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Сажетак
 

Синтетисано је 12 нових комплексних једињења, приликом чега су као централни 
јони коришћени кобалт(II),  бакар(II)  и цинк(II),  а  као лиганди су коришћени раније 
синтетисани  2,4-дикетоестри,  приликом  чега  је  коришћено  9  различитих  лиганада. 
Комплекси  су  синтетисани  у  моларном  односу  метал:лиганд  1:2.  Комплекси  су 
окарактерисани комбинацијом спектроскопских метода, UV-Vis, IR, NMR, EPR као и 
методама масене спектрометрије. Елементалном анализом је потврђен састав комплекса. 
Утврђено је да су лиганди бидентатно координовани за јон метала и да се налазе у енолној 
форми приликом координације.

Испитане су активности свих 12 комплекса према 5 бактеријских и 5 гљивичних 
култура. Уочене су уопштено веће вредности активноси према гљивичним културама. 
Испитане  су  антитуморска  активност  и  индекс  селективности  свих  12  комплекса 
одређивањем активности према ћелијама рака и здравим ћелијама. На основу значајне 
антитуморске активности изабрано је 4 комплекса  CoL3, CuL6, ZnL2  и ZnL4  за даља 
испитивања. Морфолошком анализом је утврђено да је механизам ћелијске смрти под 
утицајем изабраних комплекса  претежно апоптоза.

Испитане су интеракције изабраних комплекса са биолошким макромолекулима. 
Интеракције са DNA су праћене применом спектроскопске титрације, флуориметрије и 
вискозиметрије. Утврђено је постојање спонтаних интеракција са DNA, а фаворизовано 
је везивање у малом жлебу. Интеракције са албумином су испитане флуориметријски. 
Утврђен  је  већи  афинитет  везивања  ка  субдомену  IIIA.  Структуре  комплекса  су 
оптимизоване  и  као  такве  доковане  на  кристалне  структуре  DNA и  BSA.  Резултати 
добијени  на  основу  молекулског  доковања  су  у  складу  са  резултатима  добијеним 
проучавањем интеракција са DNA и BSA.

Кључне речи

-Комплекси метала
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-Бакар(II)
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-2,4-дикетоестри
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Abstract

Twelve new complex compounds have been synthesized using three different metal 
ions,  cobalt(II),  copper(II)  and  zinc(II),  and  nine  different  2,4-diketoesters  that  were 
synthesized  earlier.  Compounds  were  synthesized  using  molar  ratio  metal:ligand  1:2. 
Compounds were characterized using UV-Vis,  IR,  NMR and EPR spectroscopy and mass 
spectrometry.  Elemental  analysis  was used to confirm compound stoichiometry.  Bidentate 
coordination of ligands in enol form was confirmed in each case.

Biological activity was tested for all 12 compounds against 5 bacterial and 5 fungal 
cultures. Generally higher values of activity were noticed against fungal cultures. Anticancer 
activity and selectivity index were examined by determining activities against cancer cell line 
and healthy cell line. Based on significant anticancer activity, 4 complexes CoL3, CuL6, ZnL2 
and ZnL4, were selected for further studies. Morphological analysis suggests apoptosis as cell 
death mechanism when cells are exposed to any of the selected complexes.

Interactions  of  selected  complexes  with  biological  macromolecules  were  also 
investigated.  Interactions  with  DNA  were  determined  using  spectroscopic  titrations, 
fluorimetry and viscometry methods. It was determined that interactions were spontaneous, 
while  minor groove binding was preferred binding mode.  Interactions with albumin were 
measured using fluorimetry. It was determined that selected complexes have higher affinity 
towards  binding  pocket  inside  IIIA  subdomain.  Optimization  of  structures  of  selected 
compounds was followed by docking toward crystal structures of DNA and BSA molecules. 
Molecular  docking  results  corroborate  with  results  from investigations  of  DNA and BSA 
interactions.
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1.1. Кобалт, бакар и цинк – открића и прве примене
Камен,  одувек  доступан  човеку,  служио  је  и  као  оруђе  и  као  накит  без  неке 

нарочите обраде. Са обрадом, дошле су и нове намене. Међутим метали, који су већином 
закључани у самом камену у облику руда су могли доћи до изражаја тек са могућношћу 
човека  да  произведе  врло  високе  температуре  у  својим  пећима  које  је  пре  свега 
побољшавао због производње грнчарије. Што се тиче метала у елементалном облику, у 
праисторијском  периоду  је  човек  могао  наићи  на  сјајни  грумен  неког  од  метала 
племенитијих особина. Постоје докази о употреби бакарних предмета као накита већ 
између осмог и деветог миленијума пре нове ере (п.н.е.) у пределима данашњег Ирака [1] 
док је пример о употреби бакарног алата дошао од залеђеног човека названог Еци (Ötzi), 
пронађеног у Алпима са бакарном секиром још увек при руци после више од 5000 година 
[2]. Прапостојбина металургије је Балканско полуострво, где су између шестог и трећег 
миленијума п.н.е. припадници Винчанске културе на територији данашње Србије вадили 
и термички обрађивали руде из којих су изоловали бакар [3]. Проналажени су предмети 
од злата и сребра датирани далеко пре зачећа металургије, међутим докази који указују 
на топљење ових метала и употребе при ковању композитних предмета датирају тек од 
другог миленијума п.н.е. [4]. Бакар је као материјал донео велике предности културама 
које су га производиле и користиле због значајно лакше обрадивости у односу на друге 
доступне материјале тог времена. Због тога се коришћење бакра врло брзо раширило 
међу људима у периоду који називамо халколит – бакарно доба,  прелазном периоду 
између каменог и бронзаног доба. Бронза, легура бакра и калаја која је тврђа од чистог 
бакра, је по открићу врло брзо потиснула готово све примене које је камен задржао као 
алат захваљујући својој тврдоћи.

Цинк је пронађен у саставу неких раних бакарних предмета у јако малом проценту, 
што је и очекивано са обзиром да се међу сулфидним рудама бакра често налази и цинк. 
Намерна  производња  месинга  (легуре  бакра  и  цинка)  се  јавља  значајно  касније,  у 
Римском  царству  око  првог  века  п.н.е.  [5].  Као  један  од  разлога  за  касни  почетак 
производње  ове  легуре  наводи  се  температура  кључања  цинка  која  је  нижа  од 
температуре топљења бакра за скоро 180 °C. Ова чињеница доводи до губитка готово свог 
цинка  из  смеше  путем  испаравања  пре  него  што  дође  до  топљења  бакра.  Да  би 
производили месинг, Римљани су морали да осмисле затворене фуруне где би третирали 
бакар цинковом паром у процесу који се назива цементација [6].  Са друге стране,  у 
Индијској области Раџастан постоје докази о циљаном откопавању руда цинка уз руде 
олова пре првог миленијума п.н.е. а први докази о изоловању и употреби цинка као 
метала су на том простору датирани неких хиљаду година касније [7]. Такође на простору 
Индије, између 12. и 14. века н.е. је развијена технологија дестилације цинка помоћу које 
је први пут добијен готово чист метални цинк, а слична технологија је коришћема на 
просторима Кине два века касније [8]. 

Кобалт је изолован из руде за коју се претпостављало да је руда бизмута при чему 
је шведски хемичар Георг Брант око 1735. године описао аналитичке методе за јасну 
идентификацију  новог  метала   [9].  Нови  метал  је  добио  назив  по  коболду  (kobold) 
злоћудном патуљку или духу из локалног фолклора (често поистовећеном са гоблином) 
због отровних испарења у рудницима која су највероватније потицала од арсена у саставу 
руда [10]. Кобaлт је тиме постао први метал у Периодном систему елемената чијем се 
проналазачу  зна  име.  По  открићу  кобалт  је  брзо  нашао  примену  у  легурама  због 
изузетних особина које даје челицима када се у њима налази и у врло малим процентима.

Иако је као метал откривен врло касно, људи су рано почели са експлоатацијом 
особина једињења кобалта. Већ у другом миленијуму п.н.е. Египћани су развили нове 
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технологије  за  производњу  и  бојење  стакла  при  чему  користе  кобалтне  стипсе 
(алуминијум-сулфатне соли са катјоном другог метала нпр. CoAl2(SO4)4·22H2O) помоћу 
којих добијају стакло карактеристичне „дубоко“ плаве боје [11]. Постоји могућност да су 
за  бојење стакла користили стипсе директно,  али за  бојење керамике су  морали ова 
једињења прво да обраде. Докази указују да су највероватније стипсе третирали алкалним 
раствором  натријум-карбоната  при  чему  су  као  талог  добијали  смешу  хидроксида 
различитих метала присутних у стипси [12]. На сличан начин су налазила примену и 
једињења бакра и цинка. На пример руде бакра као што су азурит и малахит, природно 
поседују изразито плаву и изразито зелену боју, па су коришћене као полудраго камење а 
уз  то  су  и  обрађиване  зарад  добијања  пигмената  коришћених  при  изради  стакла  и 
керамике [13],  док су плави камен (бакар(II)-сулфат) и црвени прах (бакар(I)-оксид) 
коришћени  као  лекови  и  дезинфекциона  средства  [14].  Грчки  лекар,  ботаничар  и 
фармацеут Диоскорид је описао процес за добијање цинк-оксида који је, поред употребе 
за производњу месинга, коришћен и као мелем за кожу [15].

1.2. Физичкохемијске особине кобалта
Кобалт се у Периодном систему елемената налази у блоку d-елемената, односно 

међу прелазним металима. Атомски број му је 27, што га смешта испред никла, иако 
поседује већу атомску масу. Изотоп Co-59 је једини стабилан изотоп кобалта и тежи је од 
далеко најзаступљенијег изотопа никла на земљи, Ni-58 што узрокује ову аномалију у 
Периодном систему.  По количини у Земљиној кори кобалт је 30. елемент, мало испред 
скандијума који је најређи елемент прве периоде  d-блока [16]. Највећи део кобалта се 
данас добија захваљујући експлоатацији арсенидних и сулфидних руда овог метала. Иако 
се налази и у другим облицима, експлоатација таквих руда није за сада комерцијално 
прихватљива  [10].  Велики  део  овако  добијеног  кобалта  се  користи  за  производњу 
пигмената и боја. Кобалт се користи у изради челика високе тврдоће и отпорности који 
се користе за производњу најоптерећенијих делова алата и критичних делова машинерије 
за копање и бушење, а користи се и за материјале попут алнико легуре (alnico на основу 
састава Al-Ni-Co) од које се производе перманентни магнети за сензоре и микро-моторе. 

Кобалт је нешто слабије реактиван од гвожђа што га чини постојаним на ваздуху 
при нормалним условима, а приликом загревања на високе температуре оксидује се до 
маслинастозеленог кобалт(II)-оксида који је стабилан на преко 900 °C, док се на нижим 
температурама  формира  црни  Co3O4 где  је  један  атом  кобалта  у  +2  а  два  су  у  +3 
оксидационом стању.  При екстремним условима се могу добити једињења кобалта у 
другим оксидационим стањима,  али у природи се овај  метал налази само у +2 и +3 
облицима. Кобалт(II) са халогеним елементима даје рози флуорид, плави хлорид, зелени 
бромид и плаво-црни јодид у анхидрованом облику а сви ови халогениди имају другачије 
боје приликом формирања кристалохидрата [17]. Флуорид кобалта(III) се примењује у 
батеријама и флуоровању органских једињења [18], а од халогенида кобалта(III) је познат 
још  и  врло  нестабилан  хлорид  [19].  Да  би  се  добио  кобалт(II)  јон  електронска 
конфигурација металног кобалта [Ar]3d74s2 се мења отпуштањем лабилних s електрона. 
Кобалт(II) је са својом d7 конфиурацијом прилично стабилан јон који у воденом раствору 
гради комплексни октаедарски хексааква катјон, приликом чега се у слабом лигандном 
пољу налази у t2g

5eg
2 високоспинској конфигурацији (Слика 1). У овом облику кобалт са 

скоро свим стандардним једновалентним анјонима може градити соли које се даље могу 
изоловати у облику кристалохидрата. 
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Слика 1. Електронске конфигурације јона кобалта у различитим лигандним пољима.

Приликом  синтезе  неких  комплексних  једињења,  О-  и  N-донорски  лиганди 
измењују  координовану  воду  и  уопштено  не  мењају  ни  октаедарску  геометрију  ни 
спинско стање централног јона. Ипак, амино група и монодентатни N-донорски лиганди 
могу узроковати оксидацију до кобалта(III), док бидентатни N-донорски лиганди могу 
довести  до  стабилизације  +2  оксидационог  стања  [20].  Кобалт(II)  јон  се  из  воденог 
раствора може изоловати додавањем базе при чему се издваја Co(OH)2 као талог, који се 
у вишку базе може опет растворити формирањем [Co(OH)4]2- јона. Халогени елементи 
углавном граде комплексе тетраедарске геометрије и опште формуле [CoX4]2-. Познати су 
и ниско-спински комплекси кобалта(II) као што је пентацијанидокобалтат(II) где јако 
лигандно поље утиче на формирање дублетне t2g

6eg
1 конфигурације (Слика 1) и квадратно 

пирамидалне геометрије [21]. Да би се наградио кобалт(III) јон, мора се уложити знатно 
више енергије  ради уклањања једног  електрона из  d љуске  при чему се  формира d6 

конфигурација.  Оваква  конфигурација  је  значајно  стабилнија  у  нискоспинском 
синглетном облику t2g

6eg
0 (Слика 1) што утиче на формирање претежно октаедарских 

комплекса чак и у врло слабом лигандном пољу. На пример чак и [Co(H2O)6]3+ јон је 
нискоспинске конфигурације,  иако је  врло нестабилан због израженог оксидационог 
карактера.  Значајно  постојанији  су  амински  комплекси  кобалта(III)  у  облицима 
[CoX2(NH3)4]+, [CoX(NH3)5]2+, и [Co(NH3)6]3+, где X може бити било који халоген. У овим 
општим  формулама  халоген  може  бити  замењен  водом  или  другим  O-донорским 
лигандом  док  један  или  више  аминских  лиганада  може  бити  замењено  моно-  или 
полидентатним N-донорским лигандом. Изузетна стабилност d6 конфигурације доводи 
до  кинетичке  инертности  оваквих  комплекса,  због  чега  синтезе  нових  једињења 
засноване  на  супституцији  лиганада  трају  прилично  дуго.  Због  тога  се  повремено 
приступа прво синтези комплекса са кобалтом(II) као централним јоном у облику који је 
приближан жељеном, а потом се овако добијени комплекс оксидује [22]. 

1.3. Биолошки значај и фармаколошки потенцијал кобалта и његових једињења
Кобалт  је  код  животиња  заступљен  у  саставу  витамина  Б12,  где  су  за  њега 

координовани  атоми  азота  коринског  прстена.  Овај  молекул  који  се  још  назива  и 
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кобаламин је важан кофактор код синтезе деоксирибонуклеинске киселине (DNA), у 
метаболизмима масних киселина и амино киселина, а врши функције и код производње 
и сазревања црвених крвних зрнаца [23]. Недостатак кобаламина у човековој исхрани 
изазива  многобројне  болести  као  што  су  различите  врсте  анемије  и  неуролошких 
дефеката. Овај витамин се не може надокнадити уношењем вишка кобалта у другим 
облицима пошто синтезу овог витамина врше искључиво специјализовани организми 
попут неких бактерија [24].  Вишак кобалта код човека је токсичан услед различитих 
фактора као што је производња реактивних оксидативних врста или измена јона гвожђа 
у ензимима приликом чега настају инхибирани облици [25]. Међутим као и за сваки 
други  ендогени  метал,  постоје  ефикасни  биолошки  путеви  за  уклањање  вишка  из 
организма [26]. Биолошки значај кобалта није везан само за витамин Б12. Откривени су 
ензими који садрже кобалт који није унутар коринског прстена [27]. Неки од примера су 
нитрил хидратаза која је код појединих бактерија одговорна за трансформацију нитрилне 
групе  у  амидну  групу  [28],  или  бромид  пероксидаза  која  катализује  стварање 
хипобромита [29].

