati FT-IR-a ukazuju i na
postojanje v(O-H) na 3000 cm™ i v(C-O) na 1055 cm™ i 1105 cm™. Prema literaturi,
apsorpcijska vrpca keto skupine se u IR spektru moze uoditi pri vrijednostima izmedu 1706 i
1720 cmL. Preklapanjem IR spektara spoja Ki i liganda HL1 (slika 33) uocava se da je
apsorpcijska vrpca keto skupine prisutna u ligandu na oko 1715 cm™. Takoder su vidljive
apsorpcijske vrpce nana 1132 i 611 cm koje se mogu pripisati slabim vibracijama u molekuli
etanola. Medutim, nisu zapazene apsorpcijske vrpce karakteristiéne za vibracije sulfatnog

aniona.1?
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Slika 33. Usporedni IR spektri spoja K1 (crveno) i liganda (HL1) (crno)

4.4.2. Termicka analiza

Termogravimetrijska krivulja pokazuje dva jasno razdvojena termic¢ka dogadaja (slika 34). U
prvom koraku uo¢avamo gubitak mase od 20,9 % Sto bi moglo upucivati na gubitak molekula
vode i molekula otapala (u ovom slu¢aju etanola). Deriviranjem TG krivulje, u prvom koraku
krivulje vidljiv je i medukorak u temperaturnom intervalu od 60 °C do 120 °C s gubitkom mase
od 9,2 % koji bi se mogao pripisati evaporaciji molekule etanola (racunato 13%). Drugi korak
u temperaturnom intervalu od 120 °C do 180 °C rezultira gubitkom mase od 11,3 % te se moze
pripisati evaporaciji dvije molekule vode (racunato 10,3 %). Na zalost ¢ak niti deriviranjem TG
krivulje ne moZe se jasno razaznati granica evaporacije molekula etanola i molekula vode. U
posljednjem koraku dolazi do naglog gubitka mase u temperaturnom intervalu 260 °C do 320
°C s gubitkom mase od 55 %, §to odgovara termickom raspadu jedne molekule liganda
(racunato 54,1 %). Preostala masa od 24,7 % nakon termicke razgradnje liganda postojana je
do temperature od 600 °C te se moze pripisati spoju CuO. Prema analizi, udio bakra u spoju je

19,5 % (racunato 18,6 % prema pretpostavljenoj formuli).
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Slika 34. TG (crno)/DSC (plavo) krivulje spoja Ka.

4.4.3. Vjerojatne molekulske strukture

Sukladno rezultatima analiza, molekula spoja Ki sastoji se od jednog Cu kationa u
oksidacijskom stanju +II, jedne molekule liganda, molekule etanola, dvije molekule vode i
jednog hidroksidnog iona. S obzirom na to da je odredeno oksidacijsko stanje Cu
(voltametrijom i NMR analizom) +II te da je prisutna samo jedna molekula liganda moze se
pretpostaviti da je u kompleksu doslo do koordinacije molekule etanola u neutralnoj formi na
Cu(Il) kation te koordinacije jedne molekule liganda u karboksilatnoj formi. Naboj Cu(ll)
kationa se vrlo vjerojatno neutralizira koordinacijom hidroksidnog iona. Molekule vode su vrlo
vjerojatno koordinirane na Cu(II) kation, na §to upucuje relativno visoka temperatura desorpcije
molekula vode (od 120 °C do 180 °C). Prema pregledu kristalografske baze podataka te

odradenim analizama moguce je predloziti tri molekulske strukture Ki spoja (slika 35 a, b i

C).22
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Slika 35. Vjerojatne strukturne formule spoja Ka.

U sve tri predlozene strukture racunati udio C i H iznosi 40,97 % 1 4,58 % $to se podudara S
eksperimentalno odredenim vrijednostima (C: 41,3 % i H: 4,33 %). Takoder, eksperimentalno
odreden udio bakra u spoju od 19,5 % dobro se slaZe s racunatim udjelom od 18,6 %. Odredena
neslaganja u eksperimentalno dobivenim udjelima vode i etanola u spoju mogu se objasniti
prisustvom necistoéa u spoju te mogucom evaporacijom molekula etanola pri nizim
temperaturama. Nazalost, detaljna analiza IR spektara koja bi otkrila radi li se o koordinaciji
etanola u anionskoj formi ili u neutralnom obliku nije moguca zbog preklapanja C—H 1 O—H
vibracija molekule liganda, molekula vode i etanola.

Od tri predlozene strukture, strukture b i ¢ su manje vjerojatne od strukture a. Struktura
b manje je vjerojatna zbog interakcije piranonskog kisika kao tvrde baze sa Cu(ll) kationom
kao srednje-slabom kiselinom (kao $to je i navedeno u prethodnom poglavlju) iako bi takva
koordinacija rezultirala oktaedarskom geometrijom Cu(ll) kationa. U strukturi ¢ koordinacija
fenonske skupine na Cu(II) bi morala biti popra¢ena manjim pomakom (crvenim pomakom)
C=0 vibracije u odnosu na nekoordinirani ligand §to nije uoceno usporedbom IR spektara
liganda HL1 i spoja K1. Struktura a u kojoj je Cu(II) monodentatno povezan s ligandom opazena
je kod kompleksnih spojeva s kelidonskom kiselinom, no zbog prisustva dvije karboksilne
skupine u tom ligandu takve strukture su uobicajeno polimerne te je Cu(Il) kation dodatno
koordiniran s anionima ili neutralnim molekulama poput piridina i vode.** Tako je predlozena
struktura a vjerojatnija od predlozenih struktura b i ¢, zbog ¢injenice da su kristalne strukture
Cu(Il) kompleksa u kojima je OH skupina terminalna rijetke i svojstvene kelatnim ili cikli¢kim

spojevima sa N-donornim ligandima®®! ne moze se sa sigurnoséu tvrditi da je to prava struktura
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spoja Ki. U vec¢em broju Cu-kompleksa, OH skupina se ponasa kao premosni ligand izmedu
dva kationa (u nekim spojevima ¢ak i izmedu tri i Cetiri Cu kationa) stoga bi alternativa
predlozenim strukturama bile strukture u kojima OH anion ima ulogu premosnog liganda.®*
13 Takoder, difraktogram uzorka K1 usporeden je s bazom podataka kristalnih struktura koja
su sadrzane u programu X'Pert HighScore Plus te nisu pronadena podudaranja s koriStenom
polaznom Cu(ll) soli, niti s nekom drugom jednostavhom strukturom. Prema rezultatima
analiza, spoj K1 zasigurno je kompleksni spoj s 1:1 stehiometrijskim omjerom ligand: metal te
prisutnim molekulama otapala. Naboj kationa je vrlo vjerojatno neutraliziran ligandom HL1 u

deprotoniranoj formi (L1") te terminalnim hidroksidnim ionom.

4.5. Vjerojatne molekulske strukture spojeva Kz i K3

4.5.1. FT-IR spektroskopija
U IR spektru spoja Kz (slika 36) maksimumi na 1639 cm™ i 1365 cm™ mogu se pripisati
antisimetriénim i simetriénim vibracijama karboksilnih skupina (Av = 274 cm™?) $to upuéuje na
monodentatno vezanje liganda na metal. Spektar takoder daje informacije o polozaju vibracija
hidroksilne skupine, ali kao i kod vecine sli¢nih spojeva javlja se problem u asigniranju IR
spektra u podruéju od oko 3500 cm™. Naime, kod hidratnih spojeva nailazimo na komplikacije
u tumacenju IR spektara u tom podruéju. Medutim, u nizu opisanih slucajeva, pojavljuje se
specifi¢na vibracija u obliku ,,ramena‘ (engl. shoulder) u podru¢ju od 3270 cm do 3586 cm™*
$to veéina autora pripisuje vibraciji istezanja OH aniona (Walker i suradnici).!® Uz Walkera
sli¢na je istrazivanja o hidrokso premostenim bakrovim kompleksima s 2-aminopiridinom
proveo i McWhinniel koji je vibraciju premosnog hidroksidnog iona opazio na 3300 — 3400
cm dok je Scargilll izvijestio 0 OH vibracijama na 3200 — 3500 cm™ u hidrokso kompleksima
rutenija.’® Informacije o polozaju premosnog hidroksidnog iona dobivene u ovom radu
podudaraju se s literaturnim navodima. U naSem slu¢aju ,,rame® u IR spektru spoja Kz opazeno
je na 3070 — 3410 cm™. U spektru ne nailazimo na vibracije karakteristi¢ne za acetatni ion.
Prema IR spektru, spoj Ks (slika 36) slican je spoju K2. Mogu se uociti tek manje razlike
u intenzitetima pojedinih apsorpcijski vrpci. Uslijed velike sli¢nostima IR spektara, moze se
pretpostaviti da je koordinacija liganda na metalni kation u spoju Kz identi¢na kao i u spoju Ko.
Mozemo se pretpostaviti da su i u spoju Ks ligandi vezani na metalni ion monodentatno. Vrpca
koja odgovara asimetri¢noj vibraciji karbokislatne skupine u ovom spoju nalazi se na 1647 cm~

! a simetri¢noj 1356 cm iz ega proizlazi: Av = 291 cm™. Niti u jednom od ova dva spektra
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ne uocavamo vrpcu na 2750 cm koja odgovara vibraciji OH skupine karboksilne kiseline,
stoga mozemo zakljuciti da se ligand nalazi u deprotoniranom obliku. U spektru spoja Ks
uodavamo ,,rame* na 3271 —3475 cm™ $to upucuje na postojanje premosnih hidroksidnih iona
u strukturi. U spektru nisu uo¢ene vrpce koje odgovaraju vibracijama karakteristi¢ne za nitratni

ion.136
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Slika 36. Usporedni IR spektri spojeva Kz (crveno) i Ks (crno).

4.5.2. Termicka analiza

FT-IR spektroskopija spojeva Kz i Kz pokazala je sli¢nu koordinaciju u spojevima, dok je
TG/DSC analizom utvrdena mala razlika u termickom raspada dva navedena spoja. Prvi korak
termiCkog raspada spoja K2 (slika 37a) predstavlja gubitak mase od 11 % u temperaturnom
intervalu od 60 °C do 180 °C. Analogni termicki raspad uocen je kod spoja Ks (slika 37b)
popracen gubitkom mase od 11,7 % S$to bi moglo odgovarati evaporaciji molekula vode i
termickom raspadu premosnih hidroksidnih iona.

Daljnjim zagrijavanjem spoj Kz se termicki raspada u jednom koraku u temperaturnom
podrucju od oko 220 °C. Ovaj termicki raspad popracen je gubitkom mase od 63,5 % S$to
odgovara termickom raspadu dviju molekula liganada. Za razliku od spoja Kz, kod spoja K3
ovaj termicki raspad se dogada na nesto visoj temperaturi od oko 240 °C do 250 °C (slika 37b)
s ukupnim gubitkom mase od 57 % (odgovara termickom raspadu dviju molekula liganada).
Termogravimetrijski odreden udio Cu u spoju Kz iznosi 18,4 % (uz pretpostavku da je ostatak
nakon izgaranja CuO). U spoju K3 termogravimetrijski odreden maseni udio bakra iznosi 19,68

% (uz istu pretpostavku kao za spoj Kz). Eksperimentalno odredeni udjeli bakra u spojevima
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K21 Ksrelativno se dobro podudaraju s podacima koji se mogu izracunati iz pretpostavljenih

formula tih spojeva (K2 20,7 %; Ks 22,0 %). Zaklju¢no, temeljem rezultata termicke analize

kao i rezultata IR spektroskopije moze se zakljuciti da su molekule spojeva K2 i K3 sli¢ne

strukture.
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Slika 37. TG/DSC krivulja spojeva: a) spoj Kz, b) spoj Ka.
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4.5.3. Rendgenska difrakcija na polikristalnom uzorku

Rezultati PXRD analize spojeva Kz i K3 pokazali su da iako postoje zamijetne razlike izmedu
dva difraktograma, postoje i dosta izrazena preklapanja. U difraktogramu spoja Ks (crveno)
uoceno je vise intenzivnih maksimuma pri 26 kutovima 12,6°, 13,4°, 18,5° i 26,3°. Difrakcijski
maksimumi pri 26 kutovima od 13,4° i 26,5° nisu prisutni u spoju Kz. Uz prisutne razlike u
difraktogramima uzoraka Kz i K3z moze se zakljuciti da se radi o dva spoja sli¢ne, ali ne
identi¢ne kristalne strukture. Iako ostale analize nisu utvrdile postojanje dodatnih tvari, odnosno

da su uzorci Kz i K3 smjese, ne moze se sa sigurnoscu iskljuciti takva mogucnost (slika 38).

—K

1 /a.u.

201°
Slika 38. Usporedni difraktogrami spoja Kz (crno) i Ks (crveno).

4.5.4. Vjerojatne molekulske strukture spojeva Kz i K3

Mnoga istrazivanja sedamdesetih 1 osamdesetih godina proSlog stoljeca zasnivala su se na
pripravi karboksilata i moguc¢im nacinima vezanja karboksilata s bakrovim(ll) ionima. Najvise
je u tom smislu istrazena huminska kiselina (2-nitrobiciklo[2,2,1]hept-5-en-2,3-dikarboksilna
kiselina). Bakrovi(ll) kompleksi s karboksilatnim liganadima predmet su velikog broja
istrazivanja vjerojatno zbog razli¢itih nac¢ina koordinacije.**’ Sukladno provedenim analizama
moze se pretpostaviti da se spojevi Kz i Kz (slike 39 i 40) sastoje od dviju molekula liganda,
dvaju bakrovih iona, premosnih hidroksidnih iona i molekula vode. Ciklickom voltametrijom i
NMR spektroskopijom potvrdeno je oksidacijsko stanje bakra +1I. S obzirom na to da postoje
odredene razlike u termogramima i difraktogramima spojeva Kz i Kz moze se pretpostaviti da

postoje i manje strukturne razlike u gradi molekula kompleksa. Kako je napomenuto ranije, IR
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spektar spoja Ks upucuje na slicnu koordinaciju liganda kao u spoju Kz (slika 36), stoga bi

molekulske strukture prikazana na slikama 39 i 40 najblize opisivala gradu spojeva.

OH, H,0 o
OH o
_ Cu—=0
OH
/ / N\ o)
O OH, OH,
o)

Slika 39. Vjerojatna strukturna formula spoja Ko.

Slika 40. Vjerojatna strukturna formula spoja Ks.

Difraktogrami praha spojeva Kz i Ks (Dodatak 8.2., slike D14, D15) usporedeni su s bazom
podataka kristalnih struktura koja je sadrzana u programu X'Pert HighScore Plus te nisu
pronadena podudaranja s koriStenom polaznom Cu(II) soli, niti s nekom drugom jednostavnom
strukturom. Prema eksperimentalno dobivenim i analiziranim podatcima, nastali su kompleksni
spojevi s 1:1 stehiometrijskim omjerom ligand: metal. Kristalne grade spojeva se medusobno

razlikuju i prema predlozenim strukturama moguce je da se radi o razli¢itim hidratima.
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Podaci o elementarnim éelijama spojeva Kz i K3 izraunati su pomo¢u programa EXPO!38

verzija 1.19.09 iz difraktograma praha, a navedeni su u Dodatku 8.3., tablica D1.
4.6. Vjerojatna molekulska struktura spoja Ka

4.6.1. FT-IR spektroskopija

IR spektar spoja Ka (slika 42) pokazuje vrpce na 1525 cm i 1386 cm™ koje se mogu pripisati
antisimetriénim i simetri¢nim vibracijama karboksilatne skupine (Av = 139 cm™) §to prema
literaturi upucuje na kelatni nacin vezanja (slika 41). U IR spektru spoja se ne uoc¢ava vrpca na
2750 cm™! kao niti u prethodnim sluéajevima §to govori u prilog deprotonaciji liganda HL.1.
Kao i u spektrima spojeva K2 i K3 i u spektru ovog spoja uo¢avamo ,,rame* izmedu vrijednosti

3219 — 3446 cm! §to ukazuje na prisustvo premosnih hidroksidnih iona, 35139

; TN
: (M)
Y e A

O

Slika 41. Kelatni nadin vezanja metala s karboksilatom (Av < 200 cm™1).
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Slika 42. Usporedni IR spektri spoja Ka (crveno) i liganda HL1 (crno).
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4.6.2. Termicka analiza

Termogravimetrijska krivulja spoja Ka (slika 43) ukazuje na termicku razgradnju u tri koraka.
Pri prvom koraku dolazi do gubitka mase (11,5 %) Sto odgovara izlasku molekula vode iz
molekule spoja. Iduc¢a dva koraka, koji se odvijaju na vrlo bliskim temperaturama (1. korak. pri
cca 250 °C; 2. korak pri cca 275 °C) predstavljaju termicke razgradnje dvije molekula liganda
HL1.Racunati udio vode u spoju (uz pretpostavku da su Cetiri molekule koordinacijske vode)
iznosi 11,78 % $to se dobro slaze s eksperimentalno odredenim podatkom (11,5 %). Razgradnja
prve molekule liganda odvija se pri 250 °C uz gubitak mase od 27,67 % dok je gubitak mase
za razgradnju drugu molekule liganda (275 °C) 29,35 %. Prema pretpostavljenoj formuli spoja
K4 maseni udio liganda bi bio 31 %. Ostatak mase od 25,0 % nakon zagrijavanja odgovara

udjelu bakra u spoju od 20,0 % (uz prepostavku da je nastao CuO).
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Slika 43. TG/DSC krivulja spoja Ka.

4.6.3. Vjerojatna molekulska struktura spoja Ka

Sukladno rezultatima analiza, moze se pretpostaviti da se molekula spoja Ka sastoji od dva Cu
kationa u oksidacijskom stanju +11, dviju molekula liganada, 4 molekule vode i 2 hidroksidna
premosna iona (slika 44). Prema rezultatima FT-IR spektroskopije, u ovom se spoju molekule
liganda i metalni ioni povezuju kelatno preko dva kisikova atoma karboksilne skupine.
Termicka analiza ukazuje na postojanje 4 molekule vode u strukturi. Elementnom analizom
spoja K4 dobiveni su sljede¢i maseni udjeli C (40,31 %) i H (3,33 %), dok racunati udjeli iznose
C (39,29 %) i H (3,37 %) sto takoder ukazuje na dobro slaganje pretpostavljene strukture i
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napravljenih analiza. Prema IR spektru, u strukturi se takoder nalaze hidroksidni ioni koji
djeluju kao premosni ligand. ,,Rame* se u spektru ovog kompleksa nalazi pri vrijednostima

3219 — 3446 cm™. Sli¢ne je spojeve pripravljao i istrazivao Walker, opée strukturne formule:

135
[kelat Cu < OH > Cu kelat] Yn - ZH:0
OH
gdje su kao kelatni ligandi koriSteni: 1,10-fenantrolin i 2,2'-bipiridin, a Yy su: Brz, Clz, PtCly,

(PFe)2.

O
O
o| ° |
OH
[ \§" o om0
/éu/ \C 7 | ©
H,O \OH/ li\o

Slika 44. Vjerojatna strukturna formula spoja Ka.

Difraktogrami praha spoja Ks (Dodatak 8.2., slika D16) usporedeni su s bazom podataka
kristalnih struktura koja je sadrzana u programu X'Pert HighScore Plus te nisu pronadena
podudaranja s koriStenom polaznom Cu(Il) soli, niti s nekom drugom jednostavnom
strukturom. Prema eksperimentalno dobivenim i analiziranim podatcima, nastao je kompleksni
spoj sa stehiometrijskim omjerom ligand : metal. 1:1. Podaci o elementarnoj ¢eliji spoja Ka
izraGunati su pomocu programa EXPO verzija 1.19.09. 1* iz difraktograma praha, a navedeni

su u Dodatku 8.3., tablica D1.
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4.7. Kiristalna i molekulska struktura spoja Ks

4.7.1. FT-IR spektroskopija

Usporedbom spektara liganda HL2 i spoja Ks (slika 45) uocen je izostanak vrpce koja odgovara
vibraciji C—-OH istezanja pri 3255 cm™ u spektru spoja Ks $to upucuje na deprotoniranje liganda
i vezanje metalnog iona na maltol. Prema Katritzkyju i Jonesu, apsorpcijska vrpca pri 1660 cm™
! u slobodnom maltolu pripisuje se C=0 vibraciji istezanja. Ove su vrijednosti nesto nize od
standardnih  frekvencija istezanja karbonila dijelom zbog mogucnosti stvaranja
intramolekulskih vodikovih veza.**® Uoceno je da je u kompleksima s maltolom polozaj ove
apsorpcijske vrpce snizen za oko 45 cm ! §to ukazuje na postojanje kelatne C=0 skupine. U
spektru ¢istog maltola vrpca koja odgovara vibraciji C=0 istezanja uo¢ava se na 1616 cm dok
se ista U kompleksu pomice na 1568 cm™ (razlika iznosi 48 cm™) §to je u suglasnosti s
literaturom. U IR spektru Ks uocena je jedna slaba do srednja vrpca na 719 cm™! §to bi moglo
uputiti na postojanje Cu—O vibracija.'*! U spektru nije uo¢ena vrpca koja bi odgovarala vibraciji
nitratnog iona. Osim u spoju Ks i u spoju K7 je metal takoder kompleksiran istim ligandom —
maltolom, stoga su njihovi IR spektri usporedeni (Slika 46). Vidljivo je da su IR spektri
oksovanadijevog(lV) maltolata (K7) i bakrovog(ll) maltolata (Ks) sli¢ni §to moze ukazati na

sli¢nu koorodinaciju oko metalnog iona.
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Slika 45. Usporedni IR spektri HL2 (crno) i spoja Ks (crveno).
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Slika 46. Usporedni IR spektri spoja Ks (crno) i Kz (crveno).

4.7.2. Termicka analiza

U termogramu spoja Ks (slika 47) opazena je termic¢ka degradacija koja se odvija u jednom
koraku, a koja odgovara gubitku dvije molekule liganda HL> (eksperimentalno odredeno 70,0
%). Razgradnju prati jedan o$tar egzotermni maksimum na DSC krivulji koji uo¢avamo pri
temperaturi od 220 °C. Udio bakra racunat iz preostale mase nakon zagrijavanja (24,0 %) uz
pretpostavku da je nastao CuO, iznosi 19,2 % $to se vrlo dobro slaze prema izracunu iz formule

(20,2 %). Prema rezultatima termalne analize, u strukturi spoja Ks se ne nalazi otapalo.
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Slika 47. TG/DSC krivulja spoja Ks.

4.7.3. Vjerojatne molekulske strukture spoja Ks

U literaturi su poznate strukture spojeva Cu(Il) koji sadrze maltol, ali i dodatne ligande poput
2,2"-bipiridina i 1,10-fenantrolina (kompleksi s mijesovitim ligandima).1#? Maltol je bidentatni
ligand koji naj¢esce stvara kelatne komplekse. Sukladno rezultatima analiza, spoj Ks sastoji se
od jednog bakrovog kationa u oksidacijskom stanju +11 i dvije molekule liganada L.

Prema rezultatima FT-IR spektroskopije, u ovom se spoju molekule liganda i metalni
ioni povezuju kelatno preko dva kisikova atoma liganda L2: karbonilnog kisika i Kisika iz
deprotonirane OH skupine. Termicka analiza uputila je na zakljuc¢ak da se u strukturi ne nalaze
molekule vode, a IR spektroskopija je potvrdila da se niti nitratni ioni ne nalaze u spoju Ks.
Ciklickom voltametrijom i NMR spektroskopijom potvrdeno je da se bakar nalazi u
oksidacijskom stanju +I1. Elementnom analizom dobiveni su sljedeci udjeli: C (45,67 %) i H
(3,19 %), koji se vrlo dobro podudaraju s teoretski dobivenim udjelima: C (45,94 %) i H (3,21
%). lako do danas nisu objavljene strukture Cu(ll)-maltolata, literatura je bogata podatcima o
sli¢nim spojevima. Spojeve sli¢ne spoju Ks istrazivao je Molokoane, koji je pripravio i rijesio
kristalnu i molekulsku strukturu spoja bis(3-hidroksi-1,2-dimetil-4-piridonato)bakar(I1).143
Navedeni spoj u strukturi umjesto liganda iz skupine hidroksipiranona sadrzi ligand iz skupine
hidrokispiridinona (HP). HP su bidentatni ligandi metalnih iona u podrucju fizioloskog pH Sto
je osnova njihova raznolikog bioloskog djelovanja. Sintetski se naj¢eS¢e modificiraju

uvodenjem supstituenata na razli¢ite polozaje njihove osnovne heterociklicke strukture.!®

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 75

Molokoane je spoj bis(3-hidroksi-1,2-dimetil-4-piridonato)bakar(l1) dobio sintezom u otopini,
a kao izvor metala koristio je bakrov(l1) acetat dihidrat kojeg je dodavao u alkoholnu (metanol)
otopinu liganda (3-hidroksi-1,2-dimetil-4-piridon) uz zagrijavanje na 60 °C 4 sata. Podatci FT-
IR spektroskopije podudaraju se s rezultatima naSeg istrazivanja (Vc=c = 1546,2 cm*, nase
istrazivanje: Vc=c = 1568 cm L ve.o=1258 cm™, 1282 cm™! nase istrazivanje: Vc-0 =1202 cm
1278 cm™1) $to upucuje na istovjetnu koordinaciju spojeva.

Molokoane je pripravio mononuklearni kompleks u kojem je bakar koordiniran s dvije
molekule liganda ¢ije su metilne skupine u trans poloZaju, a koje su vezane na bakrov(ll) ion
preko kisika C=0 i deprotonirane O-H skupine. Geometrija spoja Ks je kvadratna planarna s
tetrakoordiniranim bakrom (KB = 4). Sukladno dobivenim eksperimentalnim podatcima
moguce je pretpostaviti strukturu u dvjema konfiguracijama: cis i trans (slika 48).

Difraktogrami praha spoja Ks (Dodatak 8.2., slika D17) usporedeni su s bazom
podataka kristalnih struktura koja je sadrzana u programu X'Pert HighScore Plus te nisu
pronadena podudaranja s koristenom polaznom Cu(II) soli, niti s nekom drugom jednostavnom
strukturom. Prema eksperimentalno dobivenim i analiziranim podatcima, nastao je kompleksni

spoj sa stehiometrijskim omjerom ligand : metal. 2:1.

CH,

O\O\/O/O O~ ™ \
§ \\/CU‘\O/ - “\/'\ S
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Slika 48. Vjerojatne strukturne formule spoja Ks:

a) cis izomer spoja Ks, b) trans izomer spoja Ks.
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4.7.4. Kristalna i molekulska struktura spoja Ks

U svrhu rjesavanja molekulske i kristalne strukture spoja Ks izolirani su pogodni jedini¢ni
kristali. Rijesena molekulska struktura podudara se s pretpostavljenom molekulskom gradom
dobivenom obradom rezultata provedenih analiza (slika 49a). Molekula spoja Ks sadrzi
bakar(Il) ion na koji su kooridinirane dvije molekule maltola sa metilnim skupina u trans
polozaju. Veza bakra s ligandom ostvaruje se preko hidroksilatnog kisikovog atoma i kisikovog
atoma karbonilne skupine, ¢ineci stabilan petero¢lani kelatni prsten (49 a-c). U strukturi spoja
Ks ne nalaze se molekule otapala. Spoj kristalizira u monoklinskom sustavu, a prostorna grupa
je C2lc.

Slika 49. a) Molekulska struktura izdvojene jedne molekule spoja Ks; b) Molekulska

struktura spoja Ks sa shemom numeriranja atoma. VVodikovi atomi prikazani su sferama
proizvoljnog polumjera, a nevodikovi atomi elipsoidima pomaka, uz razinu vjerojatnosti 50
%; c) prikaz pakiranja molekula spoja Ks u jedni¢noj ¢eliji.
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U kristalnoj strukturi su uo¢ene dominantne medumolekulske interakcije i to izmedu atoma
C141032 (3,171(11) A i kutem od 145,7°) te C34 1 021 (udaljenost: 3,179(13) A i kutem od
139,7°). Takoder je uoc¢eno da se molekule spoja Ks medusobno povezuju i 7w interakcijama
od kojih je najdominantnija ona ostvarena izmedu centroida C¢9 i Cg12 s udaljenos$cu od 3,643

A (Slika 50).

Slika 50. Prikaz medumolekulskih interakcija i & interakcija u molekulskoj strukturi spoja
Ks.

U strukturi Ks nalaze se tri neovisne molekule spoja (49 b), a u koordinaciju Cu(ll) atoma ulaze
I atomi kisika iz susjednih molekula (ispod i iznad). U asimetri¢noj jedinici nalaze se tri
polovice molekule kompleksa jer atomi bakra leZe na centrima simetrije. Molekule spoja Ks se
u kristalnu strukturu slazu na nacina da se molekule spoja s atomom Cu3 povezuje se
interakcijama atoma bakra Cu3 i atoma kisika O31 s duljinom od 2,997 A. Molekule s atomima
bakra Cu2 i Cul povezuju se medusobno tako da se atom bakra Cu2 povezuje s atomom Kisika
012 s duljinom veze od 2,916 A, te atom bakra Cul koji se povezuje sa atomom kisika O12
susjedne molekule, a duljina veze iznosi 2,881 A (Slika 51). Rijesena kristalna struktura spoja
Ks dokazala je pretpostavku da je koordinacija oko Cu(ll) iona kvadratna, ali isto tako i da tezi
geometriji izduzenog oktaedra. Ovakva vrsta distorzije naziva se Jahn-Tellerov efekt, a opisuje
se kao geometrijska distorzija nelinearnih molekularnih sustava koja smanjuje simetriju, a i
energiju sustava (sustav prelazi u stabilnije stanje). Kristalografski podatci strukture spoja Ks

navedeni su u tablici 5, a parametri uto¢njavanja strukture se nalaze u Dodatku 8.4.
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Slika 51. Slaganje molekula spoja Ks u kristalnu strukturu. Molekule spoja s atomom Cu3

povezuje se interakcijama atoma bakra Cu3 1 atoma kisika O31 s duljinom od 2,997 A (plave

crtkane linije). Molekule s atomima bakra Cu2 i Cul povezuju se medusobno tako da se atom

bakra Cu2 povezuje s atomom kisika O12 s duljinom veze od 2,916 A, te atom bakra Cul koji

se povezuje sa atomom kisika O12 susjedne molelule, a duljina veze iznosi 2,881 A.

Tablica 5. Kristalografski podatci spoja Ks.

Empirijska formula C12H10CuOp
M; 313,75
Prostorna grupa C2/c
Kristalni sustav Monoklinski
alA 29,031 (2)
b/A 17,6175(14)
c/A 7,1822 (5)
al® 90
Bl° 95,002 (7)
yl° 90
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V/A3 3662,4 (5)
VA 12
Peale glem? 1,746
u/ mm™! 2,746
F(000) 644,0
T/K 169,98 (10)
Ukupan br. refleksa 5982
Br. neovisnih refleksa 1936
Podaci/ogranic¢enja/parametri 788 /0/183
R*, wR" [I>26(])] 0,0421
Rine 0,0436
Apmin, Apmax /e A3 0,38 /0,24

4.8. Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) u otopini bakrovih(l1)
kompleksa (K1 — Ks)

NMR spektri triju bakrovih kompleksa (K1 — Ks) u otopini DMSO-ds vrlo su sli¢ni te pokazuju
samo jedan set signala u *H i *C spektrima. Zbog paramagneti¢nog utjecaja iona bakra (p)NMR)
u 'H spektrima pripravljenih kompleksa, u podrucju od 8,00 do 7,30 ppm, uodeno je prosirenje
rezonantnih linija u odnosu na iste signale u spektrima slobodnih liganada. Snimanjem 'H
spektara u viSem 1 niZem magnetskom polju (SW = 170 ppm, olp = 30 ppm, olp = 70 ppm)
nisu primijeceni dodatni signali. Numeracija liganada HL1 i HL2 koriStena pri asignaciji

spektara NMR prikazana je na slici 52.

a) Kromon-2-karboksilna kiselina (HL1) b) Maltol (HL2)

Slika 52. Numeracija ugljikovih atoma liganada a) HL1 i b) HL2 koristena pri asignaciji
spektara NMR.
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13C NMR spektri bakrovih kompleksa K1 — Ka bili su informativniji od *H spektara. Kod *3C
NMR signala atoma oksokromona (C-5 — C-8 i C-10) zabiljezen je tek mali pomak nakon
kompleksiranja (Adcoord = + 1,5 ppm). Adcoord Se definira kao razlika kemijskog pomaka signala
u kompleksu i u slobodnom ligandu, a izrazava se u jedinicama ppm.

IzraCunata razlika pokazuje da su ti atomi udaljeniji od koordinacijskog mjesta metalnog
iona. U spektrima su opazene samo dvije (C-4 i C-9) od pet rezonancija atoma 3C smjestenih
blize mjestu vezanja iona bakra(Il). Rezonancije su vrlo Siroke, s niskim intenzitetom i
znacajnim hiperfinim pomakom (Adcoord > 8 ppm) prema visim frekvencijama.

Signal jezgre C-4 je pronaden pri 188,8 (K1), 194,0 (K2), 192,6 (K3), 193,8 (K4) ppm,
a jezgre C-9 pri 164,2 (K1), 168,9 (K2),167,6 (Ks) i 168,2 (K4) ppm. Rezonancije preostalih
atoma 3C (C-2, C3, C-11), koji su prostorno najblizi metalnom ionu, nisu detektirane u
spektrima kompleksa, vjerojatno zbog paramagnetskih uc¢inaka bakrovog(II) iona (slika 53).
Unato¢ dugoj akviziciji, u *C NMR spektru spoja Ks, osim signala otapala, nije zabiljezen niti

jedan signal kompleksa.
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Slika 53. Usporedba 150 MHz *C NMR spektar: (a) Ligand HL1, b) K3, ¢) K2, d) K3, e) Ka.
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4.9. Empirijska formula spoja Ke

4.9.1. FT-IR spektroskopija

IR spektar spoja Ks (slika 54) pokazuje apsorpcijske vrpce na 1631 cm™ i 1356 cm™ koje se
mogu pripisati antisimetri¢nim i simetri¢nim Vvibracijama karboksilatne skupine. Razlika
izmedu navedene dvije vrpce (Av = 275 cm™) prema literaturi upuéuje na monodentatni nac¢in
vezanja $to je do sada zapazeno u svim spojevima, osim u spoju Ka. U IR spektru spoja Ke se
ne uocava vrpca koja odgovara vibraciji OH skupine karboksilne kiseline sto govori u prilog
deprotonacije liganda HLi1. U spektru se ne vide vrpce koje odgovaraju vibracijama
karakteristi¢cnima za sulfatni anion. Apsorpcijska vrpca na 991 cm koja se prema literaturi
dovodi u vezu s postojanjem V=0 skupine, postoji i u spektru ovog spoja, ali je vrlo slabog
intenziteta. Preklapanjem IR spektara slobodnog liganda HL1 i spoja Ke vidimo da dolazi do

pomaka polozaja apsorpcijskih vrpci te da se nastali spoj razlikuje od slobodnog liganda.
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Slika 54. Usporedni IR spektri liganda HL1 (crno) i spoja Ks (crveno).

4.9.2. Termicka analiza

TG/DSC krivulja pokazuje termicku razgradnju spoja Ke u dva koraka. U prvom koraku dolazi
do gubitka mase (12,7 %) Sto bi odgovaralo izlasku dvije molekule vode $to se dobro slaze s
rac¢unski odredenim podatkom (12,9 %). Daljnji gubitak mase iznad 300 °C od 42 % odgovara
razgradnji jedne molekule liganda. Ostatak mase od oko 45 % moze se pripisati ostatku V205
(slika 55).
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Slika 55. TG/DSC krivulja spoja Ke.

4.9.3. Empirijska formula spoja Ke

Na temelju rezultata analiza nije bilo moguce pretpostaviti strukturu spoja. Ke Ciklicki
voltamogram ovog spoja takoder nije pokazao oksidacijsko-redukcijska svojstva sto je
potvrdilo da vanadij nije bio elektroaktivan u tom kompleksu zbog njegove koordinacije s
ligandom. Budu¢i da sli¢cni spojevi nisu nadeni u bazi CSD nije bilo moguce dokazati
vjerojatnost strukture stoga je predlozena samo empirijska formula izvedena iz podataka
karakterizacije spoja: C10HoVOr. Predlozena se formula dobro podudara s udjelima C i H atoma
dobivenih elementnom analizom: C, 40,95, H, 3,07 %. Nadeno: C, 39,67 %, H, 2,88 %. lako
nije bilo moguce predloziti vjerojatnu strukturu spoja on je ipak bioloski prou¢avan. Usporedba
rentgenskih difraktograma spoja Ke i liganda HL1 (Dodatak 8.2., slika D18) pokazuje da je
nastali spoj drugacije kristalne strukture. Rentgenski difraktogrami dobivenog i polaznih
spojeva usporedeni su s bazom podataka u programu X'Pert HighScore Plus te nisu pronadena
podudaranja s koriStenom polaznom vanadijevom soli, niti s nekom drugom jednostavhom

strukturom.

4.10. Kristalna i molekulska struktura spoja K7
4.10.1. FT-IR spektroskopija
Preklapanjem IR spektara slobodnog maltola i spoja K7 (slika 56) uocavaju se bitne razlike u

polozajima apsorpcijskih vrpci §to upucuju na nastanak novog spoja. U spektru spoja Kz nema
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vrpce koja odgovara C—OH istezanju koja se u spektru slobodnog maltola nalazi se na 3257
cm, $to ukazuje na deprotonaciju liganda i vezanje metalnog iona. U spektru spoja opazen je
vrlo o$tar maksimum pri 991 cm™ §to ukazuje na prisutnost V=0 skupine.

Ista su opazanja u svom istrazivanju iznijeli Parajon-Costa i Baran koji su karakterizirali
bis(maltolato)oksovanadij(IV) FT-IR i Ramanovom spektroskopijom.}* Unato¢ tome $to
spojevi s maltolom nisu toliko neuobicajeni, ipak nisu detaljno provedene i komentirane
spektroskopske analize, a u literaturi su dostupni samo djelomicni spektroskopski podatci za
neke od njih. Sto se ti¢e vrpci koje odgovaraju M—O (metal—kisik) vibracijama, u nekim
spojevima maltola s dvovalentnim / trovalentnim metalnim kationima (Cu?*, Ti?*, Fe**) uo¢en

je barem jedan o$tar maksimum kao u spoju K7 (991 cm™1).244
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Slika 56. Usporedni IR spektri spoja K7 (crveno) i liganda HL2 (crno).

4.10.2. Termicka analiza

Termickom analizom uoceno je da se termicka razgradnja odvija u dva koraka. Prvi korak prati
gubitak mase od 20,61 % uz egzotermni maksimum na DSC krivulji. Drugi korak prati gubitak
mase od 50,76 % kojeg takoder prati egzotermni maksimum na DSC krivulji, §to odgovara
gubitku dviju molekula liganda (racunato: 78 %). Ostatak mase od oko 30 % moze se pripisati
V205 odnosno masenom udjelu vanadija od 16,8 %. Razgradnja liganda se odvija u
temperaturnom rasponu od 240 do 340 °C (slika 57).
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Slika 57. TG/DSC krivulja spoja K.

4.10.3. Vjerojatna molekulska struktura spoja Kz

Spoj K7 (bis(maltolato)oksovanadij(IV)) pripravljen je sintezom u otopini pri povisenoj
temperaturi iz VOSO4-H20 i liganda HL2 (maltol). Prvi opisi sinteza ovog spoja spominju se
1995. godine i razlikuju se od sintetskog puta predstavljenog u ovom doktorskom radu. Orvig
i suradnici®® su spoj pripravili iz VOSO4-3H20 kojeg su otapali u vodi pri povisenoj
temperaturi i dodavali u vodenu otopinu maltola. Reakcijsku smjesu su neutralizirali do pH 8,5
s vodenom otopinom KOH (0,481 mol dm™3). Smjesa je potom refluksirana preko no¢i, a nakon
hladenja na sobnu temperaturu, izoliran je produkt ljubicaste boje.

U naSem istrazivanju umjesto trihidrata koristen je monohidrat oksovanadijevog(IV)
sulfata, a smjesa je neutralizirana s 0,1 mol dm™ NaOH(aq). Osim navedenog, refluks je trajao
24 sata, a izolirani produkt bio je tamno ljubicaste boje. Prinosi reakcija su podjednaki: 88,0 %
(Orvig) i 81,2 % u nasem istrazivanju. Spojevi su ispitani FT-IR i NMR spektroskopijom,
elementnom analizom i ciklickom voltametrijom u oba istrazivanja, a strukturna istrazivanja
napravljenjena su rendgenskom difrakcijom praha i jedinicnog kristala. Eksperimentalno
odreden udio ugljika u spoju iznosi 45,70 % (racunato: 45,45 %), a vodika 3,13 % (racunato:
3,18 %). Racunati i eksperimentalno dobiveni podatci medusobno se dobro slazu i s literaturnim
podatcima. Na temelju rezultata provedenih analiza predlozena je molekulska struktura spoja
K7 (slika 58). Koordinacijski poliedar oko vanadij(IV) iona moze se opisati kao kvadratna

piramida s vanadijem u sredistu. Okso ligand zauzima aksijalni polozaj, dok se ekvivalentni
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vezni atomi na asimetricnim kelatnim ligandima nalaze u trans polozaju. Opis strukture

odreden je prema Hansonu i suradnicima koji su strukturno karakterizirali BMOV u otopini

EPR (engl. Electron Paramganetic Resonance) spektroskopijom. Rezultati

voltametrije potvrdile su oksidacijsko stanje vanadija, a ono iznosi +IV.14¢

CH,
0
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Slika 58. Vjerojatna strukturna formula spoja K.

ciklicke

Kao $to je navedeno ranije, kristalna i molekulska struktura ovog spoja rijesena je i objavljena

1995. godine (Orvig i suradnici).}*® Usporedeni su difraktogrami praha spoja koji je poznat u

literaturi i spoja koji je pripravljen u ovom istrazivanju te je ustanovljeno da su nastali istovjetni

produkti (slika 59).
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Slika 59. Usporedni difraktogrami praha spoja iz literature ZIWTAA (crno) i spoja K7

(crveno).
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4.10.4.Kristalna i molekulska struktura spoja

U svrhu rjeSavanja molekulske i kristalne strukture spoja K7 izolirani su pogodni jedini¢ni
kristali). Struktura dobivena u ovom istrazivanju je ista kao ve¢ publicirana struktura
(ZIWTAA)¥, ali je snimana pri nizoj temperaturi (170 K). Strukturu spoja moze se opisati kao
§to je i prethodno predlozena (4.10.3.): koordinacija oko vanadij(IV) iona je kvadratno
piramidalna s ionom vanadija u srediStu, a pet atoma kisika u vrhovima piramide, okso ligand
se nalazi u aksijalnom polozaju dok se ekvivalentni vezni atomi nalaze na asimetricnim
kelatnim ligandima u trans polozaju (slika 60). Stehiometrijski omjer metal:ligand je 1:2. Spoj
kristalizira u monoklinskom sustavu u prostornoj grupi P2i/n. U strukturi nisu prisutne
molekule otapala. Kristalografski podatci spoja K7 navedeni su u tablici 6. Parametri

uto¢njavanja strukture nalaze se u Dodatku 8.4.

Tablica 6. Kristalografski podatci spoja K.

Empirijska formula Ci12H1007V
M 317,14
Prostorna grupa P21/n
Kristalni sustav Monoklinski
alA 7,3557 (4)
b/A 12,609 (2)
c/A 13,1208 (6)
al® 90
Bl° 97,446 (2)
yl° 90
VA3 1206,7 (2)
VA 4
Pealc g/em’ 1,746
4/ mm™! 7,198
F(000) 644,0
T/K 169,98 (10)
Ukupan br. refleksa 2355
Br. neovisnih refleksa 788
Podaci/ograni¢enja/parametri 788/0/183
R, wR® [I226(])] 0,0421
Rint 0,0436
Apmin, Apmax / e A~ 0,38/-0,24
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Slika 60. a) Molekulska struktura spoja Kz sa shemom numeriranja atoma. VVodikovi atomi
prikazani su sferama proizvoljnog polumjera, a nevodikovi atomi elipsoidima pomaka, uz

razinu vjerojatnosti 50 %; b) prikaz pakiranja molekula spoja K7 u jedni¢noj ¢eliji.

4.11. Vjerojatna molekulska struktura spoja Ks

4.11.1. FT-IR spektroskopija

U spektru spoja K (slika 61) vrpce pri 1616 cm i 1369 cm™ mogu se pripisati antisimetri¢nim
1 simetricnim vibracijama karboksilnih skupina. Razlika izmedu navedene dvije vrpce (Av =
247 cm™) prema literaturi upuéuje na monodentatni nacin vezanja (Av = 247 cm ) liganda na
metal. U ovom spektru se ne opaza “rame” kao u spektrima Kz, Ks i K4 §to upucuje na zakljucak
da se u ovom spoju ne nalaze premosne OH skupine. Takoder, u spektru nedostaje vrpca na

2750 cm™ kao i vrpca na 1740 cm™ §to znaci da je ligand u karboksilatnom obliku.
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Slika 61. Usporedni IR spektri liganda HL1(crno) i spoja Ks (crveno).

4.11.2. Termicka analiza

Termi¢kom analizom uoceno je da se termicka razgradnja spoja odvija u tri koraka (slika 62).
Prvi korak prati gubitak mase od 38,61 % uz egzotermni maksimum na DSC krivulji. Drugi
korak prati gubitak mase od 17,76 % kojeg takoder prati egzoterman maksimum na DSC
krivulji, §to odgovara gubitku molekule liganda. Ostatak mase spaljivanja iznosi 36,0 %,
odnosno udio srebra je 33,0 % ako se uzme u obzir da nastaje Ag20. Prema predloZenoj
strukturnoj formuli (slika 64) udio srebra u spoju je 36,0 % S$to se dobro slaze s

eksperimentalnim podatcima.
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Slika 62. TG/DSC krivulja spoja Kas.
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4.11.3.Vjerojatna molekulska struktura spoja Ks

Sukladno analiziranim podatcima dobivenim eksperimentima, spoj Ks sastoji se od
srebrovog(l) iona (Ag") vezanog na karboksilatni oblik kromon-2-karboksilne kiseline u
omjeru 1:1 Rezultati ciklicke voltametrije i NMR spektroskopije potvrdile su oksidacijsko
stanje srebra +I. Prema dobivenim rezultatima IR spektroskopije, ligand i Ag" vezani su
monodentatno. Deacon i Phillips!#® istrazivali su IR spektre mnogih karboksilatnih kompleksa
poznatih kristalnih struktura s naglaskom na komplekse srebra te su donijeli korisne zakljucke
o0 korelaciji frekvencija istezanja karboksilata i geometrije njegovih spojeva. Karboksilatni ion
obi¢no se koordinira s metalnim ionima na nekoliko nac¢ina; opazeno je da su vrijednosti Ay =
Vasym(COO) — vsym(COO) u monodentatnim kompleksima veée od 200 cm™!. U veéini slucajeva,
kompleksi s Av < 200 cm ™! sadrze kelatne i/ili premosne karboksilatne skupine. Navedeno ipak
ne moze biti jedini temelj izravne korelacije, budu¢i da postoji i niz iznimaka koji ne slijede
ovo pravilo, stoga je potrebna i detaljnija kristalografska analiza ovakvih spojeva.
Prouc¢avanjem karboksilnih skupina FT-IR spektroskopijom moguce je odrediti monodentatnu,
kelatnu i/ili premosnu koordinaciju u metalnim kompleksima, kao i prirodu veze Ag-ligand (od

ionske do primarno kovalentne) (slika 63).14

O O—Ag 0
</ < <\
“-\ {\ _— /} Ag
O—Ag O—=Ag o) 7
a) b) c)

Slika 63. Nacini koordinacije karboksilatnog iona s metalnim kationom: (a) monodentatni

nacin, (b) premosni nacin, () kelatni (izobidentatni).