Биолошка  активност  синтетичких  комплекса  метала,  међу  којима  су  били  и 
комплекси  кобалта,   испитивана  је  још  педесетих  година  прошлог  века  од  стране 
аустралијског  научника  Френсиса  П.  Двајера.  Проучавао  је  токсичност  комплекса 
кобалта(III) са лигандима попут деривата салицилалдимина (Слика 2a) у 1:1 односу [30].  
Радио  је  и  са  комплексима  кобалта(II)  где  је  као  лиганде  користио  деривате 
фенантролина и бипиридина (Слика 2б, 2в) у молском односу метал:лиганд 1:3, при чему 
су неки од синтетисаних комплекса показали значајну антимикробну активност [31]. 
Велики подстицај за дизајн нових терапеутика на бази једињења кобалта су упоредни 
тестови  којима  је  утврђена  значајно  мања  токсичност  ових  једињења  у  односу  на 
цисплатину [32]. Комплекси кобалта(II) и кобалта(III) који се примењују терапеутски, 
или имају  потенцијал  за  такву  примену,  могу  се  поделити на  стабилне  и  лабилне  у 
зависности од тога да  ли им се структура мења приликом терапеутског дејства [33]. 
Значајна група антивиралних комплекса кобалта(III) се означава скраћеницом CTC. 

Слика  2. Неки  од  лиганада  за  грађење  комплекса  кобалта  а)  1,10-бис(N-
салицилалдиминил)-4,7-дитиадекан  и  1,8-бис(N-салицилалдиминил)-4,6-дитиаоктан; 
б) 1,10-фенантролин и деривати; в) 2,2’-бипиридин и деривати.
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У  CTC  комплексима  су  за  кобалт(III)  хелатно  координоване  Шифове  базе  у 
екваторијалном положају (Слика 3а). Лабилне аксијалне групе ових комплекса се могу 
заменити  хистидином  при  чему  се  комплекс  значајно  стабилизује  [34],  због  чега  се 
претпоставља иреверзибилно везивање за хистидин у виралној протеази. Са друге стране, 
комплекс  хексаамминкобалт(III)-хлорид  се  без  структурне  промене  може  везати  за 
DNA само путем водоничних веза [35] и инхибирати репликацију неких вируса [36]. 
Постоје и комплекси који су у организму стабилни и не показују никакав терапеутски 
ефекат, али се одређеном методом могу активирати. Пример су комплекси кобалта(II) са 
терпиридином који се могу активирати на жељеном месту излагањем тачној фреквенцији 
електромагнетног зрачења захваљујући координованом фотоактиватору попут пирена 
(Слика 3б) [37]. Комплекси кобалта(II) уопштено поседују лабилније лиганде у односу на 
комплексе кобалта(III), па се самим тим чешће класификују као лабилни терапеутици. 
Један комплекс овог типа, у коме је за кобалт(II) јон координована Шифова база добијена 
реакцијом  4-диметиламинобензалдехида  и  аспарагина  (Слика  3в),  показује 
антиоксидативне  особине  и  способност  зацељивања  површинских  рана  [38]. 
Синтетисани  су  и  комплекси  овог  типа  који  показују  антитуморску  активност  [39]. 
Пример је комплекс у коме је 3,4-диарилсален хелатно координован за кобалт(II) јон 
(Слика 3г) [40].

Слика  3. Структурне  формуле  комплекса  кобалта:  а)  Представници  CTC  комплекса 
кобалта(III);  б)  Фотоактивабилни  комплекс  кобалта(III);  в)  Комплекс  кобалта(II)  са 
алдимином аспарагинске киселине; г) Комплекси кобалта(II) са диарил саленима.

1.4. Физичкохемијске особине бакра
Бакар  је  прелазни  метал,  29.  елемент  у  Периодном  систему  елемената, 

позициониран  директно  изнад  сребра  и  злата  са  којима  дели  особине  које  га  чине 
незнатно племенитијим од других прелазних метала у истој периоди. У Земљиној кори је 
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прилично заступљен. По процени од 65 g/t је 25. елемент по масеном уделу, што га чини 
око 800,  односно 15 хиљада пута заступљенијим од сребра и злата [16].  Налази се у 
сулфидним и карбонатним рудама из којих се изолује једноставним процесом загревања 
уз редукционо средство. Међутим највећа количина се налази у комбинацији са гвожђем 
у  руди  халкопирит,  што  одвајање  бакра  чини  значајно  компликованијим.  Развијени 
модерни електролитички процеси у великој мери олакшавају пречишћавање добијеног 
метала а уз то и издвајање сребра и злата који су често присутни уз бакар [41]. Без обзира 
на бенефите модернизације, екстракција бакра представља значајан еколошки проблем. 
Бакар  се  у  рудама  налази  у  врло  малом  проценту  (<  1%)  што  ствара  потребу  за 
концентровањем  сировине,  приликом  чега  се  ствара  огромна  количина  уситњеног 
отпада. Поред тога што је штетан и као прашина, овај материјал је често добро растворан 
у води и високе киселости па га кише лако распоређују у околном земљишту узрокујући 
ацидификацију тла и водотокова уз повећање покретљивост јона других тешких метала 
[42]. Одлична проводљивост бакра, који по овом параметру заостаје само за сребром, 
чини  га  идеалним  за  производњу  каблова  и  електричних  компоненти  где  се  и 
употребљава највећа количина овог метала. Значајно већа заступљеност, па самим тим и 
нижа цена, довољно оправдава употребу бакра за ове намене у односу на сребро, међутим 
и  друге  карактеристике,  као  што  је  већа  отпорност  према  спољним  условима,  дају 
предност бакру. Када је потребна додатна отпорност на корозију, понекад се примењује 
злато,  али  често  само  као  заштитни  слој.  Постоји  и  опција  у  облику  специјалних 
антикорозивних легура бакра попут купроникла који налази примену у  структурама 
изложеним морској  води.  Бакар је  мекан метал,  па су  развијене чвршће и термално 
стабилније легуре да би се искористила изузетна термална проводљивост овог метала и 
тамо где је пожељна механичка постојаност, као код млазница ракетних погона [43]. 
Једињења  бакра  се  у  највећој  мери  употребљавају  у  пољопривреди.  Плави  камен  је 
заштитно  средство  које  се  користи  за  лозу,  поврће  и  у  воћњацима.  Ово  једињење 
задржава фунгицидно и бактерицидно дејство према широком спектру организама, због 
свог неспецифичног деловања на више активних центара, што умањује могућност појаве 
резистенције [44].

Бакар изложен спољним условима на површини ствара патину која је по саставу 
смеша  карбоната,  сулфата  и  оксида,  у  зависности  од  примеса  присутних  у  ваздуху. 
Загревањем метала у присуству кисеоника може се контролисано добити црни бакар(II)-
оксид  на  нижим  температурама,  а  црвени  бакар(I)-оксид  при  јачем  загревању. 
Једноставнији начин за добијање бакар(II)-оксида је  жарење бакар(II)-карбоната или 
нитрата, док се бакар(I)-оксид може добити једноставном редукцијом бакар(II)-облика 
помоћу хидразина или шећера. Бакар гради сулфиде у оба оксидациона стања, при чему 
је нешто стабилнији бакар(I)-сулфид. Бакар гради халогениде у оба оксидациона стања 
при чему су изузеци флуорид, који се гради само са бакром(II), и јодид, који се гради само 
са бакром(I). Још један јон са којим бакар гради просту со у једновалентном облику је 
цијанидни јон. Растворени Cu(II) се може исталожити додатком базе, при чему се добија 
амфотерни хидроксид Cu(OH)2. У воденом раствору је +2 оксидационо стање значајно 
стабилније, док се бакар(I) често диспропорционише на бакар(II) и бакар у елементарном 
стању. Ово је насупрот очекиваном понашању уколико узмемо у обзир само електронску 
структуру. Бакар има [Ar]3d104s1 конфигурацију и одузимањем једног електрона формира 
се врло стабилна d10

 конфигурација, међутим позитивни ефекти солватације Cu(II) јона 
су довољно јаки да превазиђу ефекат нешто мање повољне d9 електронске конфигурације. 
Потпуно солватисан Cu(II) јон је у раствору карактеристично плаве боје, координован је 
са  6  молекула  воде  и  заузима  октаедарску  геометрију.  Додавањем  воденог  раствора 
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амонијака или неке амонијум соли, лако се могу супституисати до 4 координоване воде, 
пошто је комплекс бакра(II) са 5 амонијака већ нестабилан, док се [Cu(NH3)6]2+ комплекс 
може добити и одржати само у течном амонијаку. Приликом везивања N-донорских 
лиганада у екваторијалне положаје октаедра, јавља се издуживање аксијалних веза услед 
Јан-Телеровог ефекта. Ово доводи до немогућности формирања комплекса бакра(II) који 
имају 3 бидентатно координована N-донорска лиганда, као што су 2,2’-бипиридин или 
етилендиамин  и  често  формирање  квадратно-пирамидалне  геометрије  код  оваквих 
комплекса  (Слика  4а).  Са  O-донорским  лигандима,  бакар(II)  јон  може  да  гради 
комплексна  једињења  сличне  геометрије.  Октаедарска  геометрија  као  код  хексакава 
комплекса  се  може  задржати  са  монодентатним  лигандима,  док  се  квадратно-
пирамидална, двострука квадратно-пирамидална (воденични точак) или чак квадратно-
планарна  структура  јавља  са  полидентатним  лигандима  (Слика  4б)  [45].  Бакар(II)  у 
кристалима са халогеним елементима може имати квадратно-планарну геометрију која 
се  одговарјућим  контра-јоном  може  деформисати  до  тетраедарске,  док  бакар(I) 
комплекси са халогенидо лигандима могу имати и тетраедарску геометрију [46].

Слика 4. Неке од геометрија комплекса бакра(II): a) Три бидентатна лиганда се не могу 
везати за бакар(II) јон због појаве Јан-Телеровог ефекта (издуживање аксијалне везе); 
б)  У правцу казаљке на сату од структуре горе-лево:  Октаедарски тетраамминдиаква 
бакар(II), квадратно-пирамидални бис(диметилглиоксимато)бакар(II), воденични точак 
бакар(II)-ацетата, и квадратно-планарни бис(ацетилацетонато)бакар(II).

1.5. Биолошки значај и фармаколошки потенцијал бакра и његових једињења
Мали редокс потенцијал између јона бакра(I)  и  бакра(II)  утиче  на  то  да  се  у 

организму стварају слободни радикали што доводи до оксидативног стреса [47]. Са друге 
стране, иста особина је одговорна за место бакра унутар активних места многих ензимима 
који  катализују  оксидо-редукционе  процесе.  Пошто присуство слободних јона  бакра 
доводи до проблема, бакар се углавном налази унутар ензимске структуре као статичан 
кофактор, односно стално везани супстрат који не долази у контакт са околином ензима 
али је неопходан за његову каталитичку функцију [48]. Пут бакра од ванћелијске течности 
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до места на коме ће вршити функцију је сложен. Прво се металоредуктазом бакар(II) јон 
редукује до бакра(I),  а  затим се транспортује унутар ћелије протеином за унос бакра 
високог  афинитета  (eng. High  affinity  copper  uptake  protein)  [49].  Унутар  ћелије  јоне 
преузимају такозвани шаперони, протеини који су одговорни да заштите и транспортују 
јон бакра до ензима који је његово крајње одредиште [50]. Зглавкари и мекушци немају 
крв као кичмењаци, па за транспорт кисеоника до ћелија уместо црвених крвних зрнаца 
користе протеин хемоцијанин [51]. Два бакар(I) катјона се услед везивања кисеоника 
оксидују до бакра(II), приликом чега безбојни деоксихемоцијанин  добија апсорпциони 
пик  плавог  оксихемоцијанина  на  340  nm  [52].  Утврђено  је  да  су  јони  бакра(II)  у 
оксихемоцијанину снажно антиферомагнетно купловани што утиче на стабилност везе 
са кисеоником као мостним лигандом [53]. Бакар је у различитим активним местима 
ензима везан на врло сличан начин. Често је координован за 3 хистидинска остатка као 
код амино оксидаза (AOC1,  AOC2,  AOC3)  [54] или код супероксид дисмутаза (SOD1, 
SOD3)  у  близини  слично  везаног  цинка  [55],  приликом  чега  формира  тетраедарску 
структуру  где  се  за  једно  координационо  место  координује  вода,  супстрат  или 
протеински остатак који учествује у трансферу електрона. Код неких ензима, као код 
билирубин  оксидазе,  за  бакар(II)  јон  су  координована  два  хистидина,  цистеин  и 
метионин,  при  чему  је  тетраедарска  структура  изобличена  скоро  до  тригонално 
пирамидалне услед интеракција са блиским треонином и аспарагином [56].  Бакар се 
налази  и  у  митохондријалној  цитохром C оксидази,  у  непосредној  близини хема  са 
координованим јоном гвожђа [57].

Поремећаји у метаболизму бакра доводе до бројних болести. Мутације протеина 
који помажу приликом излучивања бакра жучним путевима доводе до нагомилавања 
бакра у јетри и мозгу, што узрокује Вилсонову болест [58]. Менкеова болест се јавља услед 
мутација сличних протеина, али се манифестује симптомима недостатка бакра, као што 
су ломљива коса, издужени крвни судови и неуродегенерација [59]. Код пацијената који 
болују од Алцхајмерове болести пронађене су необично високе концентрације бакра у 
наслагама амилоид β протеина, и утврђено је да бакар подстиче димеризацију прекурсора 
овог протеина [60]. С обзиром да вишак бакра подстиче стварање слободних радикала 
који могу утицати на ћелијске сигнале за пролиферацију, интензивно се истражује утицај 
бакра на туморске ћелије [61]. Утврђено је да туморске ћелије захтевају већу количину 
бакра за раст од нормалних ћелија [62]. Стварање нових крвних судова (ангиогенеза) је 
такође процес који у великој мери зависи од бакра [63]. С обзиром да је ангиогенеза 
кључна за развој тумора, а бакар је важан фактор у оба процеса, смањивањем доступности 
бакра се могу постићи значајни антиангиогени и антитуморски ефекат [64]. Једињења 
која се хелатно координују за бакар, као што су пенициламин или тетратиомолибдат, 
смањују  његову  доступност  побољшавајући  ефикасност  излучивања  што  утиче  на 
успоравање раста тумора [65].

Једињења  попут  бис(глицинато)бакар(II)  комплекса  су  позната  још  од  1841. 
године [66], при чему се биолошка активност комплекса бакра(II) са аминокиселинама и 
пептидима испитује  од  средине  прошлог  века  [67].  Убрзо су  испитани и  комплекси 
многих  познатих   лекова  са  бакар(II)  јоном,  као  што  су  комплекс  бакра(II)  са  3,5-
диизопропилсалицилатом и динуклеарни комплекс са мостно везаним аспирином који 
су показали антиинфламаторне и антитуморске активности (Слика 5а) [68]. Поред тога 
динуклеарни комплекс бакра(II)  са  ибупрофеном као мостним лигандом (Слика 5а), 
показује одличну активност према интестиналним чиревима [69].
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Слика  5.  Биолошки  активни  комплекси  бакра(II):  а)  динуклеарни  комплекси  са 
аспирином, диизопропилсалицилатом и ибупрофеном; б) вештачка протеаза, комплекс 
са 2,6-бис(бензимидазо-2-ил)пиридином; в) амебоцидни комплекс са 5-нитрофуран-2-
карбоксалдехид тиосемикарбазоном; г) трипаноцидни комплекс са 4-нитроацетофенон 
тиосемикарбазоном; д) антибактеријски комплекси са антибиотицима еноксацином и 
ципрофлоксацином као лигандима.

Многи комплекси бакра(II) мале моларне масе, укључујући и неке већ споменуте, 
имитирају активност супероксид дисмутазе [70],  што их чини кандидатима за борбу 
против прионских болести, одностно болести код којих у мозгу долази до стварања лоше 
сложених варијанти протеина - приона, који утичу на умножавање лоших варијанти што 
доводи до ћелијске смрти [71]. Поред тога, ензимска мимикрија је утврђена и за комплекс 
са  2,6-бис(бензимидазо-2-ил)пиридином  (Слика  5б),  који  делује  као  протеаза  која 
катализује раскидање пептидних веза у албумину [72]. Комплекси бакра(II) показују и 
активност  према  паразитима  [73].  На  пример,  комплекси  са  дериватима 
тиосемикарбазона показују одличну активност према амеби Entamoeba histolytica (Слика 
5в) [74] и бичару Trypanosoma cruzi (Слика 5г) [75]. Поред тога, комплекси бакра(II) са 
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флуорохинолонским антибиотицима,  еноксацином или ципрофлоксацином,  показују 
значајну активност према различитим сојевима Staphylococcus aureus [76]. 

Многи комплекси бакра(II) показују и антитуморску активност [77]. Различите 
групе лиганада се користе са синтезу комплекса бакра(II) који показују антитуморску 
активност,  укључујући  деривате  тиосемикарбазона  [78],  Шифових  база  [79],  и 
куркуминоида [80]. У групи комплекса бакра(II) названих касиопеини (Casiopeinas) се 
налазе бројна једињења која показују одличну антитуморску активност [81]. Касиопеини 
су комплекси у којима је јон бакра координован са два бидентатна лиганда од којих је 
један  N,N-донорским бидентатни лиганд 2,2’-бипиридин,  1,10-фенантролин или неки 
њихов дериват, док је други лиганд бидентатни O- или N-донор (Слика 6а) [82]. Комплекс 
бакра(I) са триазолил лигандом (Слика 6б) је показао антитуморску активност упоредиву 
са  активношћу  цисплатине,  уз  способност  превазилажења  резистенције  на  овај 
цитостатик,  што  указује  на  другачији  механизам  деловања  [83].  Развијају  се  и 
радиофармацеутски лекови на бази комплекса бакра(I) и бакра(II) [84].

Слика  6.  Комплекси  бакра(II)  и  бакра(I)  са  антитуморским  дејством:  а)  Општа 
структурна формула комплекса бакра(II) из групе касиопеина; б) (бис(1,2,4-триазол-1-
ил)ацетато)ди(трихидроксиметилфосфинато)бакар(I).

1.6. Физичкохемијске особине цинка
Цинк  има  редни  број  30,  што  га  позицијом  сврстава  међу  елементе  d-блока, 

међутим,  заједно  са  кадмијумом  и  живом  се  често  не  убраја  међу  прелазне  метале. 
Најчешће цитиран разлог,  поткован строгом дефиницијом IUPAC-а је  попуњена 3d-
орбитала и у основном и у јонизованом стању [85]. По заступљености у Земљиној кори је 
одмах испред бакра, на 24. месту, са око 15% већим масеним уделом [16]. Преко 90% овог 
метала  се  добија  прерадом  сулфидних  руда,  које  се  после  концентровања 
седиментацијом, оксидују печењем руде. Овако се добија цинк(II)-оксид уз издвајање 
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сумпор-диоксида који се даље користи за добијање сумпорне киселине. Редукција цинка 
из оксида захтева преко 1000  °C,  температуру на којој  је  цинк у стању паре и где је 
подложан  реоксидацији. Због  тога  се  разблажена  сумпорна  киселина  користи  за 
извлачење  цинк-оксида  из  сировине,  а  потом се  из  овог  раствора  таложи кадмијум 
(уколико је присутан), док се цинк издваја електролизом [86]. Употреба цинка се често 
своди  на  заштиту  других  материјала  од  спољних  услова.  На  челичне  производе  се 
антикорозивни  слој  цинка  наноси  електролитичким  процесом  или  потапањем  у 
истопљени цинк.  Неке фарбе са  заштитом од рђе садрже цинк у  праху.  Редукциони 
потенцијал и релативно ниска цена цинка доводе до тога да се често користи као анода у 
батеријама  и  разним  електролитичким  процесима.  Такође  је  један  од  најчешће 
употребљаваних  материјала  за  израду  жртвених  анода  које  служе  да  штите  металне 
предмете  који  су  изложени  сталној  влази  или  су  потопљени,  као  што  су  бродске 
конструкције.  Цинк  у  смеши  са  другим  металима,  поред  месинга,  гради  легуре  са 
алуминијумом  од  великог  значаја  за  индустрију  ливења  под  притиском.  Изузетне 
карактериситике ових легура омогућавају брзу израду веома компликованих предмета уз 
врло мала мерна одступања. Поред тога што се цинк-оксид користи у пигментима и 
кремама  као  и  у  античко  доба,  има  и  модерне  примене.  На  пример,  приликом 
вулканизације  гуме се  користи као активатор процеса,  а  додаје  се  и  пластици зарад 
појачане  стабилности  материјала  приликом  излагања  ултраљубичастом  зрачењу. 
Фосфати цинка  се  користе  као  адитиви лубрикантима за  машине приликом чега  се 
стварају фосфатне наслаге које штите челичне делове од гребања и оксидације [87]. 

Цинк се на влажном ваздуху оксидује до +2 стања приликом чега се формира 
патина чији састав зависи од  примеса  у  ваздуху.  На повишеној  температури реагује 
директно са кисеоником, сумпором, фосфором и халогеним елементима, а не показује 
значајну реактивност према водонику, угљенику и азоту. Растворљив је у неоксидујућим 
киселинама  уз  формирање  простих  соли,  док  са  оксидујућим  киселинама  реагује 
различито  у  зависности  од  температуре  и  концентрације.  На  пример,  са  азотном 
киселином увек гради цинк(II)- нитрат, али у реакцији са концентрованом киселином ће 
се  поред  тога  издвојити  азот(IV)-оксид  док  ће  реакција  са  разблаженом  азотном 
киселином  дати  азот(II)-  или  азот(I)-оксид  [88].  Електронска  конфигурација  цинка, 
[Ar]3d104s2 лако се мења услед ниских јонизујућих потенцијала за отпуштање 2 електрона 
из валентне s орбитале, при чему се добија стабилна d10 конфигурација цинковог +2 јона. 
Цинк(II) јон се лако хидратише, што утиче на његову добру растворљивост. Из раствора 
се може сталожити пажљивим додавањем базе услед грађења нерастворног хидроксида, 
међутим овај талог се раствара у вишку базе услед амфотерности. Стабилна унутрашња 
електронска љуска чини катјон цинка врло сличним катјону магнезијума пошто поред 
истог наелектрисања имају и сличне величине. Ови јони граде изоморфне соли, и често 
се  међусобно  измењују  у  кристалним  структурама  минерала,  а  поред  тога  имају 
тенденцију да лако граде комплексе са O-донорским лигандима. Као и магнезијум, цинк 
већином гради безбојна једињења. Међутим услед попуњене d-орбитале цинк показује 
сличности и са прелазним металима. У односу на магнезијум, значајно лакше формира 
комплексе са N- и S-донорским лигандима, као и са халогеним и цијанидним јонима. У 
12.  групи  услед  попуњене  d-орбитале  стабилизацијa  кристалног  поља  не  утиче  на 
геометрију тако да цинк, као и кадмијум и жива, гради комплексе чија је геометрија 
условљена величином катјона, поларизационом моћи катјона и просторним захтевима 
волуминознијих  лиганада.  Цинк(II)  јон  углавном  има  координациони  број  4  и 
тетраедарске је геометрије, док кадмијум(II), јон већег полупречника из исте групе, чешће 
гради комплексе са координационим бројем 6. Без обзира на то, у воденим растворима 
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цинкових  соли  доминантан  облик  цинковог  катјона  је  октаедарски  [Zn(H2O)6]2+.  Са 
већином  O-  и  N-донорских лиганада цинк гради тетраедарске комплексе,  међутим у 
великој  концентрацији  лиганда  или  са  додатком  волуминозног  контра-јона 
координациони број се може повећати на 5 или 6 [89]. 

1.7. Биолошки значај и фармаколошки потенцијал цинка и његових једињења
После  гвожђа,  цинк  је  најзаступљенији  есенцијални микроелемент  у  људском 

организму [90]. Као натријум, калијум, магнезијум и калијум, може се наћи у слободном 
облику у плазми пошто је за разлику од других елемената d блока редокс неактиван, па 
не повећава ризик од настајања слободних радикала. Као такви, јони цинка могу да служе 
за  сигнализацију  регулацијом  концентрације  унутар  ћелије  као  унутарћелијске 
информације, или за међућелијску комуникацију [91]. У већим концентрацијама се може 
пронаћи у специјалним везикулама у мозгу, костима и мишићима [92]. Са друге стране, 
значај цинка за живи свет као везаног елемента се огледа у његовој заступљености у 
стотинама структура ензима међу којима су припадници свих основних ензимских класа 
[93].  Неки  од  примера  ензима  са  каталитички  активним  цинком  су  алкохол 
дехидрогеназа у класи оксидоредуктаза [94] и карбонат дехидратаза у класи хидрогеназа 
[95]. Код трансфераза, као што је метал трансфераза ZNG1 [96], и лигаза, као што је DNA 
лигаза  3α  [97], цинк  се  углавном  налази  везан  унутар  такозваног  цинковог  прста, 
структурног мотива који је веома често заступљен код ензима који интерагују са DNA или 
RNA.

Директан  унос  цинка  у  малим  количинама  за  човека  није  токсичан,  али  у 
случајевима  уношења  прекомерних  количина  може  доћи  до  симптома  као  што  су 
мучнина, умор и болови у стомаку [98]. За човека је недостатак цинка далеко опаснији. 
Овај  метал  је  врло  битан  фактор  код  превенције  многих  инфекција  и  болести  због 
директног утицаја на имунитет [99].  Због свог антимикробног и антиинфламаторног 
дејства, недостатак може утицати на појаве промена на кожи попут дерматитиса или акни 
[100].  Постоје  докази и  о  повезаноси метаболизма цинка са  хипергликемијом,  па  се 
истражује у правцу утицаја овог метала на пацијенте оболеле од дијабетиса [101]. Мањак 
између  осталог  повећава  ризик  и  од  кардиоваскуларних  обољења  [102],  поремећаја 
можданих функција [103], развијања депресије [104] и дегенерације очних мишића [105]. 
Повећање уноса цинка кроз суплементацију или додатке исхрани се често препоручује уз 
приликом  лечења  рака  [106]  или  пацијентима  који  су  под  утицајем  неке  вирусне 
инфекције [107] са нагласком на коронавирус, сиду и хепатитис [108].

Примена  комплекса  цинка  у  модерној  медицини  највероватније  почиње 
открићем  својства  комплекса  цинка  са  пиритионом  (Слика  7а)  који  је  патентиран 
средином прошлог века, а сматра се да је коришћен и раније [109]. Овај комплекс је 
показао  антибактеријско  и  антифунгално  дејство,  и  нашао  је  намену  као  додатак  у 
шампонима против перути, a употребљава се и код дерматитиса, псоријаза, екцема и 
других  кожних  обољења  [110].  Многи  комплекси  цинка  показују  антимикробну 
активност.  На  пример  од  два  комплекса  цинка(II)  са  2-ацетилпиридин 
тиосемикарбазоном  (Hatsc  –  протонован  облик),  комплекс  са  ацетато  лигандом 
[Zn(atsc)OAc] (Слика 7б) се понаша селективно показујући врло високу активност само 
према  Staphylococcus  aureus, док  комплекс  са  нитратним  контра-јонима  [Zn(Hatsc)2]
(NO3)2 (Слика 7в) показује умерену активност према свим тестираним сојевима [111]. Још 
једна  група  лиганада  која  која  је  коришћена  за  синтезу  антимикробних  комплекса 
цинка(II)  су  и  флуорохинолонски  антибиотици  [112].  Комплекси  цинка(II)  са 
метанитробензоатима (Слика 7г) показују обећавајућу активност као антиепилептици 
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[113]. Аликсин из белог лука са цинк(II) јоном гради бис(аликсинато)цинк(II) (Слика 7д), 
који се показао као функционални имитатор инсулина [114] што је довело до развоја 
многих комплекса са дериватима овог лиганда у сврху истраживања утицаја на дијабетес 
[115].

Слика 7.  Биолошки активни комплекси цинка(II): а) цинк пиритион; б) [Zn(atsc)OAc] 
комплекс који показује селективну антимикробну активност; в) [Zn(Hatsc)2]2+ комплекс 
који не показује селективну антимикробну активност; г) антиепилептик, тетрааквабис(3-
нитро-4-хидроксибензоато)цинк(II);  д) бис(аликсинато)цинк(II),  комплекс који делује 
као инсулин.

У  развоју  антитуморских  комплекса  метала,  комплекси  цинка(II)  могу  бити 
значајни услед нетоксичности самог централног јона, што води до изостајања неких од 
најтежих нуспојава хемиотерапије [116]. Међутим, није само токсичан централни јон 
проблематичан код класичних цитостатика, већ и сам механизам деловања. Комплекси 
цинка  и  овде  могу  бити  извор  иновативних  решења,  с  обзиром  да  активност 
потенцијално  испољавају  другачијим  путевима  [117].  Једна  од  посебних  особина 
комплекса цинка која може да помогне приликом деловања на туморске ћелије јесте 
добра мимикрија ензимске активности нуклеаза које раскидају везе у DNA спирали [118]. 
Врло су разнолики примери комплекса цинка(II) који показују антитуморску активност 
и по избору лиганада и по геометрији централног јона [119]. Пиридином супституисани 
тиосемикарбазони се координују тридентатно,  уз два хлоридо лиганда у тригоналној 
бипирамиди (Слика 8а), или се у октаедру тридентатно координују два лиганда (Слика 
8б) у зависности од односа метала и лиганда у раствору у току синтезе [120]. Комплекси 
са дериватима пурина (Слика 8в), где је цинк тетраедарски координован, су се показали 
као  добри  инхибитори  циклин-зависних  киназа  које  учествују  у  транскрипцији  и 
поправци DNA а имају појачану активност у ћелијама рака [121]. Међу осталима су и 
комплекси са дериватима хинолина [122], терпиридина [123] и имидазола [124]. Вредни 
су помена и хетеродинуклеарни комплекси цинка(II) и бакра(II) са терпиридинима међу 
којима неки показују обећавајуће активности [125]. Развија се и фотодинамична терапија 
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на бази комплекса цинка са фталоцијанинима који су популарни међу истраживачима 
због њихове нетоксичности и добре хемијске стабилности [126].

Слика  8.  Комплекси  цинка(II)  који  показују  антитуморску  активност:  а)  са  једним 
пиридин-супституисаним  тиосемикарбазонским  лигандом;  б)  са  два  пиридин-
супституисана  тиосемикарбазонска  лиганда;  в)  Шематски  приказ  веза  из  кристалне 
структуре комплекса са оломуцином.