Rezultati elementne analize se podudaraju s predlozenom formulom (eksperimentalno dobiveni
udjeli: C (39,57 %) H (2,04 %), teorijski dobiveni udjeli: C (40,44 %) i H (1,70 %). U
koordinacijskoj kemiji, srebrov(l) ion se uvelike koristi zbog svoje karakteristike mekog
akceptora kao i zbog relativno fleksibilne koordinacijske sfere. Takva koordinacijska sfera
omogucuje srebrovu(l) ionu koordinaciju razli¢itim ligandima u razli¢itim geometrijama kao i
heteroatomima Sto rezultira Sirokim nizom mogucih koordinacijskih spojeva srebra(I). lako se

Cesto smatra da Ag(I) preferira linearnu koordinaciju, pretragom strukturnih baza podataka kao
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i dostupnih radova, nadeno je da je od 3319 kristalnih struktura kompleksa srebra(l), u 24,0 %
spojeva KB (koordinacijski broj) za srebrov(l) ion iznosi 2, dok 23,0 % spojeva pokazuje KB
3, a ¢ak u 44,0 % spojeva srebro ima koordinacijski broj 4, dok preostalih 9,0 % pokazuju
koordinacijske brojeve vece od Cetiri, u kojima koordinacijsku sferu obi¢no popunjavaju
molekule otapala ili anioni.!4" 148

Iz svega navedenog, vidljivo je da spojevi u kojima se nalazi srebrov(l) ion uglavnom
pokazuje linearnu, trigonsku i tetraedarsku koordinaciju. Srebro ima veliki afinitet za tvrde
donorske atome kao $to su dusik ili kisika te atome mekih donora kao §to je sumpor, §to ga Cini
povoljnim gradivnim blokom za stvaranje koordinacijskih polimera. Osim koordinacijskih
polimera, srebrovi kompleksi ¢esto stvaraju i dimere. Grozdicki i suradnici*® u svom su
preglednom radu izvijestili da srebrovi(l) karboksilati tvore premosne dimere kao u
[Ag2(OOCCeHs)2] koji se potom agregiraju i tvore polimerne mreze (npr. [Ag(OOCCF3)]n,
[Ag(OOCC(CHa)3]n, [AgGOOC(CH3)CC(H)CHz]n. Njihova slaba topljivost i osjetljivost na
svjetlost ¢ine ih zahtjevnima za strukturna ispitivanja. U literaturi nisu poznati kompleksi u
kojima je srebro(l) monokoordinirano (KB=1), stoga je moguca struktura spoja Ks dobivenog
ovim istrazivanjem, predlozena u obliku polimera koji je, prema literaturnim podatcima, ujedno

i najceséi koordinacijski motiv srebrovih(l) kompleksa (slika 64).149

Slika 64. Vjerojatna strukturna formula spoja Ks.

Difraktogram praha spoja Ks usporeden je s difraktogramom praha liganda HL.1 te je vidljivo
da je nastao spoj drugacije kristalne strukture od polaznog liganda. Takoder, difraktogrami
spojeva su usporedeni s bazom podataka kristalnih strukture koja je sadrzana u programu X'Pert
HighScore Plus te nisu pronadena podudaranja s koriStenom polaznom soli AgNOs niti s nekom
drugom jednostavnom strukturom. Prema eksperimentalno dobivenim i analiziranim

podatcima, nastao je kompleksni spoj s stehiometrijskim omjerom ligad:metal u omjeru 1:1.
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4.12. Kristalna i molekulska struktura spoja Kg

4.12.1.FT-IR spektroskopija

Naslici 65 usporedeni su IR spektri spoja Ko (crno), liganada HL1 (plavo) i L3 (crveno). Pomak
vrpci koje odgovaraju simetri¢nim i antisimetri¢énim vibracijama karboksilne skupine iznosi
273,9 cm™? $to upuéuje na deprotonaciju liganda HL1 i monodentatno vezanja na Cu(ll) ion.
Apsorpcijska vrpca vidljiva na 462 cm™ ukazuje na postojanje odnosno vibraciju Cu—N veze,

avrpca na 845 cm™! ukazuje na prisutnost nitratnog iona u strukturi.*>
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Slika 65. Usporedni IR spektri liganada HL1 (plavo), Ls (crveno), i spoja Ko (crno).

4.12.2.Kristalna i molekulska struktura spoja Ko

Spoj Ko dobiven je sintezom u otopini mijeSanjem vodene otopine bakrova(Il) nitrata trihidrata
te alkoholnih otopina liganada HL1 i L3 u stehiometrijskom omjeru 1:1:1. Nakon 4 dana nastali
su tamnozeleni prizmatski kristali. Spoj sadrzi bakrove(ll) ione (potvrdeno ciklickom
voltametrijom) na koji su koordinirane molekule oba liganda koristenih prilikom sinteze (slika
66). Ligand Li vezan je monodentatno na bakrov(ll) ion preko karboksilne skupine.
Monodentatno vezanje potvrdeno je i FT-IR spektroskopijom koja je pokazala da pomak
apsorpcijske vrpce koja odgovara simetriénim i antisimetriénim istezanjima karboksilne
skupine iznosi 273,9 cm™! (slika 65). Na bakrov(lIl) ion vezan je i ligand L3 i to, o¢ekivano,
putem oba dusikova atoma. Koordinacijska sfera je popunjena dvjema molekulama vode. U
strukturi se jo$ nalazi i jedna molekula liganda HL1 vodikovim vezama (slika 67) vezana za

ligand L1 koordiniran izravno na Cu(Il) atom. U strukturi se nalaze i nitratni ioni, $to je
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potvrdeno i FT-IR spektroskopijom. Spoj kristalizira u triklinskom sustavu, prostorna grupa je
P-1. Ostali kristalografski podatci nalaze se u tablici 7. Buduéi da u literaturi do sada nije
poznat niti jedan spoj s kromon-2-karboksilnom kiselinom, ova struktura pokazuje na¢in na
koji se ona moze koordinirati na metalni ion. Takoder, monodentatno vezanje predvideno jeiu
pretpostavkama struktura K1 — K3. Stoga ova struktura i rezultati IR spektroskopije mogu
potvrditi da je najces¢i nacin koordinacije ovakvog tipa liganda na metalni ion upravo
monodentatni. Na slici 68 nalazi se prikaz medumolekulskih interakcija (vodikovih veza)
prisutnih u kokristalu, $to je ocekivano s obzirom na veliki broj molekula koje mogu stvarati
vodikove veze poput nitratne skupine i molekula vode, kao i liganada HL..

Najdominantnija vodikova veza ostvarena je H5 atoma liganda HL:1 izravno vezanog na
bakrova(ll) ion i O4 atoma molekule liganda HL1 koordinacijske sfere kokristala, vezna
udaljenost navedenih atoma iznosi 2,525 A, avezni kut 162,7(17). Ostali kristalografski podatci

nalaze se u tablici 7, a parametri uto¢njavanja u Dodatku 8.4.

Slika 66. Molekulska struktura spoja Ko sa shemom numeriranja atoma. Vodikovi atomi
prikazani su sferama proizvoljnog polumjera, a nevodikovi atomi elipsoidima pomaka, uz
razinu vjerojatnosti 50 %. Prikazana je samo dominantna faza uneredenog nitratnog aniona

(52 %).
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Slika 68. Prikaz medumolekulskih interakcija u spoju Ko.
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Tablica 7. Kristalografski podatci za spoj Ko.

Empirijska formula C30H25CuN3014
M, 715,07
Prostorna grupa P-1
Kristalni sustav Triklinski
alA 7,3344 (8)
b/A 14,0701 (2)
c/A 14,9844 (2)
al® 105,3332 (14)
pl° 100,4284 (12)
yl° 101,0329 (11)
V/A3 1419,2 (4)
VA 2
Peac g/ em? 1,673
u/ mm! 1,826
F(000) 734,0
T/K 170,15
Ukupan br. Refleksa 19757
Br. neovisnih refleksa 4932
Podaci/ogranicenja/parametri 4932 /4 /469
R*,wR" [I>26(])] 0,0352
Rine 0,0379
Apmin, Apmax /e A7 0,36/—0,38

4.13. Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) u otopini kompleksa Kg, K7
I Ks
Za razliku od bakrovih, NMR spektri vanadijevih kompleksa (Ks i K7) medusobno se znacajno
razlikuju. Gubitak OH signala u *H spektrima oba kompleksa, razlike u kemijskim pomacima
'H signala u spektrima kompleksa i liganada (Adcoora/ppm) i to kod atoma H-3 (Ke), H-5 i H-6
(K7), te kod jezgri *C za C-2 i C-3 (Ke) te C-2 i C-5 (K7), i nemoguénost otkrivanja C-3 i C-4
signala u kompleksu Kz nakon kompleksacije, ukazuje na kompleksaciju liganada HL1i HL2 S
vanadijevim ionom preko atoma kisika karboksilne skupine u Ke te preko atoma O-3 i O-4 u
K7 (slika 69). Zbog niske koncentracije otopina uzoraka, dvodimenzijska H i C
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heteronuklearna tehnika korelacije kroz dvije do Cetiri veze (HMBC) nije pomogla u asignaciji
spektra kompleksa niti otkrivanju mjesta vezanja metala na ligand u kompleksima bakra (K1 —
Ks).

8
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Slika 69. Usporedba 150 MHz *C NMR spektar : a) Ligand HL1, b) Ks, ¢) Ks, d) Ligand
HL2e) Kr.

4.14. Odredivanje lipofilnosti spojeva i liganada
Poznavanje strukturnih karakteristika novosintetiziranih spojeva osnova je za odredivanje
njegovih fizikalno-kemijskih svojstava poput lipofilnosti spoja. Lipofilnost je fizikalno-
kemijsko svojstvo koje utjece na topljivost spoja, apsorpciju iz probavnog trakta, prolazak kroz
stani¢nu membranu, transport i prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru, ulazak u ciljani organ i
metaboliziranje / izlu¢ivanje molekule spoja (engl. Absorption, Distribution, Metabolism and
Excretion — ADME).*®152 Poznavanje lipofilnosti novih molekula, a posebno onih koji
iskazuju biolosku aktivnost je znacajno jer omogucuje vodenje i prilagodbu sintetskoga puta s
ciljem razvoja potencijala spoja u smjeru oralno primjenjivog farmaceutika.

Lipofilnost spoja se odreduje koeficijentom razdiobe (engl. Partition coefficient —P) izmedu
organske (1-oktanol) i vodene faze sustava, a koji se definira kao omjer koncentracija spoja u
smjesi dvaju otapala koja se ne mijeSaju u ravnotezi. Danas se za odredivanje lipofilnosti preko

koeficijenta razdiobe najcesce primjenjuju raCunalni sustavi koji su dostupni on line.

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 96

Jedan od njih je i SwissADME s metodom WLOGP implementiranom od strane Wildamna
i Crippena %313 Program racuna dekadski logaritam koeficijenta razdiobe (log Pow) te se
izrazava u obliku logPow (engl. logP octanol/water). Izraunate vrijednosti ukazuju na
hidrofilnu molekulu ako je vrijednost logP negativna (log Pow < 0), odnosno na lipofilnu
molekulu kada je vrijednost logPow pozitivna (Iog Pow > 0). U slucajevima jednake razdiobe u
obje faze vrijednost iznosi log Pow = 0. Odredivanje log Pow vrijednosti je znacajan dio pravila
Lipinskog 5 definiranih 1997. godine koja se odreduju za svaku novosintetiziranu molekulu
koja iskazuje potencijal za farmaceutski razvoj. Pravila definiraju karakteristike koje treba imati
spoj farmakoloSkog potencijala:

1. Molekulska masa spoja treba biti manja od 500 g mol™ radi jednostavnijeg prolaska

kroz bioloske membrane.
2. Dekadski logaritam koeficijenta razdiobe (log Pow) treba biti u intervalu 0,4 — 5,0.
3. Manje od 5 donora vodikove veze.

4. Ne vise od 10 akceptora vodikove veze.

U osnovi, molekule koje imaju vrijednost log Pow izmedu 1,35 i 1,8 su kandidati za oralnu
primjenu s dobrom apsorpcijom u probavnom sustavu, dok spojevi koji imaju log Pow 0ko 2
dobro prolaze krvno-mozdanu barijeru.’®® U skladu s navedenim pravilima za pripravljene
komplekse (K1 — Ko) i ligande (HL1, HL2 i L3) odredena je vrijednost log Pow (tablica 9).
Spojevi Ki, Ks, K7 i Ks potpuno slijede pravila Lipinskog. Spojevi bakra(ll) i kromon-2-
karboksilne kiseline u kojima se prema predlozenoj formuli nalaze dvije molekule kromon-2-
karboksilne kiseline (K2, Ks, K, Ko) ne ispunjavaju dva od ¢etiri Pravila Lipinskog. Njihove
molekulske mase su veée od 500 g mol™ i posjeduju vise od 10 akceptora vodikove veze.
Unato¢ neslaganju s pravilima Lipinskog, log Pow vrijednost im je u rasponu izmedu 0,4 i 5.

Dobivene spoznaje su polaziste za buduce modifikacije sintetskog puta ovih kompleksa.
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Tablica 9. Vrijednosti log Pow kompleksa i liganada.

Oznaka kompleksa/liganda log Pow
K1 1,37
Ko 1,98
Ks 2,33
K 1,80
Ks 1,62
Ks 2,40
K7 1,50
Ks 1,41
Ko 2,50
HL, 1,33
HL. 0,35
Ls 2,14

Rezultati log Pow vrijednosti za sve komplekse upucuju na to da se lipofilnost molekule
povecala za sve novosintetizirane spojeve u odnosu na slobodne ligande. Odredivanje log Pow
vrijednosti ima znacajnu ulogu kod razumijevanja bioloskog u¢inaka kompleksnih spojeva Ki—

K.

4.15. Evaluacija antiproliferativnog djelovanja

4.15.1. Procjena antiproliferativnog ucinka kompleksnih spojeva K1—Kg 1 slobodnih liganada
na 2D stanic¢nim modelima u uvjetima in vitro

a) Spojevi s bakrom(11)

Spoj Kz pri najveéoj ispitivanoj koncentraciji (10> mol dm~3) znacajno inhibira stani¢ni rast te
stani¢no prezivljenje linija iznosi: Hep G2 (36,0 % p < 0,0001), HT-29 (46,8 % p < 0,0001),
KATO I (51,2 % p < 0,001) i NCI-H358 (59,7 % p < 0,05) znacajno snizeno.

Na zdravim stanicama (MRC-5) pri svim ispitivanim koncentracijama, spoj pokazuje
ujednacenu inhibitornu aktivnost te je stani¢no prezivljenje vece od 50 % (p < 0,001). Tumorske
stani¢ne linije Caco-2 i MDA-MB-231 nisu osjetljive na prisustvo spoja Ki na §to ukazuje i

postotak prezivljenja pri najvecoj koncentraciji koji iznosi 92,0 % odnosno 78,0 % (slika 70).
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Slika 70. Antiproliferativni u¢inak spoja K1 odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisti¢ki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

Za razliku od spoja Kz, spoj Kz pokazuje slabiju antiproliferativnu aktivnost na ispitivanim
stanicnim linijama. Cetiri stani¢ne linije: Caco-2, MDA-MB 231, KATO Il i HT-29 nisu
pokazale osjetljivost na prisutnost spoja Kz. Najvecu osjetljivost je pokazala stani¢na linija Hep
G2 kod koje je stanicno prezivljenje, gledajuci silazni niz ispitivanih koncentracija, kako slijedi:
30,5 % (p < 0,0001), 60,3 % (p < 0,05) i 67,8 % (p < 0,05). NCI-H358 linija pokazuje
osjetljivost samo pri najvecoj koncentraciji (10> mol dm=) pri ¢emu stani¢no preZivljenje
iznosi 52,5 % (p < 0,05). Osjetljivost MRC-5 linije na prisustvo spoja Kz je sli¢na kao i kod
spoja Kz, pri ¢emu je prezivljenje pri najvecoj koncentraciji 49,7 % (p < 0,0001) (slika 71).
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Slika 71. Antiproliferativni u¢inak spoja K2 odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisti¢ki znacajnu razliku (*p < 0,05, §p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

.....

koncentraciji (10~ mol dm~>) znacajno suprimira rast Hep G2 (32,4 %, p < 0,0001), HT-29 i
NCI-H358 (54,0 %, p < 0,001). Pri manjim koncentracijama, spoj ne pokazuje znacajan
anitproliferativni u¢inak na testirane stani¢ne linije. MRC-5 je podjednako osjetljiva na

prisustvo spoja u svim trima ispitivanim koncentracijama u vrlo uskom rasponu od 52,4 % do
58,1 % (p < 0,0001) (slika 72).
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Slika 72. Antiproliferativni u¢inak spoja Kz odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisticki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

Rezultati pokazuju da serija bakrovih spojeva ostvaruje najzapazeniji antiproliferativan u¢inak
na stani¢noj liniji Hep G2. Sli¢an trend dosad opisanih rezultata uocava se i testiranjem spoja
K. Nakon aplikacije ovim spojem, najznacajnija osjetljivost vidljiva je na stani¢noj liniji Hep
G2 kod koje je prezivljenje pri 10° mol dm=30,4 % (p < 0,0001) te 57,4 % (p < 0,001) pri 10
® mol dm~3. Druge osjetljive stani¢ne linije pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji su: KATO III
(41,9 %, p < 0,05), HT-29 (45,6 %, p < 0,05) i NCI-H358 (53,0 %, p < 0,05). Stani¢ne linije
MDA-MB-231 i Caco-2 su, kao i kod prethodnih spojeva bakra, neosjetljive bez obzira na
primijenjenu koncentraciju. MRC-5 se pokazala neosjetljivom na prisustvo spoja Ka $to ¢ini
znacajnu razliku u odnosu na rezultate koje je pokazala serija bakrovih spojeva Ki—Ka.
Prezivljenje zdrave stani¢ne linije (MRC-5) je visokih 89,1 % do 95,4 %. Uocava se visoki

postedni u¢inak na normalne stanice (slika 73).
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Slika 73. Antiproliferativni uéinak spoja K4 odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (¥; #; §) oznacava statisticki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

Spoj Ks za razliku od serije spojeva Ki — K4 umjesto kromon-2-karboksilne kiseline u svojoj
strukturi sadrzi maltol, ali se ipak zadrzava ponavljaju¢i trend citotoksi¢nosti kao 1 u
ispitivanjima prethodnih bakrovim spojevima. Pri najve¢oj koncentraciji (10> mol dm=)
najnize uo¢eno prezivljenje pokazuje stani¢na linija KATO III (32,4 %, p < 0,0001), slijede
Hep G2 (35,6 %, p <0,001), HT-29 (42,2 %, p < 0,05) i NCI-H358 (55,2 %, p < 0,05). Preostale
dvije ispitivane koncentracije spoja Ks nisu rezultirale zna¢ajnim antiproliferativnim u¢inkom
na ispitivanim linijjama. Stani¢no preZivljenje je viSe od 78 %. Izuzetak su KATO III stanice
koje su se pokazale kao najosjetljivija stanicna linija. Supresija stani¢nog rasta je uocena pri
svim koncentracijama. Pri veé spomenutoj najve¢oj koncentraciji, kao na preostale dvije (107
mol dm=i 107 mol dm~®) zabiljeZeno je znadajnije antiproliferativno djelovanje spoja Ks na
KATO Il koje je rezultiralo stani¢nim prezivljenjem od 54,7 % 1 63,9 % (p < 0,05). MRC-5
nije osjetljiva na spoj Ks $to je vidljivo iz visoke stope prezivljenja (> 85,0 %) pri svim

apliciranim koncentracijama (slika 74).
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Slika 74. Antiproliferativni u¢inak spoja Ks odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisticki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

b) Spojevi s vanadijem(1V)
Spojevi Ke i K7 u svojim strukturama sadrze oksoavanadijev(IV) ion umjesto bakrovog(Il) iona
stoga je zabiljezena razlika u antiproliferativnom uéinku u odnosu na bakrove spojeve
o¢ekivana. Spoj Ks u¢inkovitost pokazuje samo pri najvecoj koncentraciji (10> mol dm=) na
stani¢nim linijama: MDA-MB-231 (29,0 % p < 0,0001), KATO 111 (46,5 %, p <0,05), Hep G2
(49,6 %, p < 0,05), MRC-5 (54,0 %, p < 0,05) i NCI-H358 (58,1 %, p < 0,05). Stanice
kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2 i HT-29) su neosjetljive na djelovanje spoja Ka.
Stani¢na linija Hep G2 otpornija je na djelovanje spoja Ke nego na uc¢inak serije spojeva od Ki
do Ks. Takoder je znacajna promjena u antiproliferativnom djelovanju spoja Ks na stani¢nu
liniju karcinoma dojke (MDA-MB-231) koja je pokazala neosjetljivost na djelovanje
kompleksa bakra. Snazan supresivni u€inak na stani¢ni rast upucuje na selektivnost vanadijevih

kompleksa prema MDA-MB-231 stani¢noj liniji (Slika 75).
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Slika 75. Antiproliferativni u¢inak spoja Ke odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisticki znacajnu razliku (*p < 0,05, §p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

Spoj Kz za razliku od spoja Ks u svojoj strukturi sadrzi maltol umjesto kromon-2-karboksilne
kiseline. Iako spoj sadrzi maltol, trend protutumorske ucinkovitosti spojeva K7 i Ks su
istovjetni. Znac¢ajna antiproliferativna aktivnost se uo¢ava pri najvecoj koncentraciji (2,5 x 10~
% mol dm~3) za MDA-MB-231 (29,2 %, p < 0,0001), Hep G2 (45,3 %, p < 0,05), MRC-5 (47,2
%, p < 0,05), KATO Il (51,3 %, p < 0,05), NCI-H358 (58,4 %, p < 0,05). Najmanje zna¢ajna
osjetljivost na djelovanje spoja uocena je kod stani¢nih linija izoliranih iz kolorektalnog

adenokarcinoma: Caco-2 i HT-29 (slika 76).
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Slika 76. Antiproliferativni u¢inak spoja K7 odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisti¢ki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

Kalindemirtas je u istrazivanju provedenom 2022. godine pokazao da novosintetizirani
oksovanadijevi(lV) kompleksi s tetradentatnim tiosemikarbazonima kao ligandima iskazuju
citotoksi¢ni u¢inak na stanice raka dojke: MDA-MB-231 i MCF-7. Kao pozitivna kontrola
koriSten je cisplatin, a rezultati su uputili na to da vanadijevi spojevi imaju zna¢ajno visi toksi¢ni
ucinak na ispitivane stanice raka dojke stanice nego cisplatin, ali naZalost i negativan u¢inak na
zdrave stanic¢ne linije: HUVEC 1 3T3. U njihovom istrazivanju je dokazano da prisutnost tiofena
i fluoro skupina u kompleksima oksovanadija(lV) s tiosemikarbazonom znacajno poveéava
citotoksi¢nu aktivnost kompleksa na stanicama raka dojke.**

Jedan od moguc¢ih mehanizama djelovanja vanadijevih spojeva na stanice raka dojke je izravna
interakcija citostatika na DNA molekulu $to posljedi¢no dovodi do povecanja razine stanica
“uhvacenih” u G2/M fazi stanicnog ciklusa u kojoj stanice sintetiziraju mitoticke komponente
i odvajaju duplicirani DNA u ekvivalentne stanice kéeri.'®® Spoj Ks pokazuje znadajnu
antiproliferativnu aktivnost na stanicama MDA-MB-231, ali za razliku od spoja K7 pokazuje
znacajniju citotoksi¢nost i na zdravoj stani¢noj liniji MRC-5 koju pri koncentraciji od 2,5 -10~
® mol dm~3 inhibira za oko 50 %. Iz navedenog se jasno moze vidjeti korelacija izmedu jacine

inhibitornog ucinka spojeva na rast stani¢nih linija i primijenjene koncentracije. Spojevi Kkoji
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pokazuju biolosku aktivnost, pokazuju ju ve¢inom pri najvecoj koncentraciji (2,5 -10~°> mol dm’
%). Bududi da su spojevi Kes i K7 pokazali zna¢ajnu citotoksi¢nost na stanicama raka dojke
buduca istrazivanja ovih 1 slicnih spojeva trebalo bi usmjeriti prema ispitivanju bioloSkog

ucinka na drugim stani¢nim linijama karcinoma dojke.

€) Spoj sa srebrom(l)

Protutumorski u¢inak spoja Kgznacajno se razlikuje od djelovanja prethodno opisanih spojeva.
Spoj pokazuje protutumorski u¢inak na svim ispitivanim stani¢nim linijama. Pri najvecoj
koncentraciji (10° mol dm™) inhibicija stani¢nog rasta je vrlo izrazena te je stani¢no
prezivljenje vrlo nisko (p < 0,0001) u nizu kako slijedi: KATO 111 (2,3 %), Caco-2 (3,9 %),
HT-29 (4,2 %), MDA-MB-231 (6,1 %), Hep G2 (8,1 %), NCI-H358 (17,2 %). Zdrava stani¢na
linija pri koncentraciji 10~ mol dm=prezivljava samo 17,9 % $to je najniZe uoéeno prezivljenje
zdrave stani¢ne linije tijekom provedbe eksperimenta.

Sljedeéa u nizu koncentracija (10% mol dm~3) pokazala je zna¢ajan antiproliferativni u¢inak na
KATO Il (11,7 %, p <0,0001), HT-29 (39,1 %, p < 0,001), Hep G2 (46,2 %, p < 0,001), MDA-
MB-231 (53,0 %, p < 0,001).

Pri najmanjoj koncentraciji (10~ mol dm=) spoj Ks je doveo do supresije stani¢nog rasta na
trima stani¢nim linijama: MDA-MB-231, KATO III 1 Hep G2. Prezivljenje navedenih linija je
snizeno uz visoku razinu znacajnosti (p < 0,001) zbog niske koncentracije apliciranoga spoja i
iznosi: 59,6 %, 61,8 % 1 67,2 %. lako je stani¢no preZivljenje vise od 50 %, niska koncentracija

spoja Ks ukazuje na njegov visoki antiproliferativni potencijal (slika 77).
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Slika 77. Antiproliferativni u¢inak spoja Ks odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisticki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

Vecina srebrovih kompleksa ima slicne mehanizme djelovanja, a jedan od njih je i oslobadanje
Ag" iona koji ulaze u stani¢ne membrane i naruSavaju ravnotezu intracelularnog transporta.
Srebrovi kompleksi su veliki izazov za ovo podru¢je djelovanja jer je pokazano da brzo gube
svoju uinkovitost zbog prebrzog oslobadanja Ag* iona. Ovaj bi se problem potencijalno mogao
rijeSiti kompleksiranjem srebra s ligandima koji pokazuju veliku tendenciju snaznog vezanja za
metalne katione $to bi dovelo do ciljanog, usporenog otpustanja kompleksa u stanice.'®’
Srebrov(l) kompleks, Ks, se pokazao kao spoj s najvi$im inhibitornim u¢inkom i
znacajnom citotoksi¢nost na svim ispitanim stani¢nim linijama, ukljucujuéi i zdravu stani¢nu
liniju te je pretpostavka da bi u€inak na 3D modelima u prvom tretmanu bio vrlo intenzivan,
dok bi u ponovljenom tretmanu isti u¢inak potencijalno izostao. Spojevi koji pokazuju rezultate
intenzivne citotoksi¢nosti ¢e teSko kasnije biti primjenjivi i korisni za daljnja ispitivanja buduci
da invazivno djeluju i na zdravu stani¢nu liniju. Zbog navedenog, spoj Ks je iskljucen iz daljnje

bioloske evaluacije.
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d) Spoj bakra(ll) s HL: i L3 ligandima
Spoj Ko je mijesani kompleks koji uz bakrov(ll) ion i kromon-2-karboksilnu kiselinu u svojoj
strukturi sadrzi dodani 2,2'-bipiridin (L3). Ovakvo mijesanje dva liganda je rezultiralo spojem
koji je visoko specifican za Caco-2 stani¢nu liniju koju inhibira za 94,8 % pri koncentraciji 10~
® mol dm™ (p < 0,0001) odnosno 81,3 % pri koncentraciji 10° mol dm=3 (p <0,0001). Hep G2
stani¢na linija je pri najvecoj ispitivanoj koncentraciji (10~ mol dm=3) u prisustvu spoja Ko
inhibirana 79,7 % (p < 0,0001). Ostale stani¢ne linije (MDA-MB-231; NCI-H358; KATO llII;
HT-29) ukljucujuéi normalne stanice (MRC-5) su se pokazale neosjetljivima na prisustvo spoja
Ko neovisno o primijenjenoj koncentraciji (slika 78). Budu¢i da ni jedan ligand (HL1 (slika 79)
I L3 (slika 81)) ne pokazuju protutumorsku aktivnost mozemo pretpostaviti da je uoceni
protutumorski uc¢inak na Caco-2 i Hep G2 stani¢ne linije rezultat sinergistickog djelovanja HL1
i L3 liganda s bakrovim(I1) ionom. Specifi¢nost i selektivnost spoja Kg prema Caco-2 stani¢noj
liniji je znatno viSe izrazena u odnosu na preostale spojeve koji sadrze bakar i kromon-2-
karboksilnu kiselinu (K1 — Ks), a vjerojatni razlog takvom djelovanju je upravo prisustvo 2,2'-
bipiridina. 2,2'-bipiridin se ¢esto koristi prilikom sinteze bioloski aktivnih spojeva kao ligand s
planarnom geometrijom (kut izmedu piridinskih prstenova je 2,9°).1%¢ Sto je planarnost
molekule izrazenija, to je njena mogucnost umetanja u strukturu DNA jaca, $to upucuje na
interkalaciju kao moguéi mehanizam djelovanja spoja koji sadrzi 2,2"-bipiridin®®® kao §to je
slu¢aj s spojem Ko. Osim razlike u afinitetu spojeva K1 — Ks i spoja Kg prema Caco-2 stani¢noj
liniji uocena je i razlika u odnosu na HT-29 stani¢nu liniju koja je neosjetljiva na prisustvo
spoja Ko, ali je pokazala osjetljivost na druge bakrove spojeve (K1 — Ks). Razlog razli¢ite
osjetljivosti tumorskih stani¢nih linija debelog crijeva Caco-2 i HT-29 na bakrove spojeve

potrebno je dodatno ispitati.
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Slika 78. Antiproliferativni u¢inak spoja Ko odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija tri nezavisna
mjerenja provedena u triplikatu. (*; #; §) oznacava statisticki znacajnu razliku (*p < 0,05, 8p

< 0,001, #p < 0,0001) u odnosu na kontrolne stanice.

e) Slobodni ligandi: HL1, HL2, L3
Za razliku od kompleksa, antiproliferativni ucinak liganada nije uofen ni pri jednoj
koncentraciji niti na jednoj ispitivanoj stani¢noj liniji. PreZivljenje svih stani¢nih linija vise je
od 80,0 % (slike 79-81). Izostanak citotoksi¢nog uéinka liganada HL1, HL2 i L3 na ispitivane
stani¢ne linije upucuje na zaklju¢ak da je uoceni protutumorski ucinak, rezultat djelovanja
novih metalnih kompleksa (Ki—Kg). Nase istrazivanje korelira sa sli¢nim istrazivanjem
Carlanda i suradnika’™ koji je prilikom ispitivanja bioloske aktivnosti slobodnog maltola u
odnosu na kompleksni spoj rutenija i maltola, ustanovio da maltol ne iskazuje protutumorski
ucinak ako nije vezan za metalni kation.

Ligand doprinosi ukupnoj bioloSkoj ucinkovitosti kompleksa, budu¢i da moze
modulirati ciljanje i citotoksi¢nost metala u spoju, kao $to je bio slucaj i u nasem istrazivanju —
modulacija spoja Ks ligandom L3 (slika 78). Jedna od funkcija liganada je prijenos metalnih
iona (engl. metal ion carrier) te se prema rezultatima naSeg istrazivanja moze pretpostaviti da
ligandi potencijalno prenose ione bakra(Il), vanadija(IV) 1 srebra(I) do odredenih bioloSkih

meta u stanicama.®
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Slika 79. Antiproliferativni uéinak liganada HL1. Antiproliferativni u¢inak odreden je MTT
testom tijekom 72 sata. Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeti¢ka sredina i standardna

devijacija tri nezavisna mjerenja provedena u triplikatu.

Dodatno, ligand znatno utjece na lipofilnu/hidrofilnu prirodu nastalog kompleksa i moze
odrediti njegovu topljivost u izvanstani¢nim teku¢inama kao i sposobnost prolaska kroz lipidni
dvosloj staniéne membrane.'®! Rezultati protutumorske aktivnosti Ki — Ko spojeva prate

rezultate logPow vrijednosti koji pokazuju da su spojevi lipofilni §to je dobar pokazatelj da

spojevi prolaze kroz stani¢nu membranu.
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Slika 80. Antiproliferativni uéinak liganada HL2. Antiproliferativni u¢inak odreden je MTT
testom tijekom 72 sata. Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeti¢ka sredina i standardna

devijacija tri nezavisna mjerenja provedena u triplikatu.
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Slika 81. Antiproliferativni u¢inak liganada L3. Antiproliferativni u¢inak odreden je MTT
testom tijekom 72 sata. Rezultati ispitivanja su prikazani kao aritmeti¢ka sredina i standardna

devijacija tri nezavisna mjerenja provedena u triplikatu.
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4.15.2. Vrijednosti ICsp i indeksa selektivnosti (SI)

UnatoC tome Sto su svi pripravljeni spojevi pokazali biolosku aktivnost, uocava se razlicit
intenzitet protutumorske aktivnosti. Protutumorska aktivnost svih ispitivanih kompleksa (K1 —
Ko) i liganada (HL1, HL2, L3) dodatno je procijenjena odredivanjem koncentracije koja
rezultira s 50 % inhibicije stani¢nog rasta — 1Cso.1% Iako je gotovo nemoguce dobivene rezultate
usporediti s literaturnim podatcima buduci da se radi 0 novim metalnim spojevima, razvidno je
da su svi spojevi bioloski aktivni te da potencijal inhibicije stanicnog rasta pri kojem se postize
manje od 50 % vijabilnih stanica ostvaruju pri koncentraciji nizoj od 20 pmol dm= (tablica
10).

Tablica 10. ICso vrijednosti istrazivanih spojeva i liganada.

I1Cs0/ pmol dm-3

Stanic¢na
linija K1 K2 Ks Ka Ks Ks K7 Ks Ko Ligandi
MRC-5 10,3 9,9 10,9 18,0 171 10,8 9,4 3,6 >20 >20
Hep G2 7,2 6,1 7,0 6,1 7,1 9,9 9,1 2,2 4,1 >20
KATO 1 10,2 12,2 12,2 8,3 6,5 9,3 8,4 0,5 >20 >20
HT-29 9,4 13,5 10,8 9,1 8,4 17,8 17,3 0,8 >20 >20
MDA-MB-
15,6 15,7 16,6 144 15,9 5,8 5,8 1,2 >20 >20
231
Caco-2 18,4 18,3 19,0 15,9 16,6 18,8 16,8 0,8 1,1 >20
NCI-H 358 11,9 10,5 10,9 10,6 111 11,6 11,7 3,5 11,6 >20

Vrijednosti oznacene crvenom bojom predstavljaju spojeve sa zna¢ajnom citotoksi¢nosti (1Cso < 10 pmol dm-3)

Test citotoksi¢nosti je pokazao da su novi metalni kompleksi (Ki—Ko) ucinkoviti u inhibiciji
stani€nog rasta, ali se osjetljivost stani¢nih linija prema kompleksima razlikuje. Indeks
selektivnost (engl. Selectivity index — SlI) je vrijednost koja ukazuje na razlike u afinitetu
kompleksnog spoja prema odredenoj stani¢noj liniji 1 §to je vrijednost visa to je afinitet spoja
prema stani¢noj liniji jace izrazen (tablica 11).1°

Preduvjet za odredivanje indeksa selektivnosti je odredena ICso vrijednost za tumorske i
normalnu stani¢nu liniju. SI vrijednosti istrazivanih spojeva ukazuju da spoj Ki pokazuje

selektivnost prema Hep G2, KATO I1l i HT-29 stani¢noj liniji. K2 iskazuje viSu selektivnost
samo prema Hep G2 stani¢noj liniji, dok je Kz selektivan prema Hep G2, HT-29 i NCI-H358
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stanicama. Kod spojeva Ka, Ks i Ks protutumorska aktivnost je prisutna kod svih ispitivanih
stani¢nih linija, ali je najviSe naglasena prema KATO III stani¢noj liniji. Vanadijevi spojevi Ke
I K7 prema SI vrijednosti potvrduju da je njihova aktivnost usmjerena prema MDA-MB-231
stani¢noj liniji. Najvecu selektivnost medu isptivanim spojevima iskazuje spoj Ko prema Caco-
2 stani¢noj liniji (SI = 19,4) §to je ujedno i najvisa izraCunata selektivnost prema ispitivanim
tumorskim linijama.

Tablica 11. Vrijednosti indeksa selektivnosti (SI) novosintetiziranih spojeva K1 — Ka.

Stani¢na Indeks selektivnosti (SI)
linija K1 K2 Ks Ka Ks Ks Kz Ks Ko
Hep G2 1,431 1,622 1,557 2,951 2,408 1,090 1,033 1,636 4,912
KATO Il 1,001 0,811 0,893 2,169 2,630 1,162 1,119 7,200 -
HT-29 1,095 0,733 1,001 1,978 2,035 0,606 0,543 4,500 -
MDA-MB-
e 0,660 0,630 0,656 1,250 1,075 1,862 1,621 3,000 -
Caco-2 0,559 0,541 0,573 1,132 1,030 0,574 0,559 4,500 19,4

NCI-H 358 0,866 0,942 1,000 1,698 1,540 0,931 0,803 1,028 1,736

Vrijednosti oznacene crvenom bojom predstavljaju spojeve sa znaajnom citotoksi¢nosti (SI >1)

4.15.3. Procjena antiproliferativnog ucinka kompleksnih spojeva K31 Ks MTT testom na 3D
stanicnim modelima (kultiviranim u ploc¢i s V- dnom) u uvjetima in vitro

Ispitivanje citotoksi¢nosti na 2D stanicnim modelima prvi je korak u odredivanju
protutumorskog potencijala novih spojeva koji se time kvalificiraju za daljnja ispitivanja in
vitro. Za daljnju procjenu citotoksi¢nosti u ovom istrazivanju odabrani su bakrovi spojevi Kz i
Ka. Zanimljivo je da su oba spoja binuklearna, kao i da sadrze odreden broj molekula vode koje
mogu pomo¢i prilikom ulaska i zadrzavanja u stanicama. Uspostavom 3D modela svih
ispitivanih stani¢nih linija najkompaktnijima su se pokazali sferoidi stani¢nih linija: MRC-5,
Caco-2, HT-29, na kojima je ispitan uc¢inak bakrovih spojeva Kz i K4 u 3D kulturi.

MTT test evaluacije proveden je nakon 3 dana (jednokratno) i 6 dana (viSekratno)
izlozenosti sferoida ispitivanim spojevima. U€inak ispitivanih kompleksa tijekom jednokratnog
tretmana na Caco-2 sferoid pokazao je da spoj Ks pri koncentraciji 10® mol dm= pokazuje
inhibicijski u¢inak od 53,9 % (p < 0,05), a pri koncentraciji od 10> mol dm= ima inhibicijski
ucinak od 60,4 % (p < 0,05). Tijekom viSekratnog tretmana djelovanje spoja K3 na istoj

stani¢noj liniji pokazalo je manji inhibicijski u¢inak nego pri jednokratnom tretmanu, i to pri
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koncentraciji od 10° mol dm=19,2 %, a pri koncentraciji od 10° mol dm™ 28 %. Statisticki
znacajna razlika je uocena u vremenu kultivacije sferoida (p < 0,01) pri ¢emu je vidljivo da duzi
period uzgoja stanica (6 dana) doprinosi rastu sferoida bez obzira na koncentraciju prisutnog
spoja Ka. Inhibicijsko djelovanje spoja Ks na Caco-2 stani¢nu liniju je vrlo slabo §to nam
pokazuje udio vijabilnih stanica koji u oba vremenska tretmana (3 i 6 dana) iznosi od 98,3 %
do 118,9 % (slika 82). Za razliku od Caco-2 sfere, sferoid HT-29 stanica je pokazao znacajnu

osjetljivost 1 redukciju stani¢nog rasta u prisustvu spoja Kas.
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Slika 82. Antiproliferativni u¢inak spoja K3 na 3D stani¢nim modelima. MTT test evaluacije
proveden je nakon 3 dana (jednokratno) izlozenosti stanica ispitivanom kompleksu. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija tri bioloska ispitivanja provedena
u 9 tehnickih ponavljanja. (*; #) oznacava statisticki znacajnu razliku (p< 0,05; p < 0,01) u
odnosu na a) kontrolne stanice; b) koncentracije (10~ mol dm=; 10°° mol dm3); c) vremenski

tretman (3 dana).

Tijekom jednokratnog tretmana, spoj Ks inhibira rast HT-29 stani¢ne linije za 48,9 % pri
koncentraciji od 107® mol dm= odnosno 83,0 % pri 10~ mol dm= to je statisticki znacajno
kada se usporeduje s aktivnosc¢u spoja Kz na normalne stanice (p < 0,05).

Visekratni tretman pokazao je jednako vrijednu statisticku promjenu u svim segmentima

analize (a, b, ¢; p <0,05) kao i kod jednokratnog tretmana (slika 83).

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 114

-6 E)

150 Spoj K, (viSekratni tretman) (Y . mol dm1

B 10" mol dm’

#C
& 100 4 *a,b,c

=
.2
=]
8
w
b
S
=
2
8,
=

Caco-2 HT-29 MRC-5

Slika 83. Antiproliferativni u¢inak spoja Ks na 3D stani¢énim modelima. MTT test evaluacije
proveden je nakon 6 dana (viSekratno) izlozenosti stanica ispitivanom kompleksu. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija tri bioloska ispitivanja provedena
u 9 tehnickih ponavljanja. (*; #) oznacava statisticki znacajnu razliku (p < 0,05; p < 0,01) u
odnosu na a) kontrolne stanice; b) koncentracije (10> mol dm=3; 10® mol dm™3); ¢) vremenski

tretman (6 dana).

Spoj Ka pokazuje manje znacajnu uinkovitost na HT-29 sferoid. U jednokratnom tretmanu
nisu uocene razlike u odnosu na druge stanice (MRC-5, Caco-2). Ponovljena aplikacija spoja
K4 (6 dana) pokazuje pomak u smjeru antiproliferativne aktivnosti i inhibicije u rastu HT-29
sferoida. Inhibicija rasta od 54,0 % (p < 0,05) izmjerena je kod dvostrukog tretmana pri
koncentraciji od 10° mol dm=. Navedena koncentracija je zna¢ajna i u koncentracijskom i
vremenskom tretmanu (p < 0,01).

Rezultati upucuju na osjetljivost HT-29 sferoida na tretman spojem Ka u ponovljenom tretmanu
(6 dana), odnosno u dvostrukoj aplikaciji s vremenskim odmakom od 72 sata. Utjecaj na sferoid

normalne stani¢ne linije (MRC-5) oba spoja je sli¢an, ne samo u djelovanju koncentracija, ve¢

i u vremenskom izlaganju.
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Spoj Ks bez obzira na broj aplikacija i primijenjenu koncentraciju spoja ne pokazuje razlicitost
(316 dana). Kada se usporedi djelovanje spoja Ks s spojem Ka na sferoid MRC-5 jedina razlika
koja se uocava je pri ponovljenom tretmanu (6 dana; p < 0,05) i veéoj koncentraciji (10> mol

dm=, p < 0,05) koja rezultira stani¢nom inhibicijom od 35,6 %. (slike 84 i 85).
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Slika 84. Antiproliferativni u¢inak spoja K4 na 3D stani¢nim modelima. MTT test evaluacije
proveden je nakon 3 dana (jednokratno) izlozenosti stanica ispitivanom kompleksu. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija tri bioloska ispitivanja provedena

u 9 tehnickih ponavljanja.
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Slika 85. Antiproliferativni u¢inak spoja Ka na 3D stani¢nim modelima. MTT test evaluacije

proveden je nakon 6 dana (viSekratno) izloZenosti stanica ispitivanom kompleksu. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija tri bioloSka ispitivanja provedena

u 9 tehnickih ponavljanja. (*; #) oznacava statisticki znacajnu razliku (p < 0,05; p <0,01) u
odnosu na a) kontrolne stanice; b) koncentracije (10> mol dm=3; 10® mol dm); ¢) vremenski

tretman (6 dana).

Na osnovu rezultata 3D MTT testa za bakrove(ll) spojeve Ks i K4 izracunate su vrijednosti 1Cso
i indeksi selektivnosti (SI). Usporedbom rezultata I1Cso vrijednosti u 2D i 3D stani¢nom modelu
kod MRC-5 stanica razlika izostaje, ali se uo¢ava znacajan pad u vrijednosti inhibicijske
koncentracije uocen kod HT-29 stanica za oba spoja (p < 0,05). Caco-2 pokazuje promjenu u
vrijednosti 1Cso samo kod spoja Ks kod kojeg je zabiljezeno smanjenje vrijednosti (p < 0,05) u
usporedbi s 2D modelom MTT testa citotoksi¢nosti. Usporedbom vrijednosti inhibicijskih
koncentracija dva vremenska tretmana na MRC-5 i HT-29 stani¢nim linijama uocava se
smanjenje koncentracije (p < 0,05) spoja Ka pri kojoj se postize 50 % inhibicije stani¢nog rasta
odnosno da je potrebno manje spoja da se postigne istovjetan uc¢inak kao nakon jednokratnog
tretmana. lzuzetak je Caco-2 stani¢na linija kod koje nije zabiljezena promjena uslijed izlaganja
spoju Ka dok je za spoj Ks potrebna gotovo dvostruko visa koncentracija da se postigne
istovjetan inhibitorni u¢inak (tablica 13).
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Tablica 13. Vrijednosti 1Cso bakrovih spojeva Ks i K4 na na 3D stani¢cnom modelu pri

jednokratnom i visekratnom tretmanu.

ICsp/ umol dm™

oxpe e Jednokratni tretman (3 dana) ViSekratni tretman (6 dana)
Stani¢na linija
Spoj K3 Spoj K4 Spoj K3 Spoj K4
MRC-5 11,3 >20 10,9 13,12
Caco-2 7,92 18,9 14,4 >20
HT-29 3.4* 15,7* 7,7 8,29°

Studentov t-test; p > 0,05;
* - usporedba 2D i 3D modela; @ — usporedba; jednokratni i visekratni tretman
Vrijednosti oznagene crvenom bojom predstavljaju spojeve sa znaajnom citotoksi¢nosti (1Cso <10 pmol dm-3)

Rezultati selektivnosti Kz i K4 spojeva prema Caco-2 i HT-29 sferoidima u usporedbi s 2D
stani¢nim modelom citotoksi¢nosti pokazali su statisti¢ki znacajnu (p < 0,05) visu selektivnost
prema HT-29 sferoidima za oba ispitivana spoja dok je kod Caco-2 sferoida selektivnost visa
za spoj Ks dok kod spoja K4 nema promjene. Dodatnom analizom i usporedbom vremenskih
tretmana izlaganja primijeceno je da kod Caco-2 stani¢ne linije selektivnost oba spoja prema
sferoidima znacajno opada u produzenom vremenu izlaganja. Za HT-29 sferoid opadanje
indeksa selektivnosti je uo¢eno za spoj Ks (p < 0,05) dok je kod spoja Ka selektivnost neznatno

povecana u odnosu na trodnevno izlaganje spoju (tablica 14).