1.8. Значај 2,4-дикетоестара и њихових комплекса
Једињења  2,4-дикетоестри  садрже  естарску  групу  на  алифатичном  ланцу  од 

минимум 5 угљеникових атома и две карбонилне групе које се у односу на естарску налазе 
на положајима 2 и 4.  Једно од најједноставнијих једињења из ове групе је,  етил-2,4-
диоксопентаноат, односно етил-ацетопируват који је синтетисан 1924. године [127]. Ова 
једињења се још називају и β-дикетоестри [128], због сегмента са две карбонилне групе 
размакнуте једним угљеником,  основног сегмента ацетилацетона, чији се деривати као 
група  често  називају  β-дикетони.  У процесу  који  је  врло добро проучен [129]  вице-
вицинални  дикарбонилни  сегмент  услед  електронегативности  блиских  кисеоника 
доводи  до  електронског  дефицита  међукарбонилног  угљеника  и  тиме  до  појачане 
лабилности водоника који су за њега везани.  Лабилан водоник својим одласком даје 
могућност везивања новог водоника за један од карбонилних кисеоника, приликом чега 
двострука веза прелази из карбонилне групе између два суседна угљеника. Овај повратни 
процес се при нормалним условима одвија врло брзо и назива се кето-енолна таутомерија 
(Слика 9). Због брзине самог процеса, и електронске спреге произведене новонасталом 
конјугацијом  двоструких  веза,  геометрија  β-дикето  сегмента  је  планарна  и  атоми 
кисеоника су усмерени у истом правцу. Таква геометрија је врло погодна за бидентатну 
координацију за јоне метала који имају афинитет према атому кисеоника [130]. Међутим, 
овакви лиганди се могу координовати и преко угљеника са металима који такав тип 
координације подржавају [131]. 
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Слика 9. Кето-енолна таутомерија.

Природни β-дикетони су између осталих дибензоилметан из сладића [132], и куркумин 
из куркуме [133], од којих оба имају медицински потенцијал. Ацетоацетат садржи сличан 
сегмент где је једна карбонилна група замењена карбоксилном, због чега се назива  β-
кетобутират, односно 3-оксобутаноат. У телу је у редокс спрези са 3-хидроксибутаноатом 
чинећи  метоболичко-сигнални  пар  [134],  а  учествује  у  липогенези  у  комплексу  са 
коензимом А [135]. Малонат је дикарбоксилно једињење са сличним сегментом. Естри и 
соли ацетоацетата и малоната се често заједно испитују, због многобројних синтетичких 
путева за добијање разноликих деривата [136], као и због сличног начина координације 
са јонима метала [137].

Као и претходно споменута једињења са сличним молекулским сегментима,  и 
2,4-дикето естри су једињења која су се показала као битни фактори у многим органским 
синтезама [138]. Претпоставља се померање таутомерне равнотеже ка енолној форми 
због стабилизације конјугованим двоструким везама и формирања шесточланог прстена 
путем водоничне везе између енолне хидроксилне и карбонилне групе (Слика 10) [139]. 

Слика 10. Приказ енолне форме 2,4-дикето естра стабилизованог помоћу водоничне везе 
(лево) и конјугованим двоструким везама (десно).

Један  од  најчешћих  начина  за  синтезу  2,4-дикетоестара  је  Клајзенова  кондензација, 
приликом  које  у  присуству  јаке  базе  реагују  метил-кетон  са  жељеним  алкил 
супституентом и диалкилоксалат (Слика 11а) [140]. Једна од занимљивих синтеза је из 2-
карбокси-5-карбоил деривата пиранона у етанолу уз хидроксиламин (Слика 11б) [141], 
при којој се отвара пирански да би се формирао изоксазолски прстен. Неке од синтеза у 
којима  ова  једињења  учествују  су  добијање  антимикробних  пиразола  [142]  и 
пиролидинона [143] али и потенцијално антитуморски активних хиноксалинона [144]. 
Из 2,4-дикето естара је  хидролизом врло једноставно добити 2,4-дикетокиселине,  од 
којих су многе показале антивирусну активност, захваљујући афинитету ка координацији 
јона  метала  у  ензимским  каталитичким  центрима  [145].  Преко  2,4-дикетоестара  је 
синтетисан  и  2,4-дикетоамид  пиперазина  који  показује  одличну  активност  према 
бактерији која узрокује туберкулозу и која показује резистенцију према антибиотицима 
[146].
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Слика  11.  Синтезе  2,4-дикето  естара:  а)  Клајзенова  кондензација  кетона  са  естром 
оксалне киселине; б) Реакција етил естра 5-ароил-4-пирон-2-карбоксилне киселине са 
хидроксиламином.

Поред очигледног потенцијала који имају као прекурсори приликом добијања 
активних  супстанци,  2,4-дикетоестри  и  сами  имају  биолошки  потенцијал. 
Дехидрозингерон фрагмент у 2,4-дикетоестрима (Слика 12а) се показао као значајан зато 
што се налази у једињењима која су показала и антимикробну [147] и антитуморску 
активност [148]. Синтетисани су и други, структурно врло слични дикетоестри, за које је 
утврђена већа селективност од цисплатине, с обзиром да показују бољу активност према 
ћелијама тумора дојке,  док нису токсични према фибробластима [149].  Уопште није 
зачуђујуће што и комплекси ових једињења са јонима метала показују добру биолошку 
активност. За магнезијум јон се 2,4-дикето естри могу бидентатно координовати или 
преко  две  карбонилне,  или  преко  карбонилне  и  карбоксилне  групе.  Међутим  међу 
комплексима који показују активност према HIV вирусу (eng. Human immunodeficiency 
virus), издваја се динуклеарни комплекс у коме се могу уочити обе врсте координације,  
при чему средњи карбонилни кисеоник служи као мостни лиганд (Слика 12б) [150]. 
Кристалне структуре комплекса бакра(II) са 2,4-дикетонатима су уопштено предвидљиве 
(слика 12в) због врло сличних дужина веза и величина углова [151]. Многи комплекси 
бакра(II) са 2,4-дикетонатима показују значајне биолошке активности [152-154], а поред 
тога са истим или сличним лигандима се испитују и активности комплекса јона других 
метала (Слика 12г-ђ) [155,156].
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Слика  12. Биолошки  активни  2,4-дикетоестри  и  одговарајући  комплекси  метала: 
а) Дикетоестар заснован на дехидрозингеронском фрагменту (плаво) са модификацијама; 
б)  Динуклеарни  комплекс  магнезијума(II);  в)  Квадратно-пирамидални  комплекси 
бакра(II); г) Квадратно-планарни комплекса паладијума(II); д) Октаедарски комплекси 
кобалта(II); ђ) Тетраедарски комплекси цинка(II).
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2.1. Опште напомене 
Сви  наведене  процедуре  синтезе,  карактеризације,  одређивања  биолошке 

активности,  испитивања интеракција и молекулског доковања комплекса кобалта(II), 
бакра(II) и цинка(II) са 2,4-дикетоестрима су преузете и преведене из радова објављених 
у међународним научним часописима [157-159]. 

2.1.1. Коришћене супстанце
Све хемикалије, укључујући супстрате и раствараче, набављене су од компаније 

Sigma-Aldrich  и  коришћене  без  додатног  пречишћавања.  Dulbecco’s  Modified  Eagle 
Medium  (DMEM)  набављен  је  од  GIBCO  (Invitrogen,  USA).  Етидијум-бромид  (EB) 
набављен је од SERVA (Немачка), акридин-оранж (AO) од Acros Organics (САД), док су 
Hoechst 33258 (HOE), DNA телећег тимуса (calf-thymus, CT-DNA), говеђи серум албумин 
(bovine serum albumin, BSA), еозин Y(ЕY) и ибупрофен набављени од Sigma Chemical Co. 
L-Метионин (L-Met) и натријумова со гуанозин-5′-монофосфата (5′-GMP) набављени су 
од Acros Organics и коришћени без додатног пречишћавања. 
У синтезама комплекса метала су као лиганди коришћени 2,4-дикетоестри синтетисани 
реакцијама Клајзенове кондензације између оксалата и различито супституисаних кетона 
описаних у ранијим публикацијама [147-149, 152-155]. Кетони потребни за синтезу 2,4-
дикетоестара  који  нису  комерцијално  доступни  су  синтетисани  по  раније  описаном 
поступку  модификацијом  продуката  добијених  реакцијом  Клајзен-Шмитове 
кондензације између ванилина и ацетона [148]. 

2.1.2. Припрема раствора за испитивање интеракција
Основни раствори CT-DNA, EB, HOE, BSA, ЕY и ибупрофена припремљени су у 

фосфатном пуферу (PBS,  0,01 M, pH 7,4).  Чистоћа раствора CT-DNA проверавана је 
мерењем апсорбанци на 260 и 280 nm, при чему однос A260/A280 у опсегу 1,8–1,9 указује на 
одсуство протеинских нечистоћа [160]. Концентрација DNA одређена је коришћењем 
моларног екстинкционог коефицијента од 6600 M-1 cm-1 на 260 nm. Раствори су чувани на 
4 °C и коришћени у року од пет дана.

2.1.3. Инструментална мерења и технике
Апсорпциони спектри у ултраљубичастом и видљивом опсегу (UV–Vis) снимани 

су на PerkinElmer Lambda 35 двозрачном спектрофотометру користећи кварцне кивете 
запремине 3 ml са оптичком дужином пута од 1 cm. Флуоресцентни спектри снимљени 
су на Shimadzu RF-1501 PC спектрофлуориметру са пропусним опсегом за ексцитацију и 
емисију од 10 nm. Инфрацрвени (IR) спектри снимани су на PerkinElmer Spectrum One 
FT-IR спектрометру коришћењем KBr таблета. Спектри нуклеарне магнетне резонанције 
(NMR) су  снимани у  DMSO-d6 уз  тетраметилсилан (TMS)  као  интерни стандард.  За 
кинетичка мерења коришћен је Applied Photophysics SX20 апарат за технику заустављеног 
тока (stopped-flow),  повезан са системом за прикупљање података.  Обрада и анализа 
података вршене су коришћењем софтвера Origin 2018 и Microsoft Excel 2017. 

2.2. Синтеза комплекса
2.2.1. Комплекси кобалта(II)

Сви комплекси су синтетисани претходно објављеној процедури [156]. Лиганд (2,0 
mmol) је растворен у 5 ml етанола на собној температури. Затим је раствор CoSO4 (1,0 
mmol) у 5 ml воде додаван кап по кап у раствор лиганда. Талог се формирао готово одмах 
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додатка соли кобалта(II). Након што је реакција остављена да тече 5 ч, добијени талог је 
процеђен, испран метанолом и остављен да се суши на собној температури. Осушени 
талог је затим прекристалисан у 3 ml смеше DMSO и метанола (v/v 1:2). Кристали су 
остављени 24 ч да се формирају,  након чега су процеђени и осушени под вакуумом. 
Реакције су праћене танкослојном хроматографијом, користећи мобилну фазу CH2Cl2  : 
EtOH (9:1). Сви комплекси су окарактерисани применом UV-Vis и IR спектроскопије, 
масене спектрометрије, као и елементалном анализом [157]. 

[Co(L1)2(DMSO)2] (CoL1): Црвени прах; принос: 80%; mp = 120 ◦C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 344(3,54). IR (KBr): ν 3411, 2955, 1732, 1571, 1520, 1457, 1422, 1271 cm-1. 
ESI-MS (m/z) = 654,4 [M + H]+. За C28H34O10S2Co (%):  

израчунато C, 43,30; H, 4,54.
нађено C, 43,34; H, 4,55.

[Co(L2)2(DMSO)2] (CoL2): Црвени прах; принос: 79%; mp = 101 ◦C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 350(3,62). IR (KBr): ν 3399, 2070, 1728, 1582, 1514, 1490, 1446, 1277, 1213, 
1039, 1024 cm-1. ESI-MS (m/z) = 714,5 [M + H]+. За C30H38O12S2Co (%): 
израчунато C, 50,49; H, 5,37.
нађено C, 50,53; H, 5,35.

[Co(L3)2(DMSO)2] (CoL3): Црвени прах; принос: 83%; mp = 136 ◦C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 369(3,85). IR (KBr): ν 3400, 2975, 1729, 1569, 1507, 1443, 1432, 1257, 1157, 
1017, 968 cm-1. ESI-MS (m/z) = 706,5 [M + H]+. За C32H38O10S2Co (%): 
израчунато C, 54,46; H, 5,43.
нађено C, 54,49; H, 5,41.

[Co(L4)2(DMSO)2] (CoL4): Црвени прах; принос: 86%; mp = 129 ◦C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 276(3,38), 358(3,76). IR (KBr): ν 3398, 1726, 1524, 1497, 1443, 1411, 1285, 
1249, 1015 cm-1. ESI-MS (m/z) = 666,4 [M + H]+. За C24H38O10S4Co (%): 
израчунато C, 43,30; H, 4,54.
нађено C, 43,35; H, 4,53.

2.2.2. Комплекси бакра(II) 
Комплекси  бакра(II)  CuL5-CuL8 су  синтетисани  коришћењем модификованог 

претходно  објављеног  поступка  [161].  Еквимоларне  количине  лиганада  L5-L8 (1,0 
mmol) растворене су у 3 ml апсолутног етанола на собној температури. У сваки раствор 
додаван је (PhNH3)2CuCl4 (0,5 mmol) уз константно мешање. Реакционе смеше су затим 
мешане још 60 минута, приликом чега су се комплекси исталожили из раствора. Ток 
реакције  праћен  је  методом  танкослојне  хроматографије  (TLC)  користећи  смешу 
хлороформ/метанол (v/v 9:1) као мобилну фазу. Исталожени производи су изоловани 
вакуум-филтрацијом,  темељно  испрани  безводним  диетил-етром,  ради  уклањања 
преосталих нечистоћа, а затим рекристалисани из кључалог етанола. Након хлађења до 
собне температуре, пречишћени комплекси су поново издвојени филтрацијом, испрани 
диетил-етром и осушени на ваздуху. Сви комплекси су окарактерисани применом UV-
Vis, IR и EPR спектроскопије, масене спектрометрије, као и елементалном анализом [158]. 
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[Cu(L5)2H2O] (CuL5): Зелени прах; принос: 88%; mp = 127 °C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M−1 cm−1)): 284(4,69), 388(4,34). IR (KBr): ν 3450, 2933, 1734, 1720, 1632, 1570, 1549, 
1508, 1461, 1272, 1141, 1020 cm-1. EPR (DMSO, 77K): gx = 2.073; gy = 2.078; gz = 2.335; A∥ = 
492 MHz. ESI-MS (m/z) = 692,3 [M + H]+. За C32H36O13Cu (%): C 55,53, H 5,24; нађено (%): C 
55,37, H 5,25.
израчунато C, 55,53; H, 5,24.
нађено C, 55,37; H, 5,25.

[Cu(L6)2H2O] (CuL6): Зелени прах; принос: 86%; mp = 132 °C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M−1 cm−1)): 391(4,46). IR (KBr): ν 3463, 2939, 1732, 1639, 1560, 1507, 1449, 1038, 1259, 
1228, 1162, 1137, 1028 cm-1. EPR (DMSO, 77K): gx = 2.075; gy = 2.079; gz = 2.336; A∥ = 489 MHz. 
ESI-MS (m/z) = 776,4 [M + H]+. За C38H48O13Cu (%): 
израчунато C, 58,79; H, 6,32.
нађено C, 58,83; H, 6,33.

[Cu(L7)2H2O] (CuL7):  Браон прах;  принос:  79%; mp = 187 °C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M−1 cm−1)): 303(5,41), 389(4,61). IR (KBr): ν 3450, 2934, 1722, 1634, 1546, 1514, 1336, 
1273, 1137, 1018 cm-1. EPR (DMSO, 77K): gx = 2.077; gy = 2.077; gz = 2.336; A∥ = 486 MHz. ESI-
MS (m/z) = 744,4 [M + H]+. За C36H40O13Cu (%):
израчунато C, 58,10; H, 5,42.
нађено C, 58,15; H, 5,40.

[Cu(L8)2H2O] (CuL8):  Браон прах;  принос:  76%; mp = 156 °C; UV-Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M−1 cm−1)): 398(4,33). IR (KBr): ν 3451, 2943, 1718, 1637, 1547, 1516, 1338, 1269, 1137, 
1015 cm-1. EPR (DMSO, 77K): gx = 2.075; gy = 2.080; gz = 2.336; A∥ = 490 MHz. ESI-MS (m/z) = 
773,5 [M + H]+. За C32H36O13Cu (%): 
израчунато C, 59,10; H, 5,74.
нађено C, 59,15; H, 5,75.