Tablica 14. Indeksi selektivnosti (SI) bakrovih spojeva K3 i K4 na 3D stani¢nom modelu pri

jednokratnom i visekratnom tretmanu.

Indeks selektivnosti (S1)

oxpese Jednokratni tretman (3 dana) Visekratni tretman (6 dana)
Stanicna linija
Spoj K; Spoj K4 Spoj K; Spoj K4
Caco-2 1,430° 1,058%** 0,756° 0,655°
HT-29 3,323*a 1,274 1,415° 1,580

Studentov t-test; p > 0,05;
* - usporedba 2D i 3D modela; @ — usporedba jednokratni i visekratni tretman
Vrijednosti oznacene crvenom bojom predstavljaju znacajno selektivne spojeve (SI >1)
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4.15.4. Procjena antiproliferativnog ucinka kompleksnih spojeva Kz i K4 MTT testom na 3D
stanicnim modelima (kultiviranim na agaroznom nosacu) u uvjetima in vitro

S istim setom stani¢nih linija kultivirani su sferoidi na agaroznom nosacu tijekom jedanaest
dana. S obzirom na dobivene rezultate, vidljivo je da ne postoji velika razlika u izgledu
formiranih sfera. Najveca razlika koja se uocava je veli¢ina nastalog sferoida. MRC-5 (normalni
fibroblasti) sferoidi su manji i sporije rastu u odnosu na Caco-2 i HT-29 sferoide koji su
dvostruko veé¢i buduéi da je vrijeme diobe malignih stanica krace u odnosu na fibroblaste. Kod
gotovo svih stani¢nih linija, pri objema ispitivanim koncentracijama, nakon oba provedena
tretmana, nastale su sferoidne strukture.

Prvog dan kultivacije uoava se spontana agregacija stanica u nepravilne aglomerate bez
vidljivo formiranog sferoida. Stanicama je potrebno oko 72 sata kako bi se medusobno povezale
u pravilnije oblike. Cetvrtog dana uzgoja, sve staniéne linije poprimaju sferoidni oblik. Caco-2
i HT-29 stani¢ne linije formiraju kompaktne, sferoide koje zadrzavaju takvu formaciju tijekom
cijelog perioda kultiviranja. Zadnji dan kultivacije (11. dan) vidljivo je da su Caco-2 i HT-29
linije stvorile podjednako velike sferoide bez znakova vidljive degradacije. Za razliku od njih,
MRC-5 stanice najsporije rastu, tvore¢i najmanji sferoid kod kojeg su jedanaestog dana uzgoja

zamijeéeni znakove degradacije, odnosno gubitak kompaktnosti i rahli izgled (slika 86).
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KONTROLE

1.dan 4.dan 8.dan 11.dan

MRC-5

Caco-2

HT-29

Slika 86. Uzgoj i formiranje sferoida stani¢nih linija MRC-5, Caco-2, HT-29 tijekom 11
dana na agaroznom nosacu. Formiranje sferoida praceno je i fotografirano svakih 72 sata na

Carl Zeiss 200 M invertnom mikroskopu pri povecanje 100x.

Sferoidi izlozeni djelovanju spojeva 72 sata nakon jednokratne aplikacije (8. dan), i dalje su
stabilni. Najvec¢i sferoid je Caco-2 kod kojeg je jasno vidljiva veca koncentracija stanica u
srediStu sfere dok je prema periferiji gustoca stanica smanjena. Promjena je uocljivija pri vecoj
koncentraciji spoja Kz (10~ mol dm=) dok je pri manjoj (10° mol dm=3) ta promjena manje

izrazena. HT-29 sferoid se pri danim uvjetima (Ks: 10~° mol dm~3) podijelio na dva dijela.
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Pri nizoj koncentraciji sferoid je nesto malo manji u odnosu na netretiranu sferu te je cjelovit.
MRC-5 sferoid ne pokazuje vizualne promjene uslijed prisustva ispitivanih spojeva. Kod
sferoida izlozenih djelovanju manje koncentracije (10° mol dm=) sferoidi sli¢e kontrolnim,
netretiranim sferoidima. Primijeceno je da stanice pri toj koncentraciji stvaraju nekoliko manjih

sferoida uz sredisnji najveci (slika 87).

Kontrole

MRC-5

Caco-2

HT - 29

Slika 87. Izgled sferoida nakon jednokratnog izlaganja djelovanju spoja Ks. Spoj je dodan u
dvije razli¢ite koncentracije (10> mol dm=3i 10° mol dm=). Fotografije su snimljene na Carl

Zeiss 200 M invertnom mikroskopu pri povecanju 100x.
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Nakon viSekratnog tretmana spojem Kz pregledom stanica jedanaestog dana kultivacije MRC-
5 sferoidi gube svoju kompaktnost kako u tretiranim tako i u kontrolnim sferoidima. Mozemo
zakljuciti da je uoCena pojava rezultat stani¢ne degradacije, a ne djelovanja spoja. Caco-2
sferoid izlozen spoju K3 u koncentraciji 10~ mol dm= u ponovljenom tretmanu izgleda veée u
odnosu na netretirani sferoid, ali mu je kompaktnost manja, slicno kao i nakon prve aplikacije.
HT-29 sferoid je nakon dvostruke aplikacije spojem Kz (10° mol dm3) izgubio karakteristi¢an

.....

kontrolnim, netretiranim sferoidima (slika 88) kao i poslije jednokratne aplikacije spojem Ka.

11.dan

Kontrole 105 mol dm-? 10°mol dm3

MRC-5

Caco-2

HT - 29

Slika 88. Izgled sferoida nakon visekratnog izlaganja djelovanju spoja Ks. Spoj je dodan u
dvije razli¢ite koncentracije (10> mol dm=i 10° mol dm=) u ponovljenoj aplikaciji s
vremenskim odmakom od 72 sata. Fotografije su snimljene na Carl Zeiss 200 M invertnom

mikroskopu pri povecanju 100x.

Tretman spojem Ka pokazuje vrlo sli¢ne vizualne promjene pri objema koncentracijama i

aplikacijama spoja. Medutim, sferoidi svih triju stani¢nih linija izloZeni djelovanju spoja Ka
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djeluju vece u usporedbi sa sferoidima izloZzenim spoju Ks. Stanice vie rastu te se s vremenom
pocinju odvajati zasebni dijelovi. Vi$a koncentracija (10> mol dm=) spoja K4 pokazuje jace
djelovanje nakon jednokratne aplikacije u usporedbi s dvostrukom aplikacijom iste
koncentracije (slike 89 i 90). HT-29 stani¢na linija pokazala je nepravilan rast pri vecoj
koncentraciji ispitivanog kompleksa nakon oba tretmana djelovanjem obaju spojeva, $to je vrlo
vjerojatno u korelaciji s visokim citotoksicnim djelovanjem ispitivanog kompleksa utvrdeno

MTT testom (80 % inhibicija za spoj K3 jednokratno i 60 % inhibicija za spoj K visekratno).

8. dan

Kontrole 105 mol dm-? 10%mol dm3

MRC-5

500 pym 500
' P

Caco-2

HT-29

Slika 89. Izgled sferoida nakon jednokratnog izlaganja djelovanju spoja Ka. Spoj je dodan u
dvije razli¢ite koncentracije (10> mol dm=i 10° mol dm=). Fotografije su snimljene na Carl

Zeiss 200 M invertnom mikroskopu pri povecanju 100x.
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11. dan

Kontrole 10 mol dm?3 10%mol dm3

.

MRC-5

Caco-2

HT-29

Slika 90. Izgled sferoida nakon jednokratnog izlaganja djelovanju spoja Ka. Spoj je dodan u
dvije razli¢ite koncentracije (10> mol dm=3i 10° mol dm=3) u ponovljenoj aplikaciji s
vremenskim odmakom od 72 sata. Fotografije su snimljene na Carl Zeiss 200 M invertnom

mikroskopu pri povec¢anju 100x.

Bakrovi kompleksi s tiosemikarbazonskim derivatima i polidendantnim ligandima - donorima
N/O/P dovode do produkcije ROS-a i oksidacije glutationa, odnosno djeluju tako da uzrokuju
oksidativni stres u stanici.'®1% Istrazivanje provedeno 2021. godine (Arikrishnan i suradnici)
pokazalo je da ternarni kompleks bakra(Il) ugraden u 1,10-fenantrolinom i L-tirozinom

pokazuje protutumorski ucinak na stanicama raka debelog crijeva (HT-29). Rezultati su
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pokazali da djelovanje ternarnog kompleksa bakra(Il) smanjuje stani¢nu vijabilnost HT-29
ovisnu 0 vremenu i primijenjenoj dozi, s 1Cso od 2,4 + 0,4 i 0,8 + 0,04 umol dm tijekom 24,
odnosno 48 sati. 1% U istrazivanju koje su proveli Gheytanchy i suradnici pokazano je da iako
su HT-29 i Caco-2 stani¢ne linije slicnog epitelnog fenotipa i obje su adenokarcinomi debelog
crijeva, prilikom kultivacije sferoida karakteristike i morfologija znatno su se razlikovale sto je
u suglasnosti s nasim rezultatima.

Caco-2 stanice su neinvazivne, za razliku od HT-29 koje su invazivne i metastatske in
vivo, ali ne i in vitro.'®” Odabir ovih dvaju stani¢nih linija za uzgoj sferoida znacajno je zato §to
je karcinom debelog crijeva prepoznat kao drugi po incidenciji u svijetu, a u Hrvatskoj prema
evidenciji Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za 2022. godinu, karcinom debelog crijeva je
na prvom mijestu.%® Stoga je ispitivanje citotoksi¢nog u¢inka na 3D modelu znatno realnije i
blize in vivo uvjetima razvoja malignih tvorbi u odnosu na 2D modele. lako su u navedenom
istrazivanju Caco-2 sferoidi bili manji i podlozniji razgradnji u usporedbi s HT-29 sferoidima
treba uzeti u obzir da su oni za uzgoj primijenili metodu visece kapi i slabo prijanjajuce ploce
bez matriksa za povezivanje i kultivirali stanice u mediju bez seruma $to u naSem slucaju nije
bilo tako te su sfere uzgojene na agaroznom nosacu u prisutnosti 10% seruma. Razli¢ite metode
uzgoja rezultiraju razli¢itim karakteristikama uzgojenih sferoida. ¢

Rezultati istrazivanja su pokazali da tijekom jednokratnog tretmana kompleks Ks
inhibira rast HT-29 stani¢ne linije za oko 50 % pri koncentraciji od 10°° mol dm™3, Izrazito jaku
aktivnost ispitivani kompleks pokazuje na HT-29 stani¢noj liniji pri koncentraciji od 10 mol
dm3 inhibirajuéi stani¢ni rast za oko 80 %. Sli¢na istraZivanja provedena na 3D stani¢nim
modelima koji su podvrgnuti u¢incima 5-fluorouracila i irinotekan hidroklorida ((S)-4,11-dietil-
4-hidroksi-3,14-diokso-3,4,12,14-tetrahidro-1H-pirano[3',4',6,7]indolizino[1,2-b]kinolin-9-il
[1,4'-bipiperidin]-1'-karboksilat hidroklorid) pokazala su neoéekivani zaokret u njihovoj
ucinkovitosti zbog razliite sposobnosti prodiranja kroz 3D stani¢ne modele.

Za 5-fluorouracil, inhibitorna koncentracija, nakon izlaganja od 48 h povecala se s 11,3
umol dm~3 za kulturu 2D stanica na 707,7 umol dm=za 3D sferoid. U slué¢aju irinotekana, ICsg
se poveéao s 24,9 pumol dm=3 na 77,8 pmol dm=3.%" Unato¢ veéoj molekulskoj masi,
pretpostavlja se da irinotekan prodire u 3D sferoidnu strukturu u¢inkovitije od 5-fluorouracila.
Dok je 5-fluorouracil uglavhom uzrokovao suzbijanje rasta sferoida izvana, irinotekan je
utjiecao na cijeli sferoid i uzrokovao raspad njegove izvorno kompaktne strukture. 7

Rezultati naseg istrazivanja koreliragju s navedenim rezultatima istrazivanja dostupnim u
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literaturi. Spojevi Kz i Kaimaju molekulsku masu > 500 g mol te oba vrlo u¢inkovito prodiru
u sferoide HT-29. Spoj K3 (577 g mol?) ima manju molarnu masu od spoja Ka (613 g mol™?)
stoga se moze pretpostaviti kako ¢e njegovo prodiranje kroz slojeve sferoida biti ucinkovitije
te ée za znadajni citotoksiéni udinak biti potrebna jedna aplikacija u koncentraciji od 107> mol
dm=. Budu¢i da je ovaj spoj pokazao slabiji u¢inak prilikom ponovljenog tretmana moZe se
zakljuciti da spoj Ks ne djeluje na suzbijanje sferoida samo izvana, nego da potpuno utjece na
raspad njegove nativne strukture i kompaktnosti §to se osim u broj¢anim rezultatima ocituje i u
razli¢itoj morfologiji sferoida HT-29 prije i nakon tretmana. Djelovanje spoja Ks mozemo
usporediti s aktivnos$cu irinotekana, a u prilog toj tezi ide morfologija Caco-2 sferoida nakon
tretmana s Ks u koncentraciji 10> mol dm=. lako ostaje cjelovit, sferoid je vidno manje
kompaktan, gustoc¢a stanica na periferiji je manja dok je srediste zbijenije. Spoj K3 je dostatan
u jednokratnoj aplikaciji dok je za spoj Ka potreban visekratni tretman. Djelovanje spoja K3 je
mnogo jace i1 prodire u dublje dijelove sferoida, dok je za spoj Ka primijeceno naruSavanje
kompaktnosti sferoida izvana buduéi da sferoidi bivaju manji, ali se ne uocava degradacija

kompaktnosti kao uslijed djelovanja spoja Ka.

4.16. Analiza prostorne distribucije spoja Ks unutar stani¢nih sferoida
MRC-5, HT- 29 i Caco-2

Gustoca pojedinih signala i njihova raspodjela po povrsini sferoida prikazani su za svaku
staniénu liniju i primjenjenu koncentraciju spoja Kz na slikama 91-98. Klju¢ni aspekt
istrazivanja spojeva s protutumorskim djelovanjem protiv raka na bazi metala ukljucuje
prouCavanje nacina na koji molekule spoja raspodjeljuju unutar organa, tkiva i stanica.
Navedeno je vazno jer distribucija kompleksa metala unutar tkiva i stanica je povezana S
ucinkovito$¢u metala, citotoksi¢no$¢u spoja, povezanim nuspojavama, kao 1 rezistencijom na
lijekove. 1% Istrazivanjem iz 2016. (Xiao i suradnici) utvrdena je korelacija izmedu akumulacije
bakra i stanica izoliranih iz kolorektalnog adenokarcinoma. U spomenutom je istrazivanju
odabrana HT-29 linija u kojoj je primjenom spektrometrije masa i teku¢inske kromatografije
(engl. Liquid Chromatography Mass Spectrometry — LC-MS) proucavana promjena
metabolickih profila crijevnih stanica nakon izlaganja bakru. Rezultati su ukazali na znacajnu
promjenu metabolizma HT-29 stanica uslijed izlaganja odredenim koncentracijama bakra te je
utvrdena promjena 77 stanicna metabolita. Detektirani mehanizmi Cu-inducirane

citotoksi¢nosti u HT-29 stanicama zasnivali su se na indukciji stani¢ne apoptoze te povecanim
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oksidativnim stresom. Istrazivanja ovoga tipa su vrlo opsezna i informativna i ¢ine ishodiste za
razjasnjenje toksi¢nih uéinaka bakra i bakrovih(l1) iona u ljudskom probavnom traktu.®’

Slikovna masena spektrometrija (MSI) inovativna je analiticka tehnika koja kombinira
razli¢ite aspekte napredne masene spektrometrije 1 biomedicinskih istrazivanja s ciljem
mapiranja elemenata i molekula, kompleksa ili fragmenata odabranih spojeva u tkivima,
stani¢énim sferoidima i drugim uzorcima. Posebno vazni prijelazni metali kao $to su cink, bakar,
zeljezo 1 mangan imaju funkcionalnu ulogu u signalizaciji, metabolizmu i homeostazi stanice.
Zbog visoke zastupljenosti metala u bioloskim sustavima klju¢na je analiza njihove distribucije.
188 Rezultati MALDI-TOF-MSI analize suglasni su s bioloskim ispitivanjima liganada
provedenim u ovom istrazivanju. Slobodni ligandi gotovo su potpuno neaktivni na svim
stani¢nim linijama, ukljucujuéi i zdravu, dok su svi pripravljeni kompleksi bioloski aktivni.
Ligandi su zbog svojih strukturnih znacéajki koje odgovaraju kriterijima Pravila Lipinskog 5
pogodni transportni sustavi za metalne ione bakra, vanadija i srebra do bioloske mete u
stanicama. Rezultati izracuna logPow ukazuju na to da su neki dijelovi molekule liganada
hidrofilni, dok su drugi hidrofobni zbog ¢ega je njihova propusnost kroz lipidnu barijeru stanice
olaksana. Da spojevi ulaze u stanice vidi se i po intenzitetima signala koje je pokazala MALDI-
TOF-MSI analiza.

Moze se zakljuciti da tumorske stanice reprogramiraju metabolizam bakra s ciljem
prilagodbe nepovoljnim mikrookruzenjima, poput oksidativnog stresa, Sto dovodi do

pretjeranog nakupljanjem bakra unutar stanica $to rezultira njihovom smréu.®
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VIS 154.03 176.01

»

MRC-5 kontrola

Slika 91. Vizualizacija kontrolnog sferoida MRC-5. Ljestvica boja (lijevo od fotografija) oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na
najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri povecanju od 1,25x na uredaju Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu

od 100 do 600 m/z u nac¢inu pozitivne ionizacije.
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154.03 - 176.01 274.04

Caco-2 kontrola

304.30 313.03 332.33

Slika 92. Vizualizacija prostorne distribucije spoja Kz koncentracij ; 10 mol dm= u sferoidu MRC-5. Ljestvica boja (lijevo od fotografija)
oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri pove¢anju od 1,25x na uredaju

Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu od 100 do 600 m/z u nacinu pozitivne ionizacije.
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VIS 154.03 176.01 274.04

332.33
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Slika 93. Vizualizacija kontrolnog sferoida Caco-2. Ljestvica boja (lijevo od fotografija) oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na
najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri povecanju od 1,25x na uredaju Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu

od 100 do 600 m / z u na¢inu pozitivne ionizacije.
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- 5 L
__- Caco-2 10-6 mol/dm3

OllIKd 4. ViZudilZdlljd PIUsSLUITIE UISUIDULI)E SPUJd N3 KUTILETIU dLljE LU - THUL UTTT - U SIETUIUU LdlU-Z. LjesLvitd bujd (11jJEVU VU 1uwuyidiija)
oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri poveéanju od 1,25x na uredaju

Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu od 100 do 600 m / z u na¢inu pozitivne ionizacije.
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HT-29 kontrola

Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu od 100 do 600 m / z u nadinu pozitivne ionizacije.
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Slika 96. Vizualizacija kontrolnog sferoida HT-29. Ljestvica boja (lijevo od fotografija) oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na
najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri povecanju od 1,25x na uredaju Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu

od 100 do 600 m / z u nacinu pozitivne ionizacije.
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HT-29 10-5 mol/dm3

91

46

Slika 97. Vizualizacija prostorne distribucije spoja K3 koncentracije 10> mol dm=u sferoidu HT-29. Ljestvica boja (lijevo od fotografija)
oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri povecanju od 1,25x na uredaju

Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu od 100 do 600 m / z u nadinu pozitivne ionizacije.
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HT-29 10-6 mol/dm3

91

46

Slika 98. Vizualizacija prostorne distribucije spoja K3 koncentracije 10® mol dm=u sferoidu HT-29. Ljestvica boja (lijevo od fotografija)
oznacava relativni intenzitet signala u odnosu na najjaci signal dobiven iz matrice. Fotografirano pri povecanju od 1,25x na uredaju

Shimadzu IMScope TRIO MALDI-IT-TOF u rasponu od 100 do 600 m / z u nacinu pozitivne ionizacije.
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4.17. Neuspjele sinteze

4.17.1.Sinteza u otopini

a) Ligand HL,
Osim dosada opisanih spojeva (K1 — Ko), s ligandom HL1 (kromon-2-karboksilna kiselina)

izolirano je jo§ dva uzorka dobivenih sintezom u otopini: PK1 (s FeSO4-7H20) i PK2 (s CoCls
-3H»0). Prema rezultatima FT-IR spektroskopije i rendgenske difrakcije, nastali su karbonati
koriStenih metala: FeCOz i Co2(CO3)s, buduéi da je u tim sintezama koriStena i vodena otopina
natrijevog karbonata (10 %) kako bi se pospjesila deprotonacija liganda. Vibracije
karakteristi¢ne za karbonatnu skupinu, prema literaturnim podatcima, su:

1390 cm %, 871cmti 712 cm™.