2.2.2.1. Мерење стабилности комплекса бакра(II)
Стабилност  комплекса  у  симулираним  физиолошким  условима  је  одређена 

применом  UV-Vis  спектроскопије.  Припремљени  су  раствори  комплекса  бакра(II)  у 
DMSO концентрације 1 · 10-3 М који су разблажени раствором PBS (pH = 7,4) да би се 
добили раствори комплекса бакра(II) концентрације 1  · 10-5 М. Као контролни узорак 
припремљен је раствор PBS са малом количином DMSO. 

2.2.3. Комплекси цинка(II) 
Синтеза  цинк(II)  комплекса  изведена  је  на  основу  претходно  објављене 

процедуре, уз мање модификације [156]. Смеша 2,0 mmol одговарајућих β-дикетоестара, 
1,0  mmol  ZnCl2 и  10  mL сувог  етанола мешана је  на  собној  температури током 5  h. 
Добијени  светложути  талог  је  затим  процеђен,  испран  етанолом  и  диетил-етром. 
Комплекси су потом кристалисани из кључалог етанола. Приноси комплекса су у опсегу 
77–85 %. Сви комплекси су окарактерисани применом UV-Vis, IR и NMR спектроскопије, 
масене спектрометрије, као и елементалном анализом [159]. 

 [Zn(L2)2] (ZnL2):. Светложути прах; принос: 81 %; mp =103 ◦C; UV–Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 359(4,72); IR (KBr, cm-1): ν 3393, 2976, 1724, 1597, 1512, 1490, 1445, 1272, 
1224, 1203, 870; 1H NMR (DMSO‑d6, 200 MHz) δ 7,50–7,26 (m, 6H, 2 × CHAr), 7,19–7,00 (m, 
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2H, 2 × CHAr), 6,53 (s, 2H, 2 × CH––CO), 4,21 (q, J =7,1 Hz, 4H, 2 × OCH2), 3,75 (s, 6H, 2 × 
OCH3), 1,27 (t, J =7,1 Hz, 6H, 2 × CH3) ppm; 13C NMR (DMSO‑d6, 50 MHz) δ 187,95, 173,27, 
165,42, 141,08, 129,64, 119,31, 117,29, 112,05, 93,81, 61,09, 55,22, 14,21 ppm; ESI-MS (m/z): 
[M]+=563; За C26H26O10Zn (%): 
израчунато C, 55,38; H, 4,65.
нађено C, 55,41; H, 4,66.

[Zn(L3)2] (ZnL3):  Светложути прах; принос: 77 %; mp =122 ◦C; UV–Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 383(4,79); IR (KBr, cm-1): ν 3400, 2975, 1726, 1581, 1572, 1509, 1446, 1259, 
1159, 1018, 969, 861; 1H NMR (DMSO‑d6, 200 MHz) δ 7,77–7,61 (m, 4H, 2 × CHAr), 7,55–7,34 
(m, 8H, 2 × CHAr + 2 × CH––), 6,95 (d, J =15,8 Hz, 2H, 2 × CH––), 6,14 (s, 2H, 2 × CH––CO), 
4,21 (q, J =7,1 Hz, 4H, 2 × OCH2), 1,28 (t, J =7,1 Hz, 6H, 2 × CH3) ppm; 13C NMR (DMSO‑d6, 
50 MHz) 186,42, 173,14, 165,22, 138,95, 129,75, 128,95, 128,16, 99,18, 61,12, 14,34 ppm; ESI-
MS (m/z): [M]+=555; За C28H26O8Zn (%): 
израчунато C, 60,50; H, 4,71.
нађено C, 60,55; H, 4,70.

[Zn(L4)2] (ZnL4): Светложути прах; принос: 85 %; mp =114 ◦C; UV–Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 369(4,61); IR (KBr, cm-1): ν 3392, 2974, 1725, 1601, 1523, 1448, 1410, 1284, 
1249, 1015, 863; 1H NMR (DMSO‑d6, 200 MHz) δ 7,78 (dd, J =14,3, 4,0 Hz, 4H, 2 × CHAr), 
7,21–7,08 (m, 2H, 2 × CHAr), 6,47 (s, 2H, 2 × CH––CO), 4,20 (q, J =7,1 Hz, 4H, 2 × OCH2), 
1,27 (t, J =7,1 Hz, 6H, 2 × CH3) ppm; 13C NMR (DMSO‑d6, 50 MHz) δ 181,23, 172,70, 165,30, 
146,03,  132,31,  129,26,  128,48,  93,43,  61,11,  14,22  ppm;  ESI-MS  (m/z):  [M]+=514;  За 
C20H18O8S2Zn (%): 
израчунато C, 46,56; H, 3,52.
нађено C, 46,60; H, 3,53.

[Zn(L9)2]  (ZnL9): Светложути прах; принос: 79 %; mp =119 ◦C; UV–Vis (λmax/nm, 
(log(ε/M-1 cm-1)): 362(4,49); IR (KBr, cm-1): ν 3385, 2988, 1719, 1605, 1513, 1452, 1351, 1251, 
1011, 863;  1H NMR (DMSO‑d6, 200 MHz) δ 8,55 (s, 2H, 2 × CHAr), 8,40–8,18 (m, 4H, 2 × 
CHAr), 7,80–7,65 (m, 2H, 2 × CHAr), 6,61 (s, 2H, 2 × CH––CO), 4,23 (q, J =7,1 Hz, 4H, 2 × 
OCH2), 1,28 (t, J =7,1 Hz, 6H, 2 × CH3) ppm; 13C NMR (DMSO‑d6, 50 MHz) δ 184,57, 174,58, 
148,08, 140,88, 133,10, 130,37, 125,82, 121,52, 93,71, 61,29, 14,18 ppm; ESI-MS (m/z): [M]
+=593; За C24H20N2O12Zn (%): 
израчунато C, 48,54; H, 3,39; N, 4,72. 
нађено C, 48,57; H, 3,37; N, 4,74.

2.3. Испитивање антимикробнe активнoсти 
Испитивана  је  антибактеријска  и  антигљивична  активност  синтетисаних 

комплекса на панелу стандардних микробних сојева добијених из Америчке колекције 
типских култура (ATCC). Бактеријски сојеви су обухватали Bacillus subtilis (ATCC 6633), 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC 
29906) и  Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063).  Фунгални панел је  обухватао  Aspergillus 
fumigatus (ATCC 1022),  Mucor  mucedo (ATCC 20094),  Candida albicans (ATCC 10259), 
Microsporum canis (ATCC 36299) и Trichophyton rubrum (ATCC 28188). 

Бактеријски сојеви су узгајани на Müller–Hinton (MH) агару, док су гљивичне 
културе узгајане на Sabouraud dextrose (SD) агару (Torlak, Београд, Србија). Све културе 
су чуване на 4 °C до употребе. Бактеријски инокулуми су припремани од 24 ч култура на 
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MH агару инкубираних на 37 °C и подешени на приближно 108 cfu/ml према 0,5 McFarland 
стандарду. Фунгалне суспензије су припремане од 3–7 дана старих култура коришћењем 
стерилне дестиловане воде са приближно 106 cfu/ml, следећи NCCLS смернице [162]. 

Вредности минималне инхибиторне концентрације (MIC) су одређиване методом 
микродилуције  у  бујону у  складу  са  претходно описаним поступком [163].  Раствори 
комплекса су припремани у 5% DMSO, праћени серијама двоструког разблажења у опсегу 
од 7,5 до 0,005 mg/ml у стерилним микротитарским плочама са 96 бунарића, које садрже 
MH бујон за бактерије и SD бујон за гљивице. Након тога, стандардизовани бактеријски 
или фунгални инокулуми и раствор ресазурина (као индикатор одрживости ћелија) су 
додати у одговарајуће бунариће. Плоче су инкубиране на 37 °C током 24 ч (бактерије) и 
на 28 °C током 72 ч (гљивице).

За бактеријске анализе, MIC је дефинисан као најнижа концентрација једињења 
која спречава промену боје ресазурина из плаве у розу, што указује на инхибицију раста 
ћелија.  За  гљивице,  MIC је  одговарао најнижој  концентрацији која  видљиво сузбија 
развој мицелије. Стрептомицин и кетоконазол су коришћени као позитивне контроле за 
антибактеријске  и  антифунгалне  тестове,  док  је  DMSO  коришћен  као  негативна 
контрола, да би се потврдила компатибилност растварача. 

Сви  подаци  су  представљени  као  средња  вредност  резултата  три  паралелна 
мерења, са стандардном девијацијом. Статистичке евалуације су спроведене коришћењем 
Microsoft Office Excel и SPSS софтвера (верзија 26, IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, USA). 
t-Тест је коришћен за одређивање статистичке грешке при чему се вредност p < 0,05 
сматрала статистички значајном.

2.4. Одређивање цитотоксичне активнoсти
Утицај синтетисаних комплекса на вијабилност ћелија рака дебелог црева SW480 

и  здравих  кератиноцита  HaCaT  процењиван  је  применом  MTT  теста  (3-(4,5-
диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум  бромид).  Ћелијске  линије  SW480  су 
набављене из ATCC (Manassas, VA, USA), а HaCaT из CLS (Cell Lines Service, Eppelheim, 
Germany).  Ћелије су одржаване у  DMEM медијуму према стандардним протоколима 
култивације ћелија [164]. 

За MTT тест, ћелије су посејане у плоче са 96 бунарића (104 ћелија по бунарићу) и 
остављене да се инкубирају 24 ч. Затим су третиране комплексима у концентрацијама од 
1 до 200 µM (припремљеним у медијуму, са максималном концентрацијом DMSO од 0,1 
%), док су нетретиране ћелије служиле као контрола. Одрживост ћелија је одређивана 
након 24  и 72 ч инкубације.  Након инкубације,  формирани кристали формазана су 
растворени  у  DMSO,  а  апсорпција  је  мерена  спектрофотометријски  [165].  Проценат 
одрживости ћелија израчунат је као однос апсорпције третираних и контролних ћелија, 
помножен  са  100.  Вредности  IC50 одређиване  су  из  дозно-зависних  кривих  помоћу 
CalcuSyn софтвера.  Индекс селективности (SI)  израчунат је као однос IC50 вредности 
према здравим HaCaT ћелијама и IC50 вредности према SW480 ћелијама карцинома.

Сви  подаци  су  изражени  као  средња  вредност  уз  стандардну  девијацију  три 
независна експеримента. Статистичка грешка је утврђена применом ANOVA или t-теста, 
при чему је вредност p < 0,05 сматрана статистичким значајном. Обрада података вршена 
је помоћу SPSS софтвера.

За  анализу  типа  индуковане  ћелијске  смрти,  коришћене  су  ћелије  SW480, 
третиране са IC50 концентрацијом најактивнијег комплекса током 24 ч. Након третирања, 
ћелије су обојене смешом акридин-оранжа (AO) и етидијум-бромида (EB) (100 µg/ml, 1:1, 
10 µl по бунарићу) [166]. Морфолошке промене и флуоресцентни сигнали анализирани 
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су под флуоресцентним микроскопом Nikon Ti-Eclipse при увећању од 400 пута. Ћелије 
су класификоване као: виталне (VC), рано апоптотичне (EA), касно апоптотичне (LA) и 
некротичне (NC), на основу типичних морфолошких карактеристика и бојења (зелена 
витална,  зеленo-жута  рано  апоптотична,  наранџасто-црвена  касно  апоптотична-
некротична). Проценат сваког типа ћелијске смрти израчунат је на основу више од 300 
анализираних ћелија по узорку.

2.5. Испитивање интеракција са биомолекулима
2.5.1. Кинетичка мерења

Ради  одређивања  одговарајуће  таласне  дужине  за  кинетичка  испитивања, 
спектралне промене су праћене у опсегу 220–450 nm након мешања једнаких запремина 
раствора комплекса и нуклеофила. Реакције супституције испитиваних комплекса метала 
са  нуклеофилима,  L-метионином  (L-Mет)  и  5’-гуанозинмонофосфатом  (5’-GMP), 
проучаване су применом технике заустављеног тока.  Концентрација нуклеофила је  у 
свим експериментима била најмање десет пута већа од концентрације комплекса, како би 
се  обезбедили услови за  реакцију псеудо-првог реда.  Све реакције  су  испитиване на 
температури од 310 K и при pH = 7,2 у 25 mM HEPES пуферу, уз додатак 50 mM NaCl ради 
спречавања спонтане хидролизе комплекса. Реакције су инициране мешањем једнаких 
запремина раствора у апарату за технику заустављеног тока. Вредности константи брзина 
псеудо-првог реда (kobsd) израчунате су као средње вредности четири до шест пролаза 
применом софтвера Pro-Data SX.

2.5.2. Интеракције са DNA
2.5.2.1. Апрсорпциона спектроскопија

Интеракције синтетисаних комплекса са CT-DNA испитиване су применом UV–
Vis  апсорпционе спектроскопије,  на  три различите температуре,  како би се  утврдио 
начин везивања за DNA и одредиле константе везивања (Kb). Вредност Kb је израчуната 
помоћу једначине (1), док су ван 'т Хофове једначине (2) и (3) употребљене за одређивање 
термодинамичких параметара [167]. Константе везивања су израчунате из односа нагиба 
и одсечка на y-оси на графику односа [DNA]/(ɛA - ɛf) према [DNA]. 

[DNA]/(ɛA - ɛf) = [DNA]/(ɛb - ɛf) + 1/Kb(ɛb - ɛf) (1)

lnKb = - (∆H0/RT) + (∆S0/R) (2)

∆G0 = ∆H0 - T∆S0 = -RTlnKb (3)

У  наведеним  једначинама  [DNA]  је  концентрација  DNA,  ɛA  је  привидан 
екстинциони коефицијент који се рачуна за одређену концентрацију DNA на основу 
односа  очитане  апсорбанце  (Aobsd)  и  концентрације  комплекса,  ɛf је  екстинциони 
коефицијент слободног комплекса, ɛb  је екстинкциони коефицијент везаног комплекса, 
∆H је  промена  енталпије,  R је  универзална  гасна  константа,  T је  температура  у 
степенима Келвинове скале (K), ∆S је промена ентропије, ∆G је промена Гибсове слободне 
енергије. 

Апсорпционе титрације су извођене при константној концентрацији комплекса у 
фосфатном пуферу (1,35 · 10-5 M), при чему су растуће концентрације раствора CT-DNA 
(1,34–12,6 · 10-5 M) додаване директно у кивету. Спектри су снимани непосредно након 
мешања раствора, уз корекцију на разблажење. Мерења су извођена на три различите 
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температуре како би се одредиле термодинамичке карактеристике интеракције коплекса 
и CT-DNA. 

2.5.2.2. Флуоросцентна спектроскопија
Флуоресцентна спектроскопија је примењена у циљу испитивања способности 

испитиваних комплекса да замене EB или HOE у EB-CT-DNA и HOE-CT-DNA системима 
и да интерагују са CT-DNA. У оквиру експеримената, припремљене су серије раствора 
комплекс-EB-CT-DNA и комплекс-HOE-CT-DNA. EB-CT-DNA систем је припремљен 
мешањем 12,5 µM EB и 4,5 µM CT-DNA у 0,01 M раствору PBS пуфера, а HOE-CT-DNA 
систем је припремљен мешањем 12,5 µM HOE и 6 µM CT-DNA. Потенцијално везивање 
комплекса је испитивано додавањем растућих количина испитиваних комплекса метала 
(0,50 - 5,00 · 10-5 M) у раствор EB-CT-DNA или HOE-CT-DNA. Распон емисије је варирао 
у зависности од експеримента, 550–750 nm за EB и 360–600 nm за HOE, док су таласне 
дужине ексцитације износиле 527 nm и 346 nm. 

Добијени  спектрални  подаци  су  анализирани  употребом  Штерн-Волмерове 
једначине:

I0/I = 1 + KSV[Q] (4)

где су I0 и I интензитети емисије у одсуству и присуству испитиваног комплекса (гасиоца 
флуоресценције),  KSV је  Штерн-Волмерова константа, а  [Q] је коначна концентрација 
испитиваног комплекса. 

2.5.2.3. Мерење вискозитета
Мерења вискозитета  су  извршена  на  Anton  Paar  Lovis  2000  M/ME rolling-ball 

вискозиметру  (Anton  Paar  GmbH,  Грац,  Аустрија).  Како  би  се  добили  раствори  са 
различитим  односима  комплекс:CT-DNA  од  1  :  1,  до  10:1,  вискозитет  је  мерен  при 
различитим  концентрацијама  комлекса  (1,095  –  10,95  · 10-5 M)  и  константној 
концентрацији CT-DNA (1,095 · 10-5 M). Вискозитет раствора CT-DNA се обележава са ŋ0. 
док  ŋ представља вискозитет тестираних узорака на 298  K. График је кoнструисан на 
основу релативног вискозитета (ŋ/ŋ0)1/3, и односа концентрација комплекса и CT-DNA. 

2.5.3. Интеракције са албумином
Способност  комплекса  да  се  везују  за  BSA  је  испитивана  применом 

флуоресцентне титрације. Како би се испитала везивна места, коришћени су маркери, ЕY 
и  ибупрофен.  Експерименти  су  изведени  са  константним  концентрацијама  BSA  и 
маркера (2 · 10-6 M), док су концентрације комплекса биле променљиве (4,98–47,6 · 10-6 M). 
Спектри су снимани непосредно након мешања раствора. Емисиони опсег спектара је 300
–500 nm, док је таласна дужина ексцитације износила 295 nm. Флуоресценција невезаних 
комлекса није детектована. 

Како би се одредили везивни параметри и број везивних места, употребљене су 
Штерн-Волмерове једначине (5), (6) и Хилова једначина (7): 

I0/I = 1 + kqτ0[Q] = 1 + KSV[Q] (5)

KSV = kqτ0 (6)

log[(I0/I)/I] = logKb + nlog[Q] (7)
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где су I0 and I интензитети емисије BSA у одсуству и присуству комплекса, kq је константа 
гашења флуоресценције, τ0  је трајање флуоресценције BSA без гасиоца флуоресценције, 
KSV  је  Штерн-Волмерова  константа,  [Q]  је  коначна  концентрација  гасиоца 
флуоресценције, Kb је константа везивања и n је број везивних места у BSA. 

2.6. Молекулско доковање
Молекулско доковање је изведено коришћењем програма Molegro Virtual Docker 

(MVD)  [168] и  AutoDock4  (AD4)  [169]. Припрема  система  за  симулације  у  оквиру 
AutoDock платформе извршена је помоћу програма  AutoDockTools (ADT) и обухвата 
додавање  водоника,  одређивање  AD4  типова,  рачунање  Гастејгерових  (Gasteiger) 
наелектрисања, спајања неполарних водоника и рачунање интеракционих мапа. MVD 
користи параметризацију погодну за комплексе са прелазним металима, што га чини 
погодним за испитивање комплекса метала [170,171]. 

Тродимензионалне структуре циљних биомолекула преузете су из Протеинске 
базе података (Protein Data Bank, rcsb.org) [172].  За испитивање интеракција са DNA 
коришћене су структуре са PDB кодовима 1BNA (додекамер DNA за анализу везивања у 
жлебу) [173] и 1Z3F (структура DNA за испитивање интеркалације) [174]. За испитивање 
интеракција са протеинима коришћене су структуре албумина:  4JK4 [175] и 4F5S [176] 
(BSA), као и структуре 2BXD, 2BXF, 2BXG, 2BXI и 2BXO којима се моделују различита 
везивна места у хуманом серум албумину (HSA) [177]. Код BSA, анализирана су везивна 
места у близини триптофанских остатака (TRP134 и TRP213), док свака од HSA структура 
представља једно типично место за везивање одговарајућих лекова.

Све  структуре  циљних  биомолекула  припремљене  су  уклањањем  ко-
кристалисаних  лиганада  и  молекула  воде,  корекцијом  непотпуних  остатака  и 
подешавањем протонованог стања аминокиселина у складу са условима pH. У случају 
DNA  молекула,  извршене  су  додатне  модификације  неопходне  за  примену  у 
симулацијама молекулског доковања, према раније описаним протоколима [171]. 

Структуре  испитиваних  комплекса  најпре  су  моделоване  и  првобитно 
оптимизоване семи-емпиријском  PM6 методом у програму  MOPAC2016 [178],  након 
чега је извршена потпуна геометријска оптимизација методом  B3LYP/LANL2DZ [179, 
180] у  програму  Gaussian  09  [181].  Оптимизоване  структуре  лиганада  су  затим 
припремљене за симулације молекулског доковања додељивањем одговарајућих типова 
атома,  уносом израчунатих парцијалних наелектрисања и уоквиравањем неполарних 
водоника.

Свака грид кутија је дефинисана јединицом од  0,375 Å.   Простори за претраге 
дефинисани су тако да обухвате релевантна места везивања. За анализу везивања у жлебу 
DNA дефинисана је грид кутија која обухвата целокупну структуру DNA, како би се 
омогућило испитивање свих потенцијалних места везивања. За анализу интеркалације, 
грид кутија је била коцка од 50 јединица центрирана око интеркалационог размака. Код 
протеинских  структура  простор претраге  центриран  је  у  позиције  ко-кристалисаних 
лиганада или релевантних аминокиселинских остатака.  Код BSA су грид кутије  биле 
коцке од 80 јединица центриране око триптофанских остатака, док су код HSA грид 
кутије  биле  коцке  од  60  јединица  центриране  око  везивних  места  уклоњених  ко-
кристалисаних супстрата.

У програму MVD доковање је изведено помоћу алгоритма MolDock SE и MolDock 
Score функције [182]. Већина параметара задржана је на подразумеваним вредностима 
[183], с тим да су у евалуацију лиганда урачунате и интрамолекулске електростатичке 
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интеракције,  интрамолекулске  водоничне  везе  и  sp²–sp²  торзиони  параметри.  Број 
алгоритамских пролаза је повећан на 20, како би се адекватно испитао конформациони 
простор. 

У  AutoDock4  симулацијама  коришћен  је  Ламаркијански  хибрид  генетског 
алгоритма и локалне претраге (Lamarckian hybrid genetic algorithm-local search), са 20 
претрага и максимално 2,5 × 10⁷ енергетских евалуација по претрази, како би се извршило 
адекватно испитивање конформационог простора.

Валидација методе извршена користећи кокристалисане супстрате из структура 
мета, тако што су  структуре супстрата изоловане, измењене додељивањем насумичних 
диедарских углова, и потом доковане циљајући везивна места из којих су изоловане. 
Овим поступком потврђена је поузданост коришћених параметара и способност метода 
да репродукују експериментално одређене начине везивања.
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3.1. Синтезе комплекса и њихова карактеризација
3.1.1. Синтезе лиганада

Лиганди  L1-L9 су  2,4-дикетоестри  и  синтетисани  су  применом  Клајзенове 
кондензације  у  базним  условима  у  реакцији  између  диетил-оксалата  и  одговарајуће 
супституисаног метил-кетона користећи познате протоколе [152-155]. Добијени лиганди 
су шематски приказани на Слици 13. 

Слика  13.  Структурне  формуле  2,4-дикетоестара  који  су  коришћени као  лиганди  за 
синтезу комплекса кобалта(II), бакра(II) и цинка(II).

Општа  шема  синтезе  2,4-дикетоестара  коришћена  за  синтезу  лиганада  је 
приказана на Слици 11а.  Реакција Клајзенове кондензације се врши у анхидрованом 
диетил-етру,  охлађеном на -10 °C.  У диетил-етру се  растварају  одговарајући кетон и 
диетил-оксалат у малом вишку (молски однос 1:1,2). Потом се у капима додаје 5,0  M 
раствор натријум-етоксида до молског односа кетон:етокисд 1:1,5. Већ у току додавања 
раствора  натријум-етоксида,  појављује  се  талог.  Смеша  се  после  потпуног  додатка 
натријум-етоксида  меша  на  собној  температури  још  30  минута.  Добијени  талог  је 
процеђен, опран анхидрованим етром и остављен да се суши на собној температури. 
Осушени талог је потом растворен у води и закишељен до pH = 2,0 помоћу 6,0 М HCl. По 
додатку киселине, јавља се талог дикетоестра који је потом процеђен, испран водом и 
остављен да се суши на собној температури [152]. Полазни кетони за синтезу лиганада L1-
L4 и  L9 су  комерцијално  доступни.  За  потребе  синтезе  лиганада  који  садрже 
дехидрозингеронски  фрагмент  (Слика  12а),  односно  L5-L8, полазни  кетони  су 
синтетисани  користећи  познате  протоколе  [147-149].  Прво  је  дехидрозингерон 
синтетисан  користећи  Клајзен-Шмитову  кондензацију  између  ванилина  и  ацетона. 
Ванилин се раствара у ацетону у молском односу ванилин:ацетон (1:10), после чега се 
одређеној  запремини овог  раствора додаје  једнака запремина  10%  раствора  NaOH  и 
оставља преко нећи уз мешање. После инкубационог периода, раствор је неутралисан 
помоћу 10% раствора HCl приликом чега се издваја дехидрозингерон као талог који је 
процеђен и испран водом.  Хидроксилна група  овако добијеног  дехидрозингерона се 
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подвргава  алкиловању  помоћу  вишка  одговарајућег  алкил-јодида  у  присуству 
анхидрованог калијум-карбоната у ацетону уз рефлуктовање. Добијен талог је процеђен, 
испран ацетоном, и сушен на ваздуху а потом коришћен као полазни кетон у синтези 
одговарајућих лиганада [148]. 

3.1.2. Синтеза и карактеризација комплекса кобалта(II)
Претходно синтетисани лиганди, L1-L4, су коришћени за синтезу одговарајућих 

комплекса кобалта(II),  CoL1-CoL4  [157]. Први корак у реакцији синтезе комплекса је 
координација жељеног лиганда за кобалт(II) јон која је остварена директном реакцијом 
лиганда и CoSO4 соли у молском односу 2:1 у етанолу као растварачу. У овом кораку се 
добија талог који се испира метанолом и суши на собној температури. Други корак је 
координација DMSO за кобалт(II), која се дешава по додатку добијеног талога у смешу 
DMSO и метанола, приликом чега се формирају кристали комплекса (Слика 14.). 

Слика  14. Шематски  приказ  синтеза  комплекса  кобалта(II),  бакра(II)  и  цинка(II)  са 
различитим 2,4-дикето естрима као лигандима. Шематски приказ структура лиганада 
L1-L9 је на Слици 13.

Овако  добијени  комплекси  су  октаедарске  геометрије  са  централним  јоном 
кобалта(II)  за  који  су  бидентатно  координована  два  молекула  одговарајућег  2,4-
дикетоестра  у  екваторијалним  положајима  и  два  молекула  DMSO у  аксијалним 
положајима. Оваква координација лиганада истог типа за јон кобалта(II) је потврђена 
кристалографским  резултатима  добијеним  у  претходним  истраживањима [156]. 
Новосинтетисани комплекси су окарактерисани UV-Vis и IR спектроскопијом, масеном 
спектрометријом и елементалном анализом.
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Релативно широке апсорпционе траке које у добијеним UV-Vis спектрима имају 
апсорпционе максимуме на таласним дужинама између 340 и 370  nm [157]  потичу од 
интралигандних  π→π* прелаза  конјугованих  двоструких  веза  или n→π* прелаза 
карбонилних група. Апсорпциони UV-Vis спектри добијених комплекса су приказани на 
Слици 15.

Слика  15. UV-Vis  спектри комплекса кобалта(II) са 2,4-дикетоестрима као лигандима. 
Приказана  је  вредност  апсорбанце  (eng. Absorbance)  у  односу  на  таласну  дужину у 
нанометрима (eng. Wavelength [nm]).

Разлика у инфрацрвеним спектрима између одговарајућих лиганада и комплекса 
значајно  доприноси  разумевању  понашања  2,4-дикето  енолног  система  приликом 
координације. Делокализација π-електрона преко конјугованих двоструких веза енолног 
облика је одговорна за смањење двоструког карактера обе везе, а самим тим и ниже 
фреквенције сигнала који потичу од ових веза [152]. Неконјугована карбонилна група је 
углавном одговорна за валенциону вибрацију на око 1700 cm-1, међутим код лиганада, 
траке  које  потичу  од  валенционих  вибрација  конјугованих  двоструких  веза, 
ν(C=O)/ν(C=C), јављају се на око 1600 cm-1 [157]. Приликом координације, таласни број 
дотичних трака се додатно смањује (око 1580 cm-1) што указује на издуживање, односно 
смањење реда карбонилне везе услед координације за јон метала. С друге стране, таласни 
број траке која која потиче од валенционе вибрације енолног атома кисеоника ν(C-O) се 
помера са око 1230 cm-1 у некоординованом лиганду на око 1250 cm-1 у комплексу [157]. 
Ова промена подржава теорију о координацији преко енолног атома кисеоника која се 
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највероватније  дешава уз  његову депротонацију.  Апсорпциони  IR  спектри добијених 
комплекса су приказани на Слици 16.

Слика  16.  IR  спектри  комплекса  кобалта(II)  са  2,4-дикетоестрима  као  лигандима. 
Приказан је проценат трансмитанце (%Т) у односу на таласни број (cm-1).

Ове спектралне промене удружено потврђују да се 2,4-дикетоестар координује за 
кобалт(II) преко атома кисеоника енолне групе и атома кисоника карбонилне групе при 
чему  се  формира  стабилан  шесточлани  хелатни  прстен  [184,185]. Ови  резултати 
потврђују  претпостављену  структуру,  која  је  у  складу  са  резултатима  масене 
спектрометрије и елементалне анализе.

3.1.3. Синтеза и карактеризација комплекса бакра(II)
Лиганди  L5-L8 су коришћени за синтезу комплекса бакра(II)  CuL5-CuL8 [158]. 

Синтеза  је  вршена  у  етанолу  као  растварачу,  приликом  чега  је  со 
бис(фениламонијум)тетрахлоридокупрат(II) (PhNH3)2CuCl4 помешана са одговарајућим 
лигандом у молском односу 1:2 (Слика 14). Со (PhNH3)2CuCl4 је изабрана за синтезе на 
основу раније изведене оптимизације приликом које је утврђено да синтезе у којима се 
користе бакар(II)-хлорид, бакар(II)-ацетат или бакар(II)-сулфат као извор бакар(II) јона 
дају значајно ниже приносе од изабране соли и у кључалом етанолу као растварачу, док 
се синтеза са (PhNH3)2CuCl4 може извести и на собној температури [152]. Координација 
ових лиганада за бакар(II) јон се одвија спонтано на собној температури. Добијени су 
комплекси где су два 2,4-дикетоестарска лиганда бидентатно координована за бакар(II) 
јон у основи квадратно-пирамидалне геометрије и где је један аква лиганд координован 
у аксијалном положају [158]. Оваква координација је претпостављена на основу раније 
синтетисаних комплекса бакра(II) са 2,4-дикетоестрима као лигандима чија је структура 
окарактерисана  кристалографским  методама  [152]. Новосинтетисани  комплекси  су 
окарактерисани UV-Vis, IR и EPR спектроскопским методама, масеном спектрометријом 
и елементалном анализом.

На  основу  UV-Vis  спектара  могу  се  идентификовати  одређене  врсте 
координованих  система  и  може  се  испратити  стабилност  комплекса  у  раствору. 
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Идентификовани су релативно слаби и широки сигнали са максимумима између 380-400 
nm [158] који потичу од интралигандних π→π* прелаза конјугованих двоструких веза или 
n→π* прелаза карбонилних група. Праћењем промена интензитета ових сигнала у неком 
одређеном  временском  периоду  може  се  утврдити  постојаност  комплекса  метала  у 
симулираним  физиолошким  условима.  На  основу  изостанка  уочљиве  промене  у 
интензитету спектара комплекса бакра(II) сниманих у раствору PBS закључено је да су 
сви новосинтетисани комплекси бакра(II) довољно стабилни у периоду потребном за 
испољавање биолошке активности (Слика 17). 