U IR spektru produkta PK1 opazene su apsorpcijske vrpce koje odgovaraju vibraciji pri
valnim duljinama od 1375 i 774 cm™, dok su u spektru produkta PK2 vidljive apsorpcijske
vrpce koje odgovaraju vibracijama 1374 i 844 cm! (slika 99). Takoder, vrpca koja odgovara
slaboj isteznoj vibraciji koja je vidljiva na 2450 cm™, a moze se pripisati vrpci koja odgovara
vibraciji istezanja karbonatnih aniona (prema literaturi ta se vrijednost nalazi na oko 2500 cm~
1Y. U spektru karbonata navedenih metala (Fe, Co) opaZeno je i tzv. ,,vibracijsko rame* na 1780
cm?, koje prema literaturi, odgovara vezanju metalnih kationa i karbonatnog iona.l’”
Difraktogrami produkata takoder ukazuju na nastanak karbonata (slika 100). U difraktogramu
uzorka PK1 izmjenjuju se kristalna i amorfna faza. Dobiveni difraktogrami poklapaju se s

onima poznatima u literaturi za amorfne karbonate s metalima Fe i Co.
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Slika 99. Usporedba IR spektara: a) PK1 i HL1, b) PK2, HL2 i CoCls -3H20.
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Slika 100. Usporedni difraktogrami: a) HL1 i PK1, b) HL1 i PKa.
b) Ligand HL:

Osim spojeva Ks i Kz, s ligandom HL2 (maltol) izoliran je i uzorak nastao reakcijom
spomenutog liganda i soli AgNOs uz neutralizaciju s 10 % vodenom otopinom natrijevog
karbonata (slika 101). IR spektar uzorka PKs razlikuje se od spektara polaznih reaktanata, ali
nazalost ne moze se tvrditi da je nastao ciljani kompleks srebra i maltola. U IR spektru uzorka
PK3s vidljive su vrpce koje odgovaraju vibracijama karakteristine za srebrov(I) karbonat:
Ag.COs, a koje, prema literaturno dostupnim podatcima, iznose: 1311 i 802 cm. U nagem
slu¢aju opazene su vrpce koje odgovaraju vibracijama na vrijednostima 1340 i 800 cm™.
Difraktogram uzorka PKs potvrduje prethodno napisano (slika 102) i slaze se s literaturnim
podatcima, difrakcijski maksimum uocen pri kutu od 27,5 odgovara maksimumu Ag2COs iako
je ista vrijednost opazena i1 u Cistom ligandu, uzevsi u obzir rezultate IR spektroskopije i
difrakcije na polikristalnom uzorku moze se zakljuciti da vec¢inski udio ovog uzorka sainjava

srebrov(l) karbonat.
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Slika 101. Usporedni IR spektri: HL2, PKs i AgNOs,
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Slika 102. Usporedni difraktogrami AgNOs, HL2 i PKGs.
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c) Ligand HL4

Reakcijom liganda HL4 sa solima: AgNOs (PKa4), Cu(CH3COO)», (PKs) takoder nisu nastali
ciljani spojevi. Usporedbom IR spektara liganda i uzorka PK4 i PKs vidljivo je da je podrucje
,otiska prsta“ (600-1400) gotovo identi¢ni iz Cega je razvidno da se uzorci PKa i PKs sastoji

vecéinskim dijelom od neizreagiranog liganda HL4 (slika 103).
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Slika 103. Usporedba IR spektara: a) PKa i HL4, b) PKs i HL4.
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4.17.2. Tekucinski potpomognuto mljevenje (engl. Liquid Assisted Grinding — LAG)
Mehanokemijska sinteza definira se kao reakcija inducirana apsorpcijom mehanicke energije
mljevenjem, najcesce, suhih reaktanata u kuglicnom mlinu (ili u ahatnom tarioniku s tuckom).
Mljevenjem se usitnjavaju reaktanti ¢ime se povecava njihova aktivna povrsina sto potencijalno
dovodi do kemijskih reakcija i nastajanja novih produkata. Reakcije potaknute mehanickom
energijom intenzivno su se pocele proucavati po¢etkom 21. stolje¢a u sklopu zelene kemije.
Buduc¢i da konvencionalne metode otopinske sinteze Cesto koriste otapala koja su Stetna, kako
za okolis tako, 1 za ljudsko zdravlje, mehanokemijska sinteza se namece kao privlacno rjesenje
za navedene probleme. Ovom metodom, u pravilu, se otapala gotovo i ne Koriste ili se koristi
minimalna koli¢ina otapala (LAG) u kataliticke svrhe. Dodatkom otapala stvara se njegov sloj
na povrsini Cestica koji olakSava difuziju molekula reaktanata §to ¢e potencijalno omoguditi
nastanak novih produkata. Pri dodatku tekucine takoder se stvara kataliticki efekt koji ovisi o
svojstvima otapala.l’®1’® Budu¢i da se mehanokemijska sinteza danas intenzivno koristi za
dobivanje metalnih kompleksa s organskim ligandima i u ovom se istrazivanju pristupilo
mehanokemijskoj sintezi potpomognutoj teku¢inom s ciljem dobivanja Zeljenih produkata. Za
dobivanje produkata koriSteni su isti uvjeti kao i za otopinsku sintezu. Omjeri soli i liganada
bili su 1:1, koristene su i granule NaOH u stehiometrijskom odnosu 0,5 u odnosu na soli i
ligande te smjesa etanola i vode u omjeru 1:1. Reakcije su trajale 1,5 h. Na uspjeS$nost
mehanokemijskih sinteza utje€u odabir otapala, odabir pravilnog katalizatora, stehiometrijski
omjer reaktanata, kao i vrijeme sinteze i broj okretaja nosaca uzoraka (Celicnih posuda). U
naSem slucaju, sinteze koje su trajale dulje od 1,5 h, konkretno 2 h pri 500 okretaja po minuti

(umjesto optimalnih 250), takoder nisu povecale uspjesnost nastanka produkta.
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a) Ligand HL,

U tablici 15 se nalaze oznake spojeva i pocetni prekursori uzoraka nastalih LAG metodom.
Uspjesno su izolirana ukupno 4 uzorka: PKs, PK1o, PK12 i PKi3. Usporedbom uzoraka PKs,
PK1o, PK12 vidljivo je da se oni veéinskim dijelom sastoje od polaznih reakatanata uz manje
udjele neidentificiranih faza. U IR spektru uzorka PKs vidljiva je velika podudarnost u iznosima
vibracija s ¢istom soli Cu(CH3COO). i to pri vrijednostima: 1500 i 1600 cm. Spektar istog se
uzorka u podrudju ,,otiska prsta®“ podudara i sa slobodnim ligandom i to pri vrijednosti 1650
cm! §to bi moglo ukazivati na to da je ligand i dalje u protoniranom stanju. Da je veéinski udio
uzorka PK3 sacinjen od polaznih reaktanata vidljivo je i usporedbom njihovim difraktograma,
gdje se najveca podudarnost vidi pri sljede¢im vrijednostima difrakcijskih maksimuma: 12,5,
25, 27,51 40° iz ¢ega se moze zakljuciti da nastali uzorak nije Cisti produkt ve¢ smjesa polaznih
reaktanata.

Sli¢nu situaciju opazamo i u sluc¢aju uzorka PKio gdje se prilikom usporedbe spektara
slobodnog liganda i uzorka uocava velika podudarnost u podrucju ,,otiska prsta®, takoder ne
uoCavamo pomak simetri¢ne i antisimetricne karboksilatne skupine $to ukazuje na to da se
ligand najvjerojatnije nije deprotonirao (Slika 104a-d). Prilikom usporedbe difraktograma
pocetnih reakatana i uzorka PKio difrakcijski maksimumi se poklapaju pri sljede¢im
vrijednostima: 17, 25, 27,5, 30°. IR spektar uzorka PKis bitno se razlikuje od IR spektara
polaznih reakatanata. Vrpce koje odgovaraju vibracijama karakteristiénima za OH skupinu,
prema literaturno dostupnim podatcima, vidljive su na vrijednostima 3458 — 3048 cm™. U IR
spektru vidljiv je ostar maksimum pri vrijednosti 3100 cm™. Difraktogram spomenutog uzorka

takoder ukazuje na moguénost da je nastao amorfni Ni(OH); (Slika 105¢).17%-18!
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Tablica 15. Oznake uzoraka i reaktanti koristeni prilikom sinteze.

Oznaka uzorka Sol Oznaka liganda
PKs Cu(CH;C0O0),-2H,0
PKio CuCl; -2H,O
HL;
PKi2 FeCl;-9H,0
PKi3 Ni(NOs),-:3H,0
a) b)
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Slika 104. Usporedni IR spektri: a) PKs i HL1 i Cu(CH3C0OO)2-2H20, b) PKio0 i HL1, €)
PKi2 i HL1, d) PKi3 i HL1 i Ni(NO3)2-3H20.
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Slika 105. Usporedni difraktogrami: a) Cu(CH3COOQ),, HL1, PKs, b) CuClz, HL1 i PKio, C)
HL1 i PKas.
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b) Ligand HLe

U tablici 16 se nalaze oznake uzoraka dobivenih reakcijom liganda HLs i soli prijelaznih
metala. IR spektri svih uzoraka osim PKais se poklapaju sa IR spektrom slobodnog liganda u
podrucju ,,0otiska prsta“, sto ukazuje na oCitu moguénost da se u nastalim uzorcima nalazi
neizreagirani reaktant, kao i da su nastali uzorci nisu ¢isti ve¢ smjese (Slika 106a-b, Slika 107a-
c). Uzorak PKis se prema difraktogramu poklapa s difraktogramom ¢iste soli VOSOs, dok u

ostalim uzorcima primjec¢ujemo i maksimume primijecene i u slobodnom ligandu, od kojih su

najznacajniji: 20, 25, 27,5, 30° (Slika 108a-e).

Tablica 16. Oznake uzoraka i reaktanti koriSteni prilikom sinteze.

Oznaka uzorka Sol Oznaka liganda
PKi4 AgNO;
PKis Cd(CH3CO0),2H,0
PKis CoCl3-2H,0 HLs
PK7 VOSO+HO
PKis Ni(NOs3),:3H>0
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Slika 106. Usporedni IR spektri: a) HLe i PK14, HLs | PKas.

Nikolina Filipovi¢

Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava

146

a)

T/%

T T v T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v/cmt

_C)

T/%

T PKI:.
—HL,

b)

—FPK,,
——Hl,

T/%

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

¥/cmt

7PK”
—HL,

T T T T T
4000 3500 3000

T T T T T T T T T
2500 2000 1500 1000 500

¥/cmt

Slika 107. Usporedni IR spektri: a) HLs i PKis, b) HL6 | PK17, ¢) HLs | PKas.
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Slika 108. Usporedni difraktogrami: a) PKi4 i HLs, b) PKas i

HLs, c) PKis i HLs, d) PK17 1 HLs, €) PK1s i HLs.
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Slika 108. Nastavak: usporedni difraktogrami: a) PKi4 i HLs, b) PK1s i HLs, ¢) PK1s i HLs,
d) PKi7 i HLs, €) PKis i HLs.

c) Ligand HL;

U tablici 17 se nalaze oznake uzoraka dobivenih mehanokemijskom sintezom liganda HLz i
soli prijelaznih metala. Difraktogram uzorka PKig jako nalikuje difraktogramu slobodnog
liganda HL2, pogotovo u sljede¢im difrakcijskim maksimumima: 15, 23,5, 27,5° iz ¢ega se
moze zakljuciti da se u navedenom uzorku u najvec¢em udjelu nalazi upravo ligand, tomu u
prilog govori 1 usporedba IR spektara uzorka 1 slobodnog liganda koji su gotovo identi¢ni u
podrucju ,,otiska prsta“. Uzorak PK2o takoder nije Cisti spoj nego smjesa polaznih reaktanata.
Usporedbom difraktograma slobodnog liganda, Ciste soli i uzorka PKzo vidljivo su velika
poklapanja u difrakcijskim maksimumima:

a) S ligandom: 15, 23,51 27,5°

b) Sasoli: 30, 32,5, 35°
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Usporedbom difraktograma uzorka PKo21, slobodnog liganda i Ciste soli vidljivo je da uzorak

nije Cisti nego da je nastala smjesa polaznih reaktanata, kao i u sluc¢aju uzorka PK22. Uzorak

PK23 se u najvec¢em udjelu sastoji od polazne soli Cu(CHsCOO): (Slika 109a-e i 110a-¢).

Tablica 17. Oznake uzoraka i reaktanti koriSteni prilikom sinteze.

Oznaka uzorka
PKj9
PK2o
PK2i
PK2,
PK2;
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Slika 109. Usporedni IR spektri: a) PK19i HL2, b) PK2o i HL2, ¢) PK21 i HL2, d) PK22 i

HL2, ) PK2s i HL2.
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Slika 109. Nastavak: usporedni IR spektri: a) PKigi HL2, b) PK2o i HL2, ¢) PK21 i HL2, d)
PK22 i HL2, ) PK2s i HLo.
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Slika 110. Nastavak: usporedni difraktogrami: a) PKigi HL2, b) PK2o i
HL2, c) PKa1i HL2, d) PK22 i HL2, €) PK23 i HLo.
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Slika 110. Nastavak: usporedni difraktogrami: a) PKi91 HL2, b) PK20 i HL2, ¢) PK21 i HL.,
d) PK22 1 HL2, €) PK2s i HL2.

d) Ligand HL4

U tablici 18 se nalaze oznake uzoraka nastalih reakcijom liganda HL4 i soli prijelaznih metala.
Uzorci PK2s, PK27 | PK2s smjese su soli i liganada, dok u uzorcima PK24 i PK2suz male udjele
polaznih reaktanata vidljivi su i maksimumi koji se ne pojavljuju u difraktogramima ¢istih soli
i slobodnih liganda. Navedeni uzorci svakako nisu ¢isti, ali se u njima vjerojatno pojavljuju i
faze koje bi mogle odgovarati spojevima nastalih reakcijom kojinske kiseline i Cu(ll) i Zn(ll)
(Slika 111a-e).
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Tablica 18. Oznake uzoraka i reaktanti koristeni prilikom sinteze.

Oznaka uzorka Sol Oznaka liganda
PKo4 Zn(CH3CO0O0),-2H,0
PK>s Cu(CH3COO0),2H,0
PKos Ni(NO3)2:3H,0 HL4
PK27 VOSO+HO
PKs Cd(CH3CO0),2H,0
a) b)
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Slika 111. Usporedni IR spektri: a) PK2s i HL4, b) PK2s i HLa4, €) PK2s i HL4, d) PK27 i
HL4, e) PK2s i HLu.
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Slika 111. Nastavak: usporedni IR spektri: a) PK24 i HL4, b) PK2s i HL4, ¢) PK26 | HL4, d)
PK27 i HL4, €) PK2s i HLa4.
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Slika 112. Difraktogram slobodnog liganda HL..

Nikolina Filipovié Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava

155

a)

Zn(CHsCOO0).

. A AN —
=
c\u | | 1 1 1 | | 1
- —PK24
1 1 1 1 1 1 ! 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
201/°
c)
T T T T T T
—PK,,
3
(]
©

25 30 35 40 45 50

201°

I /a.u.

| /a.u.

1

| —

Cu(CHsCOO0),

25 30

201°

35 40 45 50

—PK

27

25 30

201°

35 40 45 50

Nikolina Filipovi¢

Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 156

I /a.u.

" 1 PR 1 " | | n 1 P 1 L

- Cd(CHsCOO),

5 10 15 20 2565 30 35 40 45 50

201°

Slika 113. Usporedni difraktogrami: a) PK24 i HL4, b) PK2s i HL4, ¢) PK26 | HL4, d) PK27 i
HL4, €) PK2s i HLa4.
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e) Ligand HLs

U tablici 19 se nalaze oznake uzoraka nastalih reakcijom liganda HLs i soli prijelaznih metala.

Usporedbom IR spektara, kao 1 difraktograma da su svi nastali uzorci ve¢inskim dijelom smjese

polaznih reaktanata (Slika 114 a-f, Slika 115 a-d).

Tablica 19. Oznake uzoraka i reaktanti koriSteni prilikom sinteze.

Oznaka uzorka
PK29
PK3o
PK3;
PK32
PK3;3
PK34
PK3s

Sol
AgNO;
FeCl3-9H.O
CoCl; - 3H20
CrCl3-:3H.0
Cd(CH3COO0),:2H.0
Cu(CH3COO0),2H.0
VOSO4H0

Oznaka liganda

HLs
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Slika 114. Usporedni IR spektri: a) PKz2g i HLs, b) PK3o0 i HLs, ¢) PKs1 i HLs, d) PKa2 |
HLs, e) PKss i HLs, f) PKasi HLs.
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Slika 114. Nastavak: usporedni IR spektri: a) PK29 i HLs, b) PKso i HLs, ¢) PKa1 i HLs, d)
PK32 1 HLs, €) PKss i HLs, f) PKsai HLs.
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Slika 115. Usporedni difraktogrami: a) PKas1 i HLs, b) PKs3 i HLs, ¢)
PKas4, Cu(CH3COOQOO): i HLs, d) PK3s VOSOg4 i HLs.
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§5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog istrazivanja, pripravljeno je i karakterizirano ukupno 8 novih kompleksnih
spojeva i jedan literaturno poznati spoj. Sintezom u otopini pripravljeno je ukupno osam
kompleksnih spojeva, od ¢ega je pet bakrovih (Ki1— Ks), dva vanadijeva (Ks, K7) i jedan srebrov
(Ks) s ligandima iz skupine bezopiranona, kromon-2-karboksilna kiselina (HL1) 1|
hidroksipiranona, maltola (HL2). Takoder je dobiven i jedan kokristal reakcijom bakra(Il), HL1
i Ls sintezom u otopini. Tehnike karakterizacije spojeva uputile su na postojanje
monodentatnog, kelatnog i premosnog nacina vezivanja u sintetiziranim spojevima.

Pri tome binuklearni su K2, Ks, K4 dok su spojevi Ki, Ks, Ks, K7, Ks i Ko
mononuklearni. Spojevi Kz i Kz su binuklearni kompleksi bakra(ll) koji su monodentatno
koordinirani molekulama liganda i susjednim ionima koji su premosteni s dva hidroksidna iona,
dok je spoj Ka takoder binuklearan s premosnim hidroksidnim ionima, ali kelatnim na¢inom
vezanja liganda na metalni kation. U spojevima Ki, Kz, Ks, Ks i Ks prisutno je monodentatno
vezanje, dok su u spojevi s maltolom (Ks i K7) metal i maltol povezani kelatnim na¢inom
koordinacije, kao i u spoju Ka, ali s premosnim hidroksidnim ionima. Od svih pripravljenih
spojeva jedino je spoj K7 poznat u literaturi koji je u ovom istrazivanju pripravljen
modifikacijom sintetskog puta.

Rezultati tehnika karakterizacije spojeva usporedeni su s eksperimentalnim podatcima
sli¢nih spojeva objavljenih u literaturi za one spojevi za koje nije bilo mogucée rijesiti kristalne
i molekulske strukture. Kao model za proucavanje vezanja metalnih iona na kromon-2-
karboksilnu kiselinu posluzila je kelidonska kiselina. Za sve novopripravljene spojeve
prikazane su najvjerojatnije strukture na osnovu rezultata analitickih tehnika i literature, a za
spojeve Ks, K7 i Ko su rijeSene strukture iz jedini¢nih kristala.

Rezultati ciklicke voltametrije su pokazali da je uocen oksidacijski strujni vrh bakra u
spoju K1 kao i oksidacija slobodnog bakra, dok je u spojevima Kz, K3 i K4 uocena oksidacija
slobodnog bakra te redukcija bakra u kompleksu. Na osnovu dobivenih podataka moze se
zakljuciti da nastaju kompleksi bakra s ispitivanim ligandima s obzirom na detektirane oksido-
redukcijske procese bakra u kompleksu. Pretpostavljeno oksidacijsko stanje bakra u ispitivanim
spojevima Ki-Kas je +1I. U spoju Ks vidljiva su dva oksidacijska strujna vrha bakra koja se

odnose na oksidaciju Cu® u Cu* (A1) i Cu* u Cu?* (A2) u kompleksu, te dva redukcijska strujna
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vrha koja se odnose na redukciju Cu?* u Cu* (K1) i Cu* u Cu® (K2). Navedeni oksido-
redukcijski procesi bakra u spoju Ks su difuzijski kontrolirani procesi. Iz ciklickih
voltamograma spojeva Ks i K7 moze se vidjeti da su oksidoredukcijska svojstva vanadija u dva
kompleksa razli¢ita. U spoju K7 uocen je jedan oksidacijski i jedan redukcijski strujni vrh, koji
odgovaraju oksidoredukcijskom paru V¥ / V#*, dok u spoju Ke vanadij nije bio elektroaktivan.
U spoju Kag vidljiva je oksidacija srebra u kompleksu iz Ag® u Ag"* te redukcija iz Ag* u AgP.
Oba procesa su difuzijski kontrolirana. U spoju Ko vidljiv je jedan oksidacijski strujni vrh koji
se odnosi na oksidaciju bakra u kompleksu te dva redukcijska strujna vrha koja se odnose na
redukciju Cu?* u Cu* (K1) i Cu* u Cu® (K2). Utvrdeno je da su navedeni oksidoredukcijski
procesi pod difuzijskom kontrolom. Pretpostavljeno oksidacijsko stanje bakra u spoju Ko je +I1.

Serija bakrovih spojeva (K1 — Ks) pokazuje znacajan antiproliferativni uc¢inak na 2D
stani¢nim modelima s naglaskom na izraZen inhibitorni uéinak na jetrene (Hep G2) i postedni
uc¢inak na normalne stanice (MRC-5). Spojevi Ks i Ka su najpotentniji iz skupine bakrovih(ll)
kompleksa. Vanadijevi spojevi Kes I K7 pokazali su znaCajnu supresiju rasta stanica i
selektivnost prema mamarnim stanicama (MDA -MB -231). Spoj Ks je pokazao najjacu
antiproliferativnu aktivnost od svih spojeva pri 10~° mol dm= koncentraciji te se pokazao kao
SpOj S najizrazajnijim inhibitornim djelovanjem na rast stanica medu ispitanim spojevima.
Ligandi, kromon-2-karboksilna kiselina (HL1), maltol (HL2) i 2,2"-bipiridin (Ls) ne pokazuju
antiproliferativnu aktivnost niti na jednoj stani¢noj liniji te je njihovo prezivljenje > 90% S§to
upucuje na zakljucak da ligandi sluZe kao prenosioci iona metala do ciljanih mjesta u stanicama
ili za modulaciju i poboljSanje citotoksi¢nosti.

Odredene su ICso/ umol dm™ vrijednosti bakrovih spojeva (vrijednosti se odnose na
inhibiciju rasta Hep G2 stani¢ne linije) koje iznose: K1 (7,2), Kz (6,1), Kz (7,0), Ka (6,1), Ks
(7,1). Za vanadijeve spojeve na stani¢noj liniji MDA-MB-231 1Cso / umol dm vrijednosti
iznose: Ks (5,8) i K7 (5,9). Svi spojevi pokazali su znacajnu selektivnost izrazenu indeksom
selektivnosti (SI), i pri tome najselektivniji su: Ka, Ks i Ks.

3D test citotoksi¢nosti potvrdio je rezultate 2D modela citotoksi¢nost. Spojevi K3 i Ka
najvise utjecu na kompaktnost HT-29 sferoida. Tijekom jednokratnog tretmana spoj Ksinhibira
rast HT-29 sferoida za oko 50 % pri koncentraciji od 108 mol dm=3. Pri koncentraciji 10> mol
dm=3spoj K3 inhibira 80% stani¢nog rasta. Tijekom jednokratnog tretmana spoj Ka inhibira rast
HT-29 sferoida za 21,0 % (10~ mol dm~) odnosno 20,0 % (107° mol dm=3). Uzgoj sferoida

stanicnih linija (Caco-2, HT-29, MRC-5) na agaroznom nosacu potvrdio je rezultate 3D
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citotoksi¢nosti spojeva Kz i Ka Spojevi najveéu uéinkovitost postizu pri koncentraciji 10> mol
dm~3. Dobiveni rezultati pokazuju da je za spoj Kz dostatna jednokratna aplikacija, dok je za
spoj Ka potreban viSekratni tretman. Djelovanje spoja K3 je mnogo jace i prodire u dublje
dijelove sferoida, dok je protutumorsko djelovanje spoja Ks slabije. Takoder, koordinacija
spojeva ukazuje na jace djelovanje spoja na koji je ligand slabije vezan (K3). Rezultati MALDI-
TOF-MSI tehnike pokazali su da spojevi ulaze u sve ispitivane stani¢ne sferoide.

Spoznaje koje su nastale kao rezultat ovog istrazivanja svakako imaju potencijal
doprinijeti razvoju novih spojeva koji u strukturama sadrze bioloski aktivne metale poput bakra,
vanadija, zlata, srebra, cinka s naglaskom na povecanju selektivnosti, odnosno minimiziranju
rizika za okolno zdravo tkivo. Kao jedan od smjerova daljnjih istrazivanja ovog doktorskog
rada namecée se potreba odredivanja kristalnih struktura spojeva (K2, K3 i Ka) pomocu
kvalitetnih jedini¢nih Kristala i ispitivanje molekularnih mehanizama njihovog djelovanja s

ciljem odabira kandidata za moguca ispitivanja u in vivo uvjetima.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Popis oznaka

Ki— kompleksni spoj pripravljen reakcijom bakrova(ll) sulfata pentahidrata i kromon-2-
karboksilne kiseline

K2 — kompleksni spoj pripravljen reakcijom bakrova(ll) nitrata trihidrata i kromon-2-
karboksilne kiseline

Ks — kompleksni spoj pripravljen reakcijom bakrova(ll) acetata dihidrata i kromon-2-
karboksilne kiseline

K4 — kompleksni spoj pripravljen reakcijom bakrova(ll) klorida dihidrata i kromon-2-
karboksilne kiseline

Ks — kompleksni spoj pripravljen reakcijom bakrova(ll) nitrata trihidrata i maltola

Kes — kompleksni spoj pripravljen reakcijom oksovanadijevog(lV) sulfata monohidrata i
kromon-2-karboksilne kiseline

K7 — kompleksni spoj pripravljen reakcijom oksovanadijevog(1V) sulfata monohidrata i

maltola

Ks — kompleksni spoj pripravljen reakcijom srebrova nitrata i kromon-2-karboksilne kiseline

Ko — kompleksni spoj pripravljen reakcijom bakrova(ll) nitrata trihidrata, kromon-2-
karboksilne kiseline 2,2’-bipiridina

HL1— ligand kromon-2-karboksilna kiselina

HL2— ligand maltol

Ls— ligand 2,2'-bipiridin

HL4— ligand kojinska kiselina

HLs— ligand kumalinska kiselina

HLe— ligand kromon-3-karboksilna kiselina
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Popis simbola
Auzorka — apsorbancija uzorka

ICso (engl. Inhibitory concentration 50 % — I1Cso) — koncentracije koja rezultira s 50 % inhibicije
stanic¢nog rasta

v — valni broj

Popis Kkratica
ATCC (engl. American Type Culture Collection) — Americka zbirka tipova kultura

Caco-2 (ATCC® HTB-37™) — stani¢na linija izolirana iz humanog kolorektalnog
adenokarcinoma

CHNS analiza — elementna analiza

CV (engl.Cyclic Voltammetry) — ciklicka voltametrija

DMSO — dimetilsulfoksid

DMEM - (engl. Dulbecco's modified Eagle's medium) medij

DSC (engl. Differential Scanning Calorimetry) — razlikovna pretrazna kalorimetrija

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

FT-IR (engl. Fourier-transform Infrared Spectroscopy) — infracrvena spektroskopija s
Fourierovim transformacijama

Hep G2 (ATCC® HB-8065™) — stani¢na linija izolirana iz humanog hepatocelularnog
karcinoma

HT-29 (ATCC® HTB-38™) — stani¢na linija izolirana iz humanog primarnog kolorektalnog
adenokarcinoma

KATO Il (ATCC® HTB-103™) — stani¢na linija izolirana iz humanog adenokarcinoma
zeludca

MALDI -TOF- MSI (eng. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass
Spectrometry Imaging) — masena spektrometrija s vizualizacijom

MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB 26™) — stani¢na linija izolirana iz humanog
adenokarcinoma dojke

MRC-5 (ATCC® CCL-171™) — normalna stani¢na linija izolirana iz humanih pluénih
fibroblasta

MTT- 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
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MSI (engl. Mass Spectrometry Imaging) — masena spektrometrija s vizualizacijom

NCI-H358 (ATCC® CRL-5807™) — stani¢na linija izolirana iz humanog bronhioalveolarnog
karcinoma

NMR (engl. Nuclear Magnetic Resonance) — nuklearna magnetska rezonancija

PXRD (engl. Powder X-ray Diffraction) — rentgenska difrakcija na polikristalnom uzorku

SI (engl. Selectivity Index) — indeks selektivnosti

TGA (engl. Thermogravimetric Analysis) — termogravimetrijska analiza
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§ 8. Dodatak XVII
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8.1. NMR spektri
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Slika D1. a) tH i *C{'H} (b) NMR spektri K1 (600 MHz, DMSO-d6, 25 °C).

Nikolina Filipovié¢ Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

XVII
)
BEYSIIARETILY
| |
|
“ 18
: 8 78 pom
| ’
L’
|
’ | I I |
90 85 B0 75 70 65 60 55 S50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm
b)
O~ OO
O~ O— 0O N—~NMNOOND
< 0w o O Rt
NN N OO MDD
ST R e
|
|
&
R
‘ | / 1
H"‘-”’"W\: ﬂ'hwwﬁ% ’ Vrhfw b KWV WWWN"VWU“WWV\MM\M MI'J i H&,
W b/ P M’W,‘ iy A / %WWWW"FW\“MWWW
T T

T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Slika D2. a) tH i *C{'H} (b) NMR spektri Kz (600 MHz, DMSO-d6, 25 °C).
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Slika D3. H spektar K3 (600 MHz, DMSO-d6, 25 °C).
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Slika D4. 'H-BC HMQC NMR spektar (DMSO-d6) spoja K2. 600 MHz *H NMR spektar

prikazan je na gornjem rubu, a 150 MHz *C NMR spektar na lijevom rubu.
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Slika D5. a) *H i 3C{*H} (b) NMR spekri Ka (600 MHz, DMSO-d6, 25 °C).
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Slika D6. a) tH i *C{'H} (b) NMR spektri Ks (600 MHz, DMSO-d6, 25 °C).
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Slika D7. *H-13C HMQC NMR spektar (DMSO-d6) spoja Ks. 600 MHz *H NMR spektar

prikazan je na gornjem rubu, a 150 MHz *C NMR spektar na lijevom rubu.
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Slika D8. 'H-*C HMBC NMR spektar (DMSO-d6) spoja Ke. 600 MHz *H NMR spektar
prikazan je na gornjem rubu, a 150 MHz **C NMR spektar na lijevom rubu.
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Slika D9. $3C NMR (150 MHz, DMSO-d6) spoja spoja K.
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Slika D10. 'H-13C HMBC NMR spektar (DMSO-d6) spoja K7. 600 MHz *H NMR spektar

prikazan je na gornjem rubu, a 150 MHz *C NMR spektar na lijevom rubu.
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Slika D11. 'H-13C HMQC NMR spektar (DMSO-d6) spoja Ks. 600 MHz *H NMR spektar
prikazan je na gornjem rubu, a 150 MHz *C NMR spektar na lijevom rubu.

T J | |

F1 [ppm]

|

-
LI e e T T T
160 140 120 100 80

L
t

T
180

8 6 4 2 F2 [ppm]

Slika D12. *H-3C HMBC NMR spektar (DMSO-d6) spoja Ks. 600 MHz *H NMR spektar

prikazan je na gornjem rubu, a 150 MHz 3C NMR spektar na lijevom rubu.
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8.2. Rendgenski difraktogrami spojeva K; — Ko
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Slika D13. Usporedni difraktogrami spoja Kz i slobodnog liganda HL..
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Slika D14. Usporedni difraktogrami spoja Kz i slobodnog liganda HL..
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Slika D15. Usporedni difraktogrami spoja Ks i slobodnog liganda HL..
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Slika D16. Usporedni difraktogrami spoja Ka i slobodnog liganda HL..
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Slika D17. Usporedni difraktogrami spoja Ks i slobodnog liganda HL..
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Slika D18. Usporedni difraktogrami spoja Ke i slobodnog liganda HL..
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Slika D19. Usporedni difraktogrami spoja Kz i slobodnog liganda HL 2
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Slika D20. Usporedni difraktogrami spoja Ks i slobodnog liganda HL..
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Slika D21. Difraktogrami liganada: HL1, L3, i spoja Ko.
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Slika D22. Usporedni difraktogrami spoja Ks dobivenog iz praha (crveno) i spoja Ks_sim

(crno) (simulirano) dobivenog racunatim putem (simulacija iz programa Mercury).
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Slika D23. Usporedni difraktogrami spoja Ko dobivenog iz praha (crveno) i spoja Kg_sim

(crno) (simulirano) dobivenog ra¢unatim putem (simulacija iz programa Mercury).

8.3. Rendgenski difraktogrami spojeva K», Kz i Ks
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Slika D24. Difraktogram spoja Ka.
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Slika D25. Difraktogram spoja Ka.

K4

T T T T 1

10 20 30 40 50

201°

Slika D26. Difraktogram spoja Ka.
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Tablica D1. Op¢i kristalografski podatci za spojeve Kz, K3 i Ka.

Oznaka spoja K> Ks K4
alA 7,499 14,702 10,092
b/A 6,519 5316 8,792
c/A 6,146 13,346 8,825
al® 100,159 90 101,269
pre 97,079 116 110,819
y1° 94,496 90 98,040
Prostorna grupa P-1 P2/m P-1
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8.4. Parametri uto¢njavanja Kristalnih struktura spojeva Ks, K7 i Ko

U ovom poglavlju prikazane su frakcijske koordinate nevodikovih atoma s izotropnim

temperaturnim  koeficijentima, koordinate vodikovih atoma, anizotropni temperaturni

koeficijenti nevodikovih atoma, meduatomske udaljenosti i vezni kutevi te odabrani torzijski

kutevi.
a) Spoj Ks

Tablica D2. Koordinate nevodikovih atoma (x 10%) i ekvivalentni izotropni temperaturni

koeficijenti(A x 103).
Atom X Y z U(eq)
Cu2 2500 2500 5000 20,0(7)
Cul 2500 2500 0 22,4(7)
Cu3 0 0 0 2,7(7)
032 -10(2) 1085(4) -14(9) 26,9(18)
012 2946(2) 1989(4) 1747(8) 19,5(17)
031 565(2) 100(4) 1701(9) 27,5(19)
022 2059(2) 2987(3) 3223(9) 19,8(17)
011 2916(2) 3376(4) 368(9) 22,1(17)
021 2818(2) 3484(4) 5161(8) 17,7(16)
023 1975(2) 5014(4) 2426(9) 22,1(17)
033 903(2) 2316(4) 1866(9) 26,0(18)
013 4066(2) 2705(4) 3409(8) 22,6(17)
C32 369(3) 1343(6) 900(12) 16(2)
c21 2567(3) 3981(6) 4240(13) 19(3)
C33 488(3) 2088(6) 983(13) 20(3)
C31 689(3) 799(6) 1806(13) 20(3)
C16 3814(4) 1456(6) 3948(14) 27(3)
C36 213(4) 2731(6) 131(14) 27(3)
Cl4 4038(3) 3412(6) 2842(12) 17(2)
C25 2681(4) 4767(5) 4214(14) 16(2)
C12 3304(3) 2432(6) 2082(13) 17(2)
C23 1865(3) 4253(6) 2313(12) 20(3)
C22 2150(4) 3728(6) 3207(13) 20(3)
C35 1112(4) 1069(6) 2696(12) 24(3)
C34 1199(4) 1816(6) 2654(13) 22(3)
c11 3279(4) 3198(6) 1341(13) 20(3)
C26 1424(4) 4118(6) 1177(15) 30(3)
C24 2367(4) 5251(6) 3307(13) 20(3)
C15 3653(3) 3685(6) 1802(12) 14(2)
C13 3697(3) 2207(6) 3080(13) 18(2)
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Tablica D3. Anizotropni temperaturni faktori (-10* Az)
Cu2 | 16.8(13) 14,1(12) 27.2(12) Uz e Uz
Cul | 17.4(14) 14,8(12) 32.3(13) -1,2(10) -8,6(9) 4.7(9)
cu3 | 16,4(13) 19,3(12) 30.2(13) 4,4(10) 112,2(9) 3,4(9)
032 19(4) 25(4) 35(4) 0.2(10) 110,7(9) 22,6(10)
012 12(4) 21(4) 22(4) 4(4) 8(3) 8(3)
031 25(5) 21(5) 33(4) 14(3) 14(3) 6(3)
022 15(4) 10(4) 33(4) -4(4) 17(3) 1(3)
011 14(4) 17(4) 34(4) -2(3) 5(3) 7(3)
021 14(4) 16(4) 21(4) 3(3) 11(3) 2(3)
023 29(5) 10(4) 25(4) 0(3) 9(3) 6(3)
033 24(5) 21(4) 31(4) 7(4) -12(3) 1(3)
013 26(5) 23(5) 18(4) -2(4) 5(4) 2(3)
C32 6(6) 24(6) 19(6) -2(4) 73) 1(3)
22(5) 3(5) 22(5)
c21 17(7) 24(6) 15(5) 2(5) 6(5) 5(5)
C33 9(6) 28(7) 22(6) 11(5) 3(5) 3(5)
C31 14(6) 20(7) 25(6) 8(5) 3(5) 4(5)
C16 25(7) 26(7) 29(6) 3(5) -15(5) 6(5)
C36 30(7) 23(6) 26(6) -6(6) 5(5) 4(5)
Cl4 13(6) 14(6) 24(6) -9(5) 0(5) -14(5)
C25 17(6) 2(6) 30(6) “4(4) 4(5) 0(4)
C12 9(6) 23(6) 17(5) 3(5) 11(5) 5(5)
c23 16(6) 28(7) 17(6) 3(5) 3(5) 1(5)
C22 22(7) 20(7) 17(5) 15(5) 6(5) 0(5)
C35 24(7) 36(8) 11(5) -5(6) -8(5) -3(5)
C34 19(7) 26(7) 18(6) -15(6) -12(5) -6(5)
C11 23(7) 23(7) 17(6) 3(6) 16(5) -8(5)
C26 19(7) 23(7) 47(7) -1(5) -1(5) 10(5)
C24 32(7) 14(6) 15(6) -10(5) 2(5) 4(4)
C15 12(6) 16(6) 11(5) 5(5) 7(4) 7(4)
c13 10(6) 24(6) 19(5) 11(5) 15) 8(5)
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Tablica D4. Meduatomske udaljenosti (A).

Atom Atom Duljina veze/A Atom Atom Duljina veze/A
Cu2 022 1,929(6) 033 C33 1,370(12)
Cu2 022! 1,929(6) 033 C34 1,322(12)
Cu2 021! 1,962(6) 013 C14 1,311(12)
Cu2 021 1,962(6) 013 C13 1,388(11)
Cul 012 1,944(6) C32 C33 1,357(14)
Cul 0122 1,944(6) C32 C31 1,450(13)
Cul O11 1,964(6) C21 C25 1,425(13)
Cul 0112 1,964(6) c21 C22 1,435(14)
Cu3 032 1,912(7) C33 C36 1,486(14)
Cu3 0323 1,912(7) C31 C35 1,414(14)
Cu3 031 1,967(6) C16 C13 1,490(14)
Cu3 0313 1,967(6) C14 C15 1,377(13)
032 C32 1,313(11) C25 C24 1,371(14)
012 C12 1,306(11) C12 C11 1,451(14)
031 C31 1,283(11) C12 C13 1,353(14)
022 C22 1,332(11) C23 C22 1,364(13)
011 C11 1,251(12) C23 C26 1,475(14)
021 Cc21 1,287(11) C35 C34 1,341(14)
023 C23 1,380(12) C11 C15 1,400(14)
023 C24 1,319(12)

Tablica D5. Vezni kutevi (°).
Atom Atom Atom Vezni kut/® Atom Atom Atom Vezni kut/®
022! Cu2 022 180,0 C25 c21 021 123,1(9)
021 Cu2 022 85,9(3) C22 C21 021 118,0(9)
0211 Cu2 022 94,1(3) C22 ca21 C25 118,9(9)
0211 Cu2 0221 85,9(3) C32 C33 033 120,9(9)
021 Cu2 0221 94,1(3) C36 C33 033 112,7(8)
021 Cu2 0211 180,0 C36 C33 C32 126,3(9)
0122 Cul 012 180,0 C32 C31 031 116,2(9)
0o11 Cul 012 84,8(3) C35 C31 031 125,2(9)
011 Cul 0122 95,2(3) C35 C31 C32 118,5(9)
0112 Cul 012 95,2(3) C15 Cl4 013 121,7(9)
0112 Cul 0122 84,8(3) C24 C25 C21 117,6(10)
0112 Cul 011 180,0 Cil1 C12 012 118,3(9)
0323 Cu3 032 180,0 C13 C12 012 123,0(9)
0313 Cu3 032 94,3(3) C13 C12 C11 118,8(10)
031 Cu3 0323 94,3(3) C22 C23 023 120,2(9)
0313 Cu3 0323 85,7(3) C26 C23 023 112,0(8)
031 Cu3 032 85,7(3) C26 C23 C22 127,8(10)
0318 Cu3 031 180,0 C21 C22 022 11,.3(8)

C32 032 Cu3?® 109,3(6) C23 C22 022 123,8(10)

C12 012 Cul 108,5(6) C23 C22 C21 118,8(9)

C31 031 Cu3 109,7(6) C34 C35 C31 118,5(10)
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C22 022 Cu2 108,7(6) C35 C34 033 123,1(9)
C11 011 Cul 110,8(6) C12 Cl1 o11 116,9(9)
C21 021 Cu2! 109.2(6) C15 Cl1 O11 125,2(9)
C24 023 C23 121,4(8) C15 Cl1 C12 117,9(10)
C34 033 C33 121,0(8) C25 C24 023 122,8(9)
C13 013 Cl4 121,4(8) C11 C15 Cl4 119,5(9)
C33 C32 032 123,8(9) C16 C13 013 110,2(8)
C31 C32 032 118,2(9) C12 C13 013 120,5(9)
C31 C32 C33 117,9(9) C12 C13 C16 129,3(9)

Tablica D6. Odabrani torzijski kutevi (°).

A B C D Kut/ A B C D
Cu2 022 C22 C21 8,1(6) 032 C32 C31 031
Cu2! 022 C22 C21 8,1(6) 032 C32 C31 C35
Cu2 022 C22 C23 -170,1(6) 012 C12 Cl1 011
Cu2! 022 C22 C23 -170,1(6) 012 C12 Cl1 C15
Cu2! 021 C21 C25 174,5(6) 012 C12 C13 013
Cu2 021 C21 C25 174,5(6) 012 C12 C13 Cl6
Cu2! 021 C21 C22 -5,0(6) 031 C31 C32 C33
Cu2 021 C21 C22 -5,0(6) 031 C31 C35 C34
Cul 012 C12 Cl1 7,3(6) 022 C22 C21 021
Cul? 012 C12 Cl1 7,3(6) 022 C22 Cc21 C25
Cul 012 C12 C13 -172,4(6) 022 C22 C23 023
Cul? 012 Ci12 C13 -172,4(6) 022 C22 C23 C26
Cul 011 Cl1 C12 -4,1(6) 011 Cl1 C12 C13
Cul? 011 Cl1 C12 -4,1(6) 011 Cl1 C15 Cl14
Cul? 011 Cl1 C15 177,5(6) 021 C21 C25 C24
Cul 011 Cl1 C15 177,5(6) 021 C21 C22 C23
Cu3 032 C32 C33 173,1(6) 023 C23 C22 C21
Cu3® 032 C32 C33 173,1(6) 023 C24 C25 Cc21
Cu3 032 C32 C31 -4,1(6) 033 C33 C32 C3l
Cu3® 032 C32 C31 -4,1(6) 033 C34 C35 C3l
Cu3 031 C3l C32 7,8(6) 013 Cl4 C15 Cl1
Cu3® 031 C31 C32 7,8(6) 013 C13 C12 Cl1
Cu3® 031 C3l C35 -171,1(6) C32 C31 C35 C34
Cu3 031 C31 C35 -171,1(6) C21 C22 C23 C26
032 C32 C33 033 -176,0(9) Cl6 C13 C12 Cl1
032 C32 C33 C36 2,0(12) Cl14 C15 Cl1 C12
Cu3 032 C32 C31 -4,1(6) 033 C33 C32 C3l
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Tablica D7. Frakcijske koordinate vodikovih atoma (Ax10% i izotropni temperaturni
koeficijenti (A2x109).

Atom X Y z U(eq)
H16a 4060(15) 1215(16) 3300(60) 41(4)
H16b 3920(20) 1526(7) 5270(30) 41(4)
H16c 3539(6) 1131(13) 3850(80) 41(4)
H36a 207(18) 3144(14) 1040(30) 40(4)
H36b 355(12) 2910(20) -980(50) 40(4)
H36c -103(7) 2560(10) -230(80) 40(4)
H14 4291(3) 3745(6) 3156(12) 21(3)
H35 1329(4) 728(6) 3310(12) 29(3)
H34 1487(4) 1995(6) 3216(13) 26(3)
H26a 1170(4) 4350(30) 1790(40) 44(4)
H26b 1439(8) 4350(30) -60(30) 44(4)
H26c 1371(10) 3571(6) 1050(70) 44(4)
H24 2434(4) 5779(6) 3312(13) 24(3)
H25 2965(4) 4950(5) 4805(14) 20(3)
H15 3641(3) 4199(6) 1401(12) 16(3)

a) Spoj K7

Tablica D8. Koordinate nevodikovih atoma (x10%) i ekvivalentni izotropni temperaturni
koeficijenti (A2x10°).

Atom X Y z U(eq)
V1 4368,0(8) 7124,9(5) 6447,7(4) 32,3(3)
021 1873(3) 6683(2) 6762(2) 43,9(7)
012 3650(3) 6545,9(19) 5077,1(17) 39,8(7)
023 2041(3) 6093,0(19) 9774,7(17) 38,7(7)
022 5052(4) 6669(2) 7869,2(19) 49,0(7)
013 6532(3) 5793,2(19) 3162,4(18) 40,5(7)
o1 4342(3) 8389(2) 6404,9(16) 39,4(7)
011 6859(3) 6652,2(19) 6144,9(19) 40,6(7)
C13 4991(5) 6035(3) 3591(3) 38,8(10)
C12 5135(5) 6298(3) 4600(3) 32,4(9)
C16 3316(6) 5991(3) 2857(3) 50,0(11)
C22 3489(6) 6466(3) 8319(3) 37,2(10)
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Atom X Y z U(eq)

C26 5209(6) 6393(3) 10120(3) 56,9(12)
c23 3598(6) 6308(3) 9362(3) 46,6(11)
c21 1831(5) 6473(3) 7695(3) 39,3(9)
C11 6840(5) 6356(3) 5206(3) 34,6(9)
Cl4 8206(6) 5831(3) 3745(3) 45,4(10)
C15 8434(5) 6096(3) 4737(3) 41,8(10)
C24 384(6) 6066(3) 9155(3) 51,8(11)
C25 193(6) 6252(3) 8158(3) 45,5(10)

Tablica D9. Anizotropni temperaturni faktori (A2x109).

Atom Ull U22 U33 UlZ U13 U23
V1 37,2(5) 34,2(5) 25,7(5) -3,2(2) 47(3) 0,0(2)
021 49,3(17) 44.5(16) 40,7(18) -8,3(12) 16,5(13) -2,5(13)
012 44,6(15) 43,3(15) 30,5(14) -5,0(11) 1,2(12) -2,5(11)
023 46,0(16) 41,3(15) 29,6(14) 1,3(12) 7,7(13) 2,8(11)
022 63,2(19) 46,1(17) 36,0(15) 6,3(13) 0,0(14) 2,2(12)
013 45,0(17) 40,3(15) 37,7(14) -1,8(12) 11,4(14) -6,2(12)
o1 45,8(16) 38,0(16) 34,5(15) -4,7(10) 5,2(12) -0,5(10)
011 38,5(15) 43,7(16) 39,9(17) 0,6(12) 6,5(12) 1,3(12)
C13 47(2) 34(2) 36(2) -3,4(17) 8,6(19) 0,8(17)
C12 45(2) 25,4(18) 28(2) -2,4(16) 11,5(19) 0,6(15)
C16 54(3) 57(3) 36(2) -6(2) 5(2) -1,0(19)
C22 65(3) 28(2) 23(2) 3,5(17) 23(2) 3,5(15)
C26 69(3) 44(2) 54(3) 6(2) -10(2) -3(2)
c23 51(3) 34(2) 55(3) 0,7(18) 11(2) -0,6(19)
c21 48(3) 33(2) 36(2) -0,4(17) 4(2) -0,7(17)
c11 41(2) 26,9(19) 36(2) -2,1(16) 4.1(19) 1,5(16)
Cl4 45(3) 35(2) 59(3) -0,7(17) 17(2) -7,4(19)
C15 36(2) 33(2) 56(3) -2,9(17) 3(2) 1,3(18)
C24 61(3) 39(2) 58(3) 0(2) 18(3) 2(2)
C25 50(3) 38(2) 46(3) 3,5(19) -3(2) -5,8(19)
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Tablica D10. Meduatomske udaljenosti (A).

Atom Atom Duljina/A Atom Atom Duljina/A
V1 021 2,010(2) 011 Cl1 1,285(4)
V1 012 1,949(2) C13 C12 1,355(5)
V1 022 1,954(2) C13 C16 1,463(5)
V1 o1 1,594(3) C12 c11 1,397(5)
V1 011 2,014(2) C22 c23 1,375(5)
021 c21 1,256(4) C22 c21 1,378(5)
012 c12 1,363(4) C26 c23 1,449(6)
023 c23 1,356(5) c21 C25 1,445(6)
023 C24 1,375(5) c11 C15 1,431(5)
022 c22 1,382(4) C14 C15 1,333(6)
013 C13 1,363(5) C24 C25 1,317(6)
013 Cl4 1,363(5)

Tablica D11. Vezni kutevi (°).