Слика 17. UV-Vis спектри комплекса бакра(II) са 2,4-дикетоестрима. У сваком квадранту 
је приказано по 10 преклопљених спектара од којих је сваки снимљен у размаку од 3 
минута. Приказана је вредност апсорбанце у односу на таласну дужину [nm].

Као и код карактеризације комплекса кобалта(II) IR спектри комплекса бакра(II) 
дају  важну  информацију  о  начину  координације  2,4-дикето  енолног  система.  Јаке 
апсорпционе траке на приближно 1580 cm-1 које потичу од конјугованих ν(C=O)/ ν(C=C) 
валенционих вибрација се померају ка мањим таласним бројевима од приближно 1550 
cm-1 приликом  координације.  Таласни  број  валенционе  вибрације  C-O везе 
некоординованог енолног атома кисеоника ν(C-O) се са приближно 1255 cm-1 помера на 
приближно 1270 cm-1 приликом координације што указује на депротоновање [158]. Као и 
код комплекса кобалта(II), ове спектралне промене удружено указују на координацију 
енолног  облика  2,4-дикетоестра  за  бакар(II) преко  карбонилног  атома  кисеоника  и 
енолног атома кисеоника, при чему се и у овом случају формира стабилан шесточлани 
хелатни  прстен  [184,185]. Претпостављена  структура  комплекса  је  у  складу  са 
стехиометријским подацима добијеним на основу масене спектрометрије и елементалне 
анализе [158]. 
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EPR  спектроскопија  је  моћна метода  помоћу које  се  може доћи до  значајних 
закључака  о  структурама  једињења  и  особинама  материјала  на  основу  вредности 
g-фактора и хиперфиних интеракција [186].  Вредност  g-фактора је бездимензионална 
величина  еквивалентна  односу  измереног  магнетног  момента  за  неку  честицу  и 
магнетног  момента  честице  истог  наелектрисања  и  угаоног  момента,  израчунатог 
класичном  механиком.  За  слободан  електрон  је  израчуната  вредност  g-фактора 
ge =  2,0023 [187]. Код дегенерисаних d орбитала вредност g-фактора је идентична као код 
слободног електрона. Лиганди разбијају симетрију приликом чега се губи дегенерисаност 
орбитала што доводи до враћања утицаја  који орбитале имају  на  магнетни моменат 
електрона кроз спин-орбитално купловање основног (E0) и различитих ексцитованих (En) 
стања.  Услед  тога  се  јавља  анизотропија  g-фактора  који  одступа  од  вредности  коју 
показује слободан електрон, на начин који је приказан у једначини (8)  [186,187]. 

gi = 2,0023 ± kλ / (E0 - En) (8)

У једначини (8) се i  односи на координату x, y  или z,  k је степен мешања орбитала, а λ 
представља константу спин-орбиталног купловања. Дефинисани су аксијално паралелни 
g-фактор  (g∥=gz) и  аксијално  нормални  g-фактор  (g⊥=gx=gy).  Код  компресоване 
октаедарске или тригонално-бипирамидалне геометрије очекује се да g⊥ фактор покаже 
већу вредност од g∥ фактора који је близак ge вредности. Код ромбичне геометрије gx и gy 

су различитих вредности и очекује се да покажу вишу вредност у односу на g∥ фактор. Код 
издужене  октаедарске  и  квадратно-пирамидалне  геометрије,  очекивана  вредност  g⊥ 
фактора  је  нижа  од  вредности  g∥ фактора  [186,187]. Сви  EPR спектри  испитиваних 
комплекса бакра(II) су снимљени у залеђеном раствору DMSO на температури од 77 K 
при чему се сузбија кретање  молекула  [158]. С обзиром на нуклеарни спин  3/2 језгра 
бакра, уочено је добро дефинисано паралелено хиперфино цепање при чему је за све 
комплексе вредност константе паралелног хиперфиног купловања (A∥) приближно 490 
MHz (Табела  1),  док  је  константу  нормалног  хиперфиног  купловања  врло  ниске 
вредности  (A⊥ <  5  MHz)  немогуће  прецизно  одредити  [158].  Вредност  A∥ указује  на 
аксијално  издужену  структуру [188].  Сви  снимљени  EPR  спектри  за  испитиване 
комплексе бакра(II) су приказани на Слици 18. 

Табела 1.  Подаци добијени на основу EPR спектара синтетисаних комплекса бакра(II). 
Дате  су вредности g-фактора и константе паралелелног хиперфиног купловања за сваки 
комплекс.

Испитивана 
једињења

gx gy gz
A∥ 

[MHz]
CuL5 2,073 2,078 2,335 492
CuL6 2,075 2,079 2,336 489
CuL7 2,077 2,077 2,336 486
CuL8 2,075 2,080 2,336 490
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Слика  18.  EPR  спектри  комплекса  бакра(II)  са  2,4-дикетоестрима  као  лигандима. 
Приказан је однос интензитета апсорпционог сигнала (I) у произвољним јединицама са 
јачином магнетног поља (B [mT]).

На основу високе вредности gz и нижих али изједначених вредности gx и gy утврђених за 
све испитане комплексе може се установити да је аксијално паралелни g-фактор значајно 
већи  од  аксијално  нормалног  g-фактора  (g∥ > g⊥)  што  указује  на  геометрије  попут 
издужене  октаедарске  геометрије  или  квадратно-пирамидалне  геометрије  код  свих 
комплекса [188].  Запажања  изведена  на  основу g-фактора  и  константи  хиперфиног 
купловања  се  слажу  са  претпоставкама  о  квадратно-пирамидалној  геометрији 
синтетисаних комплекса [158].

3.1.4. Синтеза и карактеризација комплекса цинка(II)
Лиганди L2-L4, и L9 су коришћени за синтезу комплекса цинка(II) ZnL2-ZnL4 и 

ZnL9 [159].  Комплекси су добијени у реакцији соли  ZnCl2 и одговарајућег лиганда у 
молском односу 1:2 (Слика 14). Реакције синтезе су вршене у апсолутном етанолу као 
растварачу на собној температури. Добијени су тетраедарски комплекси цинка при чему 
су за централни јон цинка(II) бидентано координована два молекула 2,4-дикетоестра. 
Новосинтетисани  комплекси  су  окарактерисани  UV-Vis,  IR  и  NMR (1H  и 13C) 
спектроскопијом, масеном спектрометријом и елементалном анализом [159].

Широке апсорпционе траке у опсегу 350-390 nm [159]  које се јављају у  UV-Vis 
спектрима  испитиваних  комплекса  цинка(II)  са  2,4-дикетоестрима  потичу  од 
интралигандних  π→π* прелаза  конјугованих  двоструких  веза  или n→π* прелаза 
карбонилних група. На основу разлика у IR спектрима слободног лиганда и комплекса 
могу се донети закључци о начину координације 2,4-дикетоестара за јон цинка(II), као 
што је то случај и код комплекса кобалта(II) и бакра(II). У некоординованом лиганду, 
валенционе вибрације конјугованог система карбонилне групе и двоструке енолне везе 
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ν(C=O)/ ν(C=C) дају јаке траке у области од 1529-1628 cm-1 док се траке које потичу од 
координованог лиганда померају на 1513-1601 cm-1, што указује на њихову координацију 
за јон цинка(II) преко карбонилног атома кисеоника. Валенциона вибрација  C-O  везе 
која  садржи  енолни  атом  кисеоника  ν(C-O) се  јавља  у  опсегу  од  1217-1249  cm-1 у 
некоординованом лиганду, док се у комплексу помера на 1249-1272 cm-1, што указује на 
координацију лиганда преко енолног атома кисеоника уз депротонацију. Ове спектралне 
промене  удружено  указују  на  координацију  енолне  форме  2,4-дикетоестра  за  јон 
цинка(II) преко карбонилног атома кисеоника и енолног атома кисеоника, при чему се 
формира стабилан шесточлани хелатни прстен [184,185], као и код комплекса кобалта(II) 
и бакра(II) [157,158]. 

1H  NMR  спектроскопија  даје  додатан  доказ  за  координацију  лиганда  путем 
енолног  атома  кисеоника.  Наиме,  карактеристичан  сигнал  који  потиче  од  енолског 
протона хидроксиле групе у слободном лиганду на δ ≈ 15 ppm [152,155], у потпуности 
нестаје  након  његове  координације  за  јон  цинка(II)  што  представља доказ  грађења 
координационе  везе  између  јона  метала  и  лиганда  који  садржи  хидроксилну  групу 
[189,190]. Структура ZnL2 са обележеним померањима је као пример приказана на Слици 
19.  1H  NMR спектри  испитиваних  комплекса  цинка(II) са  2,4-дикетоестрима  су 
приказани на Сликама 20-23. На свим добијеним спектрима се  јављају  сигнали који 
потичу од протона из естарске етил групе, односно квадруплет -CH2-O- на δ ≈ 4,21 ppm и 
триплет  CH3-  на δ ≈ 1,27. Још један сигнал је заступљен у свим добијеним спектрима, 
синглет између 6,14 и 6,61 ppm који потиче од протона на β-угљенику. У спектру ZnL2 се 
налази синглет на δ = 3,75 ppm који потиче од протона метокиси групе -ОCH3. Остали 
сигнали на δ  > 7,00 ppm  потичу од протона везаних за  атоме који се  налазе унутар 
ароматичног прстена или су са прстеном конјуговани.

Слика 19. Структура комплекса ZnL2 и протонска померања у 1H NMR спектру.
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Слика 20. 1H NMR спектар комплекса ZnL2 на 200MHz у раствору DMSO-d6 на 20°C.

Слика 21. 1H NMR спектар комплекса ZnL3 на 200MHz у раствору DMSO-d6 на 20°C.



3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

39

Слика 22. 1H NMR спектар комплекса ZnL4 на 200MHz у раствору DMSO-d6 на 20°C.

Слика 23. 1H NMR спектар комплекса ZnL9 на 200MHz у раствору DMSO-d6 на 20°C.
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3.2. Биолошка испитивања
3.2.1. Антимикробна активност синтетисаних комплекса

Антимикробна активност  новосинтетисаних комплекса  је  одређена  на  основу 
вредности минималне инхибиторне концентрације (MIC) према микроорганизмима који 
укључују  људске,  животињске  и  биљне  патогене,  микроорганизме  који  производе 
микотоксине  и  узрочнике  кварења  хране.  Активност  комплекса  је  упоређена  са 
активношћу  стандардних  лекова.  Антибактеријска  активност  је  поређена  са 
стрептомицином (Табела 2), док је антифунгална активност поређена за кетоконазолом 
(Табела 3). Као контрола је коришћен 5% DMSO за који је експериментално утврђено да 
не утиче на раст микроорганизама, међутим, додатно је разблажен у медијуму. У табелама 
су  представљене  средње  вредности  три  незвисна  мерења.  У  свим  случајевима  је 
стандардна девијација у вредности од ± 0,001.  Постоји статистички значајна разлика 
између контроле и тестираних једињења (p < 0,05).

Већина тестираних комплексних једињења кобалта(II) су показала инхибиционо 
дејство према расту микроорганизама, приликом чега су MIC вредности између 0,01 и 
7,5  mg/ml.  Комплекс  CoL1 је  показао  најбољи  антимикробни  потенцијал  међу 
комплексима кобалта(II), а чак и већу антифунгалну активност од кетоконазола према 
одређеним сојевима гљивичних култура. Сва испитивана комплексна једињења бакра(II) 
су  показала  инхибиторну  активност  према  тестираним  микроорганизмима  са  MIC 
вредностима  између  0,01  и  7,5  mg/ml.  Комплекс  CuL7 је  показао  уопштено  највећу 
антибактеријску активност, док је CuL6 најактивнији према K. pneumoniae, соју који се 
показао  као  најотпорнији  према  испитиваним  комплексима  бакра(II).  Највећу 
антифунгалну активност према већини тестираних сојева је  показао комплекс  CuL5, 
осим у случају M. mucedo, соју према коме је највећу ефикасност показао CuL6. Тестирана 
једињења  цинка(II)  су  уопштено  показала  нешто  мању  антибактеријску  активност  у 
односу на тестирана једињења кобалта(II)  и  бакра(II),  међутим и међу њима постоје 
једињења  са  врло  ниским  MIC  вредностима  према  одређеним  сојевима  гљивица. 
Утврђене  MIC вредности су између 0,01 и 7,5  mg/ml,  при чему је  7,5  mg/ml највећа 
тестирана концентрација.  Комплекс  ZnL4 је  најефикаснији инхибитор раста  M. canis 
међу свим испитиваним комплексима а уопштено је најактивнији комплекс цинка(II). 

На основу добијених резултата (Табеле 2,3) може се закључити да су гљивице 
подложније  дејству  комплекса  кобалта(II),  бакра(II) и  цинка(II) од  бактерија.  Од 
изабраних  сојева,  најподложније  деловању  испитиваних  једињења  су  се  показале  P. 
mirabilis и  T. rubrum,  патогене гљивице које код људи настањују кожу,  нокте и косу, 
изазивајући  дерматофитију.  Претпоставља  се  да  се  антигљивична  активност  ових 
једињења  јавља  услед  ометања  биосинтезе  ергостерола,  који  је  кључна  компонента 
гљивичних  ћелијских  мембрана,  што  доводи  до  компромитованог  мембранског 
интегритета.  Додатни  механизми  потенцијално  доприносе  смањењу  ћелијеске 
запремине, митохондријалне дисфункције и инхибицији раста мицелијума [159]. Један од 
раније синтетисаних комплекса кобалта(II) са 2,4-дикетоестрима и DMSO који је у својој 
групи  показао  најизраженије  активности  према  групи  тестираних  микроба  [156], 
показује сличне антибактеријске активности као  CoL1,  приликом чега  CoL1 показује 
незнатно  већу  ефикасност  према  S.  aureus  и  P.  mirabilis али  показује  значајно  већу 
активност према гљивичним културама. Раније одређена биолошка активност једињења 
која су коришћена као лиганди  L5 и  L6 [147]  показује да комплекси бакра(II) са тим 
једињењима CuL5 и CuL6 показују незнатно нижу активност према сојевима бактерија S. 
aureus  и  B. subtilis,  али значајно вишу активност према сојевима бактерија  E. coli и  P. 
mirabilis, и гљивици M. mucedo. 
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Табела  2.  MIC вредности  испитиваних  једињења  према  различитим  бактеријским 
културама.

Испитивана 
једињења

MIC [mg/ml]
Bacillus 
subtilis

Staphylococcus 
aureus

Escherichia 
coli

Proteus 
mirabilis

Klebsiella 
pneumoniae

CoL1 0,46 0,23 0,93 0,23 3,75
CoL2 3,75 0,46 3,75 1,87 7,5
CoL3 7,5 7,5 7,5 7,5 >7,5
CoL4 3,75 1,87 7,5 0,93 7,5
CuL5 0,46 0,46 0,46 0,23 7,5
CuL6 0,23 0,23 0,23 0,46 3,75
CuL7 0,11 0,23 0,23 0,23 7,5
CuL8 0,23 0,46 1,87 0,46 7,5
ZnL2 7,5 3,75 7,5 7,5 >7,5
ZnL3 3,75 >7,5 >7,5 7,5 >7,5
ZnL4 3,75 0,93 3,75 3,75 7,5
ZnL9 7,5 3,75 7,5 7,5 >7,5

Стрептомицин 0,01 0,03 0,03 0,07 0,03

Табела  3.  MIC вредности  испитиваних  једињења  према  различитим  гљивичним 
културама.