Atom Atom Atom | Vezni kut/° || Atom Atom Atom Vezni kut/
012 V1 021 86,58(10) C13 C12 012 122,6(3)
022 V1 021 81,47(11) Cl1 C12 012 116,1(3)
022 V1 012 140,89(12) Cl1 C12 C13 121,3(3)

01 V1 021 106,07(11) C23 Cc22 022 120,5(4)
01 V1 012 109,94(11) C21 C22 022 117,8(3)
01 V1 022 109,14(11) c21 Cc22 C23 121,7(4)
o11 V1 021 146,74(11) C22 C23 023 118,9(4)
011 V1 012 81,50(10) C26 C23 023 113,5(4)
011 V1 022 88,45(11) C26 C23 Cc22 127,6(4)
011 V1 01 107,18(11) C22 Cc21 021 116,6(3)
c21 021 V1 113,4(2) C25 c21 021 125,3(4)
C12 012 V1 111,8(2) C25 c21 Cc22 118,1(3)
C24 023 C23 119,9(3) C12 Cl1 011 117,3(3)
C22 022 V1 109,6(2) Ci15 Cl11 0o11 124,8(3)
Cl4 013 C13 120,0(3) C15 Cl1 C12 117,9(3)
C11 011 V1 112,2(2) C15 Cl4 013 123,1(4)
C12 C13 013 119,6(3) Cl4 C15 Cl1 118,1(4)
C16 C13 013 113,2(3) C25 C24 023 123,7(4)
C16 C13 C12 127,2(4) C24 C25 Cc21 11,.7(4)
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Tablica D12. Odabrani torzijski kutevi (°).
A B C D Kut/’ A B C D Kut/
vi | 021 | c21 | C22 -6,6(2) 012 | c12 | c11 | C15 179,6(3)
vi | 021 | c21 | C25 172,7(2) 023 | c23 | c22 | 022 -178,9(3)
vi | 012 | c12 | C13 -169,8(2) 023 | c23 | c22 | ca1 3,8(4)
V1 012 | C12 | C11 8,6(2) 023 | C24 | C25 | C21 1,4(4)
V1 022 | C22 | Cz3 -169,0(2) 022 | C22 | C23 | C26 4,4(4)
V1 022 | C22 | C21 8,5(2) 022 | C22 | C21 | C25 179,4(3)
V1 011 | C11 | C12 -6,7(2) 013 | C13 | C12 | C11 1,9(4)
V1 011 | C11 | C15 172,5(2) 013 | C14 | C15 | C11 -0,2(4)
021 | C21 | C22 | 022 -1,3(4) 011 | C11 | C12 | C13 177,3(3)
021 | C21 | C22 | C23 176,1(3) Ol1l1 | C11 | C15 | C14 -178,1(4)
021 | C21 | C25 | C24 -178,6(4) C13 | C12 | C11 | C15 -2,0(4)
012 | Cc12 | C13 | 013 -179,8(3) Cl2 | C11 | C15 | C14 1,1(4)
012 | Ci12 | C13 | C16 1,3(4) C22 | C21 | C25 | C24 0,6(4)
012 | C12 | C11 | O11 -1,1(3)

Tablica D13. Koordinate nevodikovih atoma (Ax10%) i ekvivalentni izotropni temperaturni
koeficijenti (A2x10°).

Atom X y z U(eq)
H16a 3361(17) 6541(14) 2332(12) 75,0(16)
H16b 3220(20) 5291(8) 2527(15) 75,0(16)
H16c 2249(6) 6110(20) 3219(4) 75,0(16)
H26a 5005(16) 6938(17) 10626(13) 85,4(18)
H26b 5440(20) 5708(7) 10468(16) 85,4(18)
H26¢ 6270(10) 6590(20) 9779(4) 85,4(18)
H14 9261(6) 5660(3) 3429(3) 54,5(13)
H15 9621(5) 6112(3) 5121(3) 50,2(12)
H24 -684(6) 5904(3) 9462(3) 62,1(14)
H25 -981(6) 6240(3) 7758(3) 54,7(12)
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b) Spoj Ko

Tablica D14. Frakcijske koordinate nevodikovih atoma (x10%) i ekvivalentni izotropni
temperaturni koeficijenti (A?x103).

Atom X y z U(eq)
Cul 5010,4(4) 8608,5(2) 3446,5(2) 19,91(11)
o7 5102(2) 6214,4(11) 7137,2(10) 24,1(3)
03 -41(2) 5161,7(11) 1440,9(10) 23,0(3)
04 150(2) 3767,0(12) 3507,1(11) 30,2(4)
08 4530(3) 4011,3(12) 8455,3(11) 32,1(4)
N2 6351(2) 8543,6(13) 4710,8(12) 19,8(4)
05 1701(2) 4309,6(12) 5271,4(11) 29,3(4)
01 3371(2) 7203,3(11) 3144,0(10) 22,3(3)
09 7010(2) 8045,6(12) 2624,1(11) 29,4(4)
010 3217(2) 8911,4(12) 2499,9(12) 32,5(4)
06 3554(3) 5786,0(13) 5290,6(12) 37,7(4)
N1 6520(2) 10075,8(13) 4027,4(13) 22,2(4)
02 1139(3) 7111,6(14) 1872,1(15) 58,7(7)
C4 148(3) 4188,9(16) 2872,4(15) 21,2(4)
Cl 1920(3) 6754,2(16) 2449,9(15) 23,2(4)
C25 6160(3) 7720,8(16) 5005,3(15) 21,8(4)
Cc27 8689(3) 11290,2(17) 5431,1(17) 26,9(5)
C3 1205(3) 5221,1(16) 3038,4(14) 20,2(4)
C5 -987(3) 3655,5(16) 1902,1(15) 20,2(4)
C2 1045(3) 5651,5(15) 2336,4(14) 19,2(4)
Cc21 7529(3) 9439,3(16) 5307,3(15) 20,9(4)
C26 7610(3) 10306,3(16) 4920,5(15) 21,8(4)
C15 5839(3) 5732,2(16) 8574,8(15) 21,5(4)
C13 3688(3) 4529,4(16) 7094,0(15) 21,4(4)
C6 -1028(3) 4162,8(15) 1219,2(15) 20,5(4)
C16 6031(3) 6447,7(16) 8085,4(14) 21,4(4)
C12 3953(3) 5271,3(16) 6687,6(15) 20,7(4)
C30 6493(3) 10820,7(17) 3621,8(17) 26,9(5)
C22 8560(3) 9511,5(17) 6203,3(15) 24,2(4)
C14 4670(3) 4693,6(16) 8077,0(15) 22,2(4)
C11 3052(3) 5157,9(16) 5668,8(15) 23,8(4)
c7 -2054(3) 2637,1(17) 1621,0(16) 27,0(5)
C20 6826(3) 6042,3(18) 9541,4(15) 25,7(5)
C10 -2086(3) 3692,6(17) 278,7(16) 26,3(5)
C24 7130(3) 7743,0(17) 5894,2(16) 25,6(5)
C28 8633(3) 12053,18(17) 5007,5(18) 30,1(5)
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Atom X y z U(eq)
C18 8136(3) 7708,9(18) 9461,6(16) 28,9(5)
C19 7961(3) 7017,8(19) 9975,6(16) 29,4(5)
C9 -3134(3) 2699,7(18) 31,8(16) 29,4(5)
C17 7167(3) 7434,6(17) 8516,5(16) 26,5(5)
c23 8354(3) 8653,0(18) 6500,9(16) 27.1(5)
C29 7525(3) 11815,2(17) 4091,5(18) 30,0(5)
014 9098(17) 10244(8) 882(9) 61(3)
011 3082(4) 10124,0(17) 1435,6(16) 61.6(6)
cs -3121(3) 2169,4(17) 697.3(17) 30,4(5)
N3 8027(3) 9791,7(18) 1214,1(18) 45,6(6)
012 8870(5) 9248(3) 1755(2) 39,8(12)
013 6319(5) 9652(3) 1185(4) 63,7(17)
00 9460(30) 10215(12) 1012(13) 78(5)
015 7857(11) 9671(4) 1874(4) 56(2)
001D 6507(7) 9813(4) 539(4) 42,6(17)
Tablica D15. Anizotropni temperaturni faktori (A2x10°%) .

Atom Ull U22 U33 U12 U13 U23
cul | 203517) | 1510026) | 19.84(17) | -0,30(12) 0,07(12) 4,73(12)
07 28,8(8) 18,9(7) 17,7(7) -2,7(6) -1,5(6) 5,3(6)
03 27,2(8) 17,8(7) 16,0(7) -0,5(6) -3,3(6) 2,8(6)
04 38,3(9) 22,6(8) 20,3(8) 5,1(7) -3,1(7) 8,0(6)
08 48,8(10) 24.4(8) 23,0(8) 6,9(7) 5,7(7) 11,1(7)
N2 17,3(8) 18,0(8) 19,6(8) 0,2(7) 2.2(7) 3,3(7)
05 36,4(9) 23,0(8) 18,2(7) -5,4(7) -5,0(6) 6,4(6)
01 21,4(7) 18,6(7) 19,7(7) -2,3(6) -3,0(6) 4,5(6)
09 35,3(9) 25,2(8) 25.8(8) 4,0(7) 10,5(7) 5,4(7)
010 32,7(9) 20,9(8) 35,1(9) -2,3(6) -8,4(7) 12,1(7)
06 47,2(10) 30,1(9) 23,3(8) -11,3(8) -6,8(7) 12,9(7)
N1 19,8(8) 19,2(9) 24,9(9) 1,9(7) 3,4(7) 5,9(7)
02 67,5(14) 29,1(10) 52,9(12) -14,6(9) -37,0(11) 22,5(9)
C4 20,2(10) 20,3(10) 20,2(10) 2,9(8) 1,8(8) 4,9(8)
Cl 25,6(11) 20,6(10) 18,6(10) -0,0(8) -0,0(8) 6,2(8)
C25 20,0(10) 18,7(10) 23,1(11) 1,7(8) 2,6(8) 4,9(8)
c27 21,9(10) 22,2(11) 29,8(12) -0,6(8) 7.1(9) 0,8(9)
C3 17,4(9) 19,2(10) 17,7(10) 0,1(8) -0,9(8) 2,1(8)
Cc5 16,7(9) 19,3(10) 19,8(10) 1,6(8) 2,3(8) 1,5(8)
C2 16,2(9) 18,4(10) 16,6(10) 1,0(8) -1,1(7) 0,3(8)
c21 18,5(10) 18,5(10) 21,9(10) 2,1(8) 5,5(8) 1,4(8)
C26 16,5(9) 19,7(10) 26,8(11) 1,6(8) 8,3(8) 3,2(8)
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Atom Ull U22 U33 U12 U13 U23
C15 20,2(10) 23,5(11) 19,8(10) 7.2(8) 3,6(8) 4,6(8)
C13 22,1(10) 18,4(10) 20,1(10) 1,6(8) 2,7(8) 4,1(8)
C6 17,1(9) 17,1(10) 20,6(10) 1,3(8) -0,0(8) 0,0(8)
C16 20,5(10) 24,8(11) 15,0(10) 4,4(8) 1,3(8) 2,9(8)
C12 19,8(10) 18,2(10) 18,8(10) 1,0(8) 0,9(8) 2,1(8)
C30 25,7(11) 23,4(11) 31,1(12) 3,1(9) 6,7(9) 10,0(9)
C22 20,6(10) 24,4(11) 20,7(10) 2,0(8) 1,4(8) 0,7(9)
Cl4 24,2(10) 23,6(11) 20,1(10) 7,1(8) 6,6(8) 7.4(9)
c11 26,1(11) 20,6(10) 20,2(10) 1,0(8) 0,3(8) 5,9(9)
c7 27,6(11) 20,5(11) 26,9(11) -0,7(9) 4,8(9) 3,4(9)
C20 28,0(11) 29,9(12) 19,5(10) 11,1(9) 2,9(9) 7.2(9)
C10 27,4(11) 25,8(11) 18,7(10) 5,6(9) -1,9(9) 1,4(9)
C24 26,0(11) 25,6(11) 251(11) 5,3(9) 5,0(9) 9,7(9)
C28 27,9(11) 17,3(10) 39,2(13) -2,3(9) 12,2(10) 2,39)
c18 23,3(11) 25,9(11) 26,5(12) 1,3(9) -0,1(9) -2,3(9)
c19 24,6(11) 37,9(13) 18,8(11) 10,0(10) -1,7(9) 0,4(10)
C9 23,6(11) 29,7(12) 22,0(11) 2,5(9) -2,7(9) -4,9(9)
c17 27,3(11) 24,4(11) 23,0(11) 1,6(9) 3,9(9) 4,6(9)
C23 22,8(10) 33,8(12) 20,4(10) 4,8(9) 0,6(8) 5,8(9)
C29 31,4(12) 20,4(11) 41,7(14) 4,5(9) 15,3(10) 12,5(10)
014 89(7) 52(5) 78(5) 35(5) 45(5) 51(5)
o011 | 102,1(19) 36,5(11) 46,0(12) 9,2(12) 12,5(12) 22,0(10)
C8 25,4(11) 21,6(11) 3,.8(12) -4,7(9) 3,2(9) -4,1(9)
N3 37,0(14) 39,8(13) 37,2(15) -3,8(10) 7,0(11) -14,8(11)
012 34,8(19) 47(2) 29,3(17) -5,9(16) 0,4(13) 14,8(15)
013 39(2) 67(3) 81(4) 14,0(18) 11(2) 17(2)
00 62(6) 72(9) 66(7) -18(6) 17(5) -10(6)
015 88(5) 42(3) 31(3) 6(3) 4(3) 15(2)
001D 47(3) 39(3) 27(3) 2(2) 7(2) 2(2)
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Tablica D16. Meduatomske udaljenosti (A).

Atom Atom Duljina/A Atom Atom Duljina/A
Cul N2 2,0037(17) Cc5 c7 1,405(3)
Cul 01 1,0946(14) c21 C26 1,478(3)
Ccul 09 2,2091(16) c21 c22 1,384(3)
Cul 010 1,0446(16) C15 C16 1,394(3)
cul N1 2,0174(17) C15 Cl4 1,463(3)
07 C16 1,381(2) C15 C20 1,406(3)
07 C12 1,348(3) C13 C12 1,341(3)
03 c2 1,350(2) C13 Cl4 1,454(3)
03 Cé 1,373(3) C6 C10 1,393(3)
04 C4 1,247(3) C16 C17 1,388(3)
08 Cl4 1,235(3) C12 C11 1,503(3)
N2 C25 1,336(3) C30 C29 1,381(3)
N2 c21 1,357(3) C22 C23 1,386(3)
05 c11 1,311(3) c7 cs 1,375(3)
01 C1 1,268(3) C20 C19 1,376(3)
06 c11 1,206(3) C10 C9 1,375(3)
N1 C26 1,349(3) C24 C23 1,386(3)
N1 C30 1,345(3) c28 c29 1,380(4)
02 c1 1,221(3) c18 C19 1,392(4)
C4 C3 1,442(3) C18 C17 1,379(3)
c4 Cc5 1,454(3) c9 c8 1,394(4)
c1 c2 1,512(3) 014 N3 1,178(10)
C25 C24 1,381(3) N3 012 1,397(5)
c27 C26 1,389(3) N3 013 1,222(5)
c27 c28 1,388(4) N3 00 1,235(18)
Cc3 c2 1,344(3) N3 015 1,072(6)
C5 Cc6 1,393(3) N3 001D 1,374(5)
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Tablica D17. Vezni kutevi (°).

Atom Atom Atom Kut/® Atom Atom Atom Kut’
01 Cul N2 90,53(6) C5 C6 03 121,66(18)
09 Cul N2 97,29(7) C10 C6 03 116,25(19)
09 Cul 01 92,00(6) C10 C6 C5 122,10(19)
010 Cul N2 160,20(8) C15 C16 07 121,83(18)
010 Cul 01 91,84(6) Cc17 C16 07 115,85(19)
010 Cul 09 102,26(7) C17 C16 C15 122,31(19)
N1 Cul N2 81,00(7) C13 C12 07 124,25(19)
N1 Cul 01 167,57(7) C11 C12 o7 110,99(17)
N1 Cul 09 98,06(7) c11 C12 C13 124,74(18)
N1 Cul 010 93,13(7) C29 C30 N1 122,3(2)
C12 o7 C16 118,34(16) C23 C22 Cc21 119,07(19)
C6 03 C2 118,96(17) C15 C14 08 123,07(19)
C25 N2 Cul 126,16(14) C13 Cl14 08 122,7(2)
C21 N2 Cul 114,81(14) C13 Cl4 C15 114,26(18)
c21 N2 C25 119,02(18) 06 Ci11 05 126,1(2)
Cl14 C15 C16 120,00(19) 001D N3 012 148,3(3)
C20 C15 Cl16 117,8(2) 001D N3 013 48,6(3)
C20 C15 Cl4 122,2(2) 001D N3 00 104,9(9)
Cl4 C13 C12 121,18(19) 001D N3 015 121,9(5)
Cl4 C15 Cl16 120,00(19) 001D N3 012 148,3(3)

Tablica D18. Odabrani torzijski kutevi (°).
A B C D Kut/® A B C D Kut/®

Cul | N2 | C25 | C24 -179,51(17) N2 | C21 [ C26 | N1 -0,8(2)
Cul | N2 | c21| C26 0,26(15) N2 | c21 | c26 | c27 178,14(18)
Cul | N2 | C21 | C22 -179,65(14) N2 | C21 | C22 | C23 -1,1(2)
Cul | O1 C1l 02 -6,4(2) 05 | C11 | C12 | C13 11,7(2)
Cul | O1 C1 C2 174,56(17) 01 C1 C2 C3 24,0(2)
Cul | N1 | C26 | C27 -177,99(14) 06 | Cl1 | C12 | C13 -168,2(2)
Cul | N1 | C26 | C21 1,01(15) N1 | C26 [ C27 | C28 0,2(2)
Cul [ N1 | C30 | C29 177,46(18) N1 | C26 | C21 | C22 179,06(18)
O7 | Cl6 | C15 | C14 1,7(2) N1 | C30 [ C29 [ C28 0,4(3)

07 | C16 | C15 | C20 -179,4(2) 02 | c1| c2 | c3 -155,2(2)
07 | c16 | c17 | c18 -179,74(19) ca | c3|c2|c 173,56(19)
O7 | Cl2 | C13 | C14 -0,7(3) C4 C5 Ce6 | C10 179,9(2)
o7 [c12|cu1| o5 -169,57(18) ca | cs | c7 | c8 179,3(2)
O7 | Ci12 [ C11 | O6 10,6(2) C25 | C24 | C23 | C22 0,4(2)
03 C2 C1l 01 -160,13(17) C27 | C26 | C21 | C22 -2,0(3)
o3 [ c2|c1| o2 20,7(2) c27 | c28 | c29 | c30 0,2(3)
03 C2 C3 C4 -1,8(2) C5 C6 | C10 | C9 0,9(2)
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A B C D Kut/° A B C D Kut/°
03 | c6 | c5 | ca -0,8(2) cs | c7 | cs | co 0,7(3)
03 C6 C5 C7 179,3(2) C21 | C22 | C23 | C24 0,3(2)
03 C6 C10 C9 -178,43(19) Cl15 | Cl6 | C17 | C18 0,1(2)
o4 [ ca|c3 | c -175,8(2) c15 | cia [ c13 | c12 3,5(2)
o4 [ ca | cs | cs 177,1(2) c15 | c20 | c19 | c18 0,3(3)
o4 | ca | cs | c7 -3,0(3) c6 | cwo| co | cs -1,0(3)
08 | cia | c15 | c16 175,8(2) C16 | c17 | c18 | c19 -0,8(3)
08 | C14 | C15 | C20 -3,0(3) C7 C8 C9 C10 0,3(3)
o8 | cia | ci13 | c12 -176,2(2) c20 | c19 | c18 | c17 0,6(3)
N2 | c25 | caa | c23 -0,3(2)
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Tablica D19. Koordinate nevodikovih atoma (Ax10%) i ekvivalentni izotropni temperaturni
koeficijenti (A2x109).

Atom X Y z U(eq)
H5 1250(30) 4256(12) 4699(6) 44,0(5)
H9 7240(30) 8407(11) 2244(12) 44,1(5)
Hob 6458(12) 7429(7) 2237(12) 44,1(5)
H10a 2260(30) 8396(13) 2162(15) 48,7(6)
H10b 3380(40) 9281(17) 2125(14) 48,7(6)
H25 5326(3) 7096.6(16) 4587,4(15) 26,1(5)
H27 9452(3) 11437,9(17) 6058,8(17) 32,2(6)
H3 2022(3) 5600,1(16) 3649,3(14) 24,2(5)
H13 2842(3) 3885,2(16) 6733,1(15) 25,7(5)
H30 5739(3) 10656,8(17) 2989,8(17) 32,3(6)
H22 9397(3) 10141,0(17) 6608,7(15) 29,0(5)
H7 -2038(3) 2270,8(17) 2070,6(16) 32,4(6)
H20 6708(3) 5575,6(18) 9897,1(15) 30,9(6)
H10 -2083(3) 4047,7(17) -179,5(16) 31,5(6)
H24 6962(3) 7146,5(17) 6085,9(16) 30,7(6)
H28 9351(3) 12733,7(17) 5344,6(18) 36,1(6)
H18 8933(3) 8378,4(18) 9766,1(16) 34,6(6)
H19 8628(3) 7220,4(19) 10628,1(16) 35,3(6)
H9 -3881(3) 2369,2(18) -603,8(16) 35,3(6)
H17 7274(3) 7909,4(17) 8168,8(16) 31,8(6)
H23 9044(3) 8688,0(18) 7114,7(16) 32,5(6)
H29 7473(3) 12327,2(17) 3789,0(18) 36,0(6)
Hlla 4020(30) 10010(40) 1180(20) 92,4(10)
H11b 2020(30) 9930(40) 995(19) 92,4(10)
H8 -3850(3) 1483,1(17) 512,0(17) 36,5(6)
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§9. ZIVOTOPIS

Nikolina Filipovi¢ rodena je 22. sijecnja 1992. godine u Osijeku. Pohadala je Osnovnu skolu
Visnjevac nakon koje upisuje Opcéu gimnaziju u Osijeku. Obrazovanje potom nastavlja na
Odjelu za kemiju. Na prijediplomskom studiju kemije dodijeljene su joj dvije nagrade:
Procelnicka nagrada za najboljeg studenta tre¢e godine prijediplomskog studija i Rektorova
nagrada za seminarski rad pod nazivom “Infracrvena i Ramanova spektroskopija”.

Diplomski nastavnicki studij upisuje 2014. godine, a zavrSava 2016. godine. Od 2017. godine
zaposlena je na radnom myjestu asistenta na Zavodu za opc¢u, anorgansku, fizikalnu kemiju i
metodiku kemije na Odjelu za kemiju, a od 2018. godine je zaposlena na Fakultetu za dentalnu
medicine i zdravstvo kao vanjski suradnik na kolegiju Medicinska kemija. Doktorski studij
kemije na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu upisuje u studenom 2017. godine; smjer
Anorganska i strukturna kemija. Podrucje znanstvenog interesa su joj bioloski aktivni spojevi,
posebno kompleksni spojevi prijelaznih metala s ligandima iz skupine benzopiranona i
hidroksipiranona. Dosad je objavila 5 znanstvenih radova. Sudjelovala je na 21 znanstvenom
skupu od ¢ega su 4 usmena priopc¢enja. Aktivno sudjeluje i u popularizaciji znanosti te je vise
godina zaredom bila koordinatorica Festivala znanosti, Smotre Sveucilista kao i Dana otvorenih
vrata Odjela za kemiju te Tjedna znanosti koji se u Osijeku prvi put odrzao 2024. godine. Kao
suradnik, sudjelovala je na 5 znanstveno-istrazivackih projekata i na jednom stru¢nom projektu.
Voditeljica je projekta “Ispitivanje uéinkovitosti (neistrazenih) bakrovih kompleksa na 3D
stani¢nim modelima” sufinanciranog od strane Zaklade akademije znanosti i umjetnosti (2023.
godina). Dobitnica je potpore Osjecko baranjske Zupanije za studente doktorskog studija u
2023. godini. Bila je neposredni voditelj na jednom zavr$nom radu (2018. godine) i jednom
diplomskom radu (2019. godine). Clanica je Hrvatskog kemijskog drustva (HKD), Drustva
kemicara i tehnologa Osijek (DKT), Hrvatskog drustva za istrazivanje raka (HDIR) i Hrvatskog

drustva za biokemiju i molekularnu biologiju. (HDBMB).
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rad)
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