Испитивана 
једињења

MIC [mg/ml]

Aspergillus 
fumigatus

Mucor 
mucedo

Candida 
albicans

Microsporum 
canis

Trichophyton 
rubrum

CoL1 0,05 0,01 0,46 0,02 0,02
CoL2 0,93 0,02 0,93 0,02 0,02
CoL3 7,5 3,75 7,5 0,46 0,11
CoL4 3,75 0,05 7,5 0,05 0,02
CuL5 0,11 1,87 0,23 0,01 0,02
CuL6 0,11 0,46 0,23 0,05 0,11
CuL7 0,11 0,93 0,23 0,02 0,02
CuL8 3,75 3,75 3,75 0,02 0,05
ZnL2 3,75 3,75 3,75 0,02 0,05
ZnL3 7,5 3,75 0,46 0,23 0,05
ZnL4 0,46 3,75 3,75 0,01 0,05
ZnL9 7,5 3,75 3,75 0,23 1,87

Кетоконазол 0,15 0,15 0,03 0,001 0,001
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3.2.2. Антитуморска активност синтетисаних комплекса
Услед интензивног трагања за све бољим хемотерапеутским агенсима, све више 

се обраћа пажња на комплексе прелазних метала који се природно налазе у људском 
организму (есенцијални јони метала). Међу њима као кандидати обећавају комплекси 
кобалта(II) [191,192], бакра(II) [193-196] и цинка(II) [119, 197-199]. Биолошка активност 
великог  броја  комплекса  ових  метала  је  испитивана  према  различитим  ћелијским 
линијама  тумора  [200]. У  оквиру  ове  дисeртације  урађени  су  МТТ  тестови  ради 
утврђивања одрживости ћелија у периодима од 24 и 72 ч од тренутка третмана изабраним 
комплексом. За МТТ тестове су коришћени сви новосинтетисани комплекси CoL1-CoL4, 
CuL5-CuL8, ZnL2-ZnL4 и ZnL9 којима су третиране ћелијска линија  тумора дебелог 
црева  SW-480 и  ћелијска  линија  анеуплоидних  кератиноцита  људске  коже  HeCaT. 
Индекс селективности (eng. selectivity index - SI) је рачунат за свако тестирано једињење 
ради  предвиђања  терапеутског  потенцијала,  на  основу  количника  IC50 вредности  за 
здраве ћелије (HeCaT) и IC50 вредности за туморске ћелије (SW-480). Вредност SI која је 
већа  од  3,0  се  уопштено  сматра  пожељном код  антитуморских  лекова,  указујући  на 
селективну токсичност према ћелијама тумора у односу на здраве ћелије [201]. Резултати 
МТТ тестова и израчунате SI вредности су приказани у Табели 4. Поређења ради, у табелу 
су  укључене  IC50 вредности  према  SW-480 ћелијској  линији  за  5-флуороурацил, 
цитостатик који се налази у комерцијалној употреби [202].

Табела 4. Инхибиторне активности испитиваних комплекса изражене као IC50 вредности 
према SW-480 и HeCaT ћелијским линијама, и израчунат индекс селективности.

Испитивана 
једињења

IC50 вредности [µM] SI

SW-480 HaCaT

24 ч 72 ч 24 ч 72 ч 24 ч 72 ч
CoL1 41,31 54,4 992,15 206,32 24,02 3,79
CoL2 59,14 33,19 346,6 136,03 5,86 4,09
CoL3 28,55 11,49 112,16 19,5 3,92 1,69
CoL4 59,42 76,25 914,15 204,38 15,38 2,68
CuL5 35,19 11,82 204,92 66,97 5,82 5,67
CuL6 18,47 4,85 100,05 22,67 5,42 4,67
CuL7 25,32 14,72 112,37 26,94 4,43 1,83
CuL8 20,29 16,29 98,36 30,27 4,84 4,81
ZnL2 27,39 11,5 154,64 101,51 5,64 8,82
ZnL3 36,68 5,29 139,3 45,36 3,79 8,57
ZnL4 21,98 15,81 187,32 127,94 8,52 8,09
ZnL9 34,38 16,38 675,33 210,53 19,64 12,85

5-флуороурацил 235,16 16,90 / / / /

Цитотоксични  ефекат  већине  синтетисаних  комплекса  према  нормалним  и 
туморским ћелијама зависи од дозе и времена осим у случају два једињења кобалта(II), 
CoL1 и  CoL4, код  којих  се  јавља  делимично  опорављање  ћелија  рака  после  дуге 
изложености. Једно од могућих објашњења је да ћелије рака могу да се адаптирају на 
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третман  тако  што  активирају  неки  од  разних  резистенционих  механизама  који 
омогућавају преживљавање, као што су појачавање путева  DNA-поправке,  убрзавање 
избацивања лека, преуређивање места везивања лека и метаболичко репрограмирање 
[203]. Нестабилност једињења се може искључити као могућност пошто ова једињења 
показују јак ефекат према здравим ћелијама. Међу једињењима кобалта, најизраженији 
цитотоксични ефекат је показало једињење CoL3 после 24 ч и 72 ч, због чега је изабрано 
за даља испитивања. Испитивана једињења кобалта(II) су уопштено показала значајан 
пад индекса селективности после 24 ч. Од свих тестираних једињења највећу активност 
према туморским ћелијама је показао комплекс бакра(II) CuL6 који уз то има и повољну 
вредност индекса селективности, услед чега је изабран за даље испитивање. Испитани 
комплекси цинка(II) су поред малих  IC50 вредности показали и повољне  SI вредности. 
После 24 ч, највећу активност су показали комплекси ZnL2 и ZnL4, који су изабрани за 
даље испитивање.

МТТ тестови не дају информацију о механизму ћелијске смрти, при чему постоји 
вероватноћа да супстанца која показује значајну активност према ћелијама рака делује на 
непожељан начин, узрокујући некрозу ћелијског ткива. Морфолошка анализа је значајан 
тест  којим  се  може  утврдити да  ли  потенцијални  лек  делује  проапоптотично  или 
некротично.  Морфолошка анализа је  изведена праћењем промена у флоуресцентним 
микрографима ћелијске линије SW-480 након третмана комплексима CoL3 (Слика 24), 
CuL6 (Слика 25), ZnL2 и ZnL4 (Слика 26). На основу промена учесталости преурањене 
апоптозе приликом третирања испитиваним комплексима утврђено је да је  апоптоза 
доминантан механизам њиховог деловања, при чему су промене у учесталости појаве 
некротичних ћелија минималне. 

Слика  24.  Микрографи  флуоресцентног  микроскопа.  Морфологија  SW-480  ћелија 
третираних са CoL3. Здраве ћелије (eng. Normal cells), ћелије у раној апоптози (eng. Early 
apoptosis), ћелије у касној апоптози (eng. Late apoptosis), апоптотична тела (eng. Apoptotic 
bodies), кондензација хроматина (eng. Chromatine condensation) и стварање везикула (eng. 
Membrane blebbing).
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Слика  25.  Микрографи  флуоресцентног  микроскопа.  Морфологија  нетретираних 
SW-480  ћелија  и  ћелија  третираних комплексом  CuL6.  На слици су означене здраве 
ћелије (eng. Viable cells - VC), и ћелије у раној апоптози (eng. Early apoptosis - EA).

Слика  26.  Микрографи  флуоресцентног  микроскопа.  Морфологија  нетретираних 
SW-480  ћелија и ћелија третираних комплексима  ZnL2  и  ZnL4. На слици су означене 
здраве ћелије (VC),  ћелије у раној апоптози (EA) и ћелије у касној апоптози (eng. Late 
apoptosis - LA).

3.3. Испитивање интеракција одабраних комплекса са биомолекулима
3.3.1. Кинетичка мерења

Биолошка активност комплекса метала се може испољити на различите начине, 
што  најчешће  укључује  интеракцију  са  неким  од  биолошки  важних  макромолекула 
приликом чега се ремети или модификује  њихова биолошка функција  [33].  Лабилно 
координовани  лиганди  у  комплексима  метала  који  се  лако  супституишу  атомима 
макромолекула  су  кључни  приликом  дизајна  активних  супстанци  заснованих  на 
принципу  координације  биолошки  важних  молекула  за  јон  метала  [34]. Кинетичка 
мерења у овом контексту служе да се одреди колико је најлабилније координован лиганд 
у испитиваном комплексу подложан супституцији у присуству донора различитих атома. 
Испитана је подложност координоване воде у комплексу CuL6 према утицају различитих 
лиганада помоћу изабраних нуклеофила L-Met као S-донора и 5’-GMP као и N-донора, 
применом  апарата  за  технику  заустављеног  тока.  Испитиване  реакције  су  реакције 
супституције које се одигравају у једном кораку, који подразумева измену координованог 
молекула воде у координационој сфери комплекса одговарајућим нуклеофилом, односно 
по хемијској једначини (9).

[Cu (L6)2(H2O)] + Nu → [Cu (L6)2Nu] + H2O (9)
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У једначини (9) Nu представља или L-Met који се координује преко атома сумпора или 5’-
GMP који се координује преко атома азота. Константа брзине реакције другог реда (k) је 
одређена  из  линеарног  графика  односа  константе  брзине  псудо-првог  реда  (kobsd)  и 
концентрације  нуклеофила  ([Nu]) на  основу  једначине  (10).  Линеарна  зависност  је 
приказана на графику (Слика 27), а израчунате константе другог реда су приказане у 
Табели 5.

Слика 27. Константе брзине псеудо-првог реда на температури од 310 K за супституционе 
реакције  комплекса  CuL6 са  нуклеофилима  L-Met и  5’-GMP,  у  односу  на  различите 
концентрације нуклеофила. 

Табела  5.  Константе  брзине  другог  реда  на  температури од  310  K за  супституционе 
реакције комплекса CuL6 са нуклеофилима L-Met и 5’-GMP.

Нуклеофил k · 103 [M-1 s-1]

L-Met 8,67

5’-GMP 6,67

На  основу  добијених  резултата  је  закључено  да  је  комплекс  CuL6 благо 
подложнији супституцији у присуству S-донорских лиганада. На основу Луисове теорије 
о тврдим и меким киселинама и базама (HSAB), у лигандима се атом сумпора класификује 
као мека база, док се атом азота углавном сматра тврдом базом. По HSAB теорији, јон 
бакра(II) је  по  особинама  између  тврде  и  меке  киселине,  услед  чега  се  за  овај  јон 
координују и тврде и меке базе. 

3.3.2. Интеракције са DNA
Молекул DNA се сматра кључном метом приликом развоја нових антитуморских 

супстанци, пошто су лекови који директно интерагују са DNA ћелије рака или инхибирају 
синтезу  или  репликацију  овог  молекула  најчешћа  стратегија  за  узроковање  ћелијске 
смрти [204]. За DNA се лекови могу везати ковалентно преко N7 азота гуанина [205], док 
се нековалентно могу везати електростатички унутар жлеба или интеркалацијом [206]. 
Везивање унутар жлеба молекула DNA се може одиграти у малом или великом жлебу (eng. 
minor groove или major groove) природне хеликоидне структуре молекула DNA. С друге 
стране, интеркалација се заснива на углављивању супстрата између парова нуклеинских 
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база. Применом UV-Vis спектроскопије може се потврдити постојање интеракција, док 
се мерењем флуоресценције и вискозитета може утврдити механизам везивања.

На основу снимаљених UV-Vis спектара испитиваног комплекса у току титрације 
са CT-DNA могу се израчунати константе везивања између ових молекула на одређеној 
температури.  Мерењем  на  више  различитих  температура  може  се  оценити 
термодинамичка спонтаност ових интеракција помоћу Гибсове енергије (∆G0). Промена 
интензитета  апсорпције  указује  на  механизам  везивања.  Хипохромизам  (смањивање 
интензитета)  указује  на  интеркалацију,  док  се  хиперхромизам  најчешће  везује  за 
електростатичке интеракције или одмотавање хеликса  [207]. Активациони параметри, 
промена  ентропије  (∆S0)  и  промена  енталпије  (∆H0),  указују  на  врсту  доминантних 
међумолекулских  интеракција  [208].  Позитивне  вредности  оба  параметра  указују  на 
хидрофобне  интеракције,  негативне  вредности  указују  на  водоничне  везе  и  ван  дер 
Валсове силе, док позитивна промена ентропије уз промену енталпије која је приближна 
нули указује на електростатичке интеракције. 

У  сврху  израчунавања  константе  везивања  са CT-DNA и  наведених 
термодинамичких параметара за сваки од одабраних комплекса,  CoL3, CuL6, ZnL2  и 
ZnL4 (Табела 6), за сваки комплекс је на по три различите температуре (288, 298 и 310 
K) снимљена серија од десет UV-Vis спектара са различитим концентрацијама CT-DNA. 
Односи [DNA]/(ɛA - ɛf) према [DNA] очитани из добијених спектара су унесени у график 
из кога се линеарном екстраполацијом и користећи једначину (1) долази до вредности Kb. 
Приказане су серије спектара снимљених за комплексе  CoL3, CuL6, ZnL2  и  ZnL4,  на 
температури од 310 K, на основу којих су произведени графици односа [DNA]/(ɛA -  ɛf) 
према [DNA] (Слика 28). Снимање спектара на различитим температурама је омогућило 
рачунање термодинамичких параметара на основу ван ‘т Хофових једначина (2) и (3).

Табела 6. Израчунати параметри на основу резултата UV-Vis титрација са CT-DNA.
Испитиван

а
једињења

T Kb × 103 Хиперхромизам ∆G0 ∆H0 ∆S0

[K] [M–1] [%] [kJ/mol] [kJ/
mol] [J K-1mol–1]

CoL3
288  2,33 44,9 −12,93

65,97 273,95298 5,09 80,3 −15,67
310 16,30 80,5 −18,96

CuL6
288 2,00 52,2 -12,42

72,93 296,36298 3,30 84,5 -15,39
310 17,10 85,0 -18,94

ZnL2
288 0,16 57,7 -12,17

82,8 333,44298 1,86 73,7 -18,65
310 1,96 68,6 -19,54

ZnL4
288 0,37 50,6 -14,15

83,43 337,79298 0,83 71,5 -16,64
310 4,31 72,3 -21,57
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Слика 28. Лево: Серија апсорпционих UV-Vis спектара комплекса CoL3, CuL6, ZnL2 и 
ZnL4 у PBS пуферу на 310 K, по додавању растућих концентрација CT-DNA (у опсегу од 
1,35 - 12,6 · 10-5 М ). Стрелице показују промену апсорбанце по додатку CT-DNA; Десно: 
График односа [DNA]/(ɛA - ɛf) према [DNA] за одговарајућу серију спектара и линеарна 
екстраполација на основу које се рачуна Kb.



3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

48

Вредности константи везивања за све испитиване комплексе су највеће на 310 K, 
односно температури најближој физиолошкој, и код свих осим код ZnL2 је примећен је 
значајан пораст у односу на константе везивања које су израчунате за ниже температуре. 
Код  свих  комплекса  забележен  је  пораст  интензитета  апсорпције  у  току  титрације, 
односно ефекат хиперхромизма. Негативне вредности промене Гибсове енергије указују 
на спонтаност процеса везивања са CT-DNA молекулом. Промена ентропије и промена 
енталпије  имају  позитивне  вредности,  што  указује  на  остваривање  претежно 
хидрофобних интеракција.

У циљу даљег  разумевања механизма везивања одабраних комплекса  за  DNA 
молекул, урађена је серија експеримената компетитивног везивања. Молекулу који се на 
познат начин везује  за  DNA  би било,  најпре,  омогућено несметано везивање за  овај 
биомолекул, а потом би по додавању познатих концентрација испитиваног комплекса 
пратили  да  ли  је  првобитно  везани  молекул  истиснут.  Као  молекули  са  познатим 
механизмом  везивања  користе  се  познате  DNA  флуорохроме,  с  обзиром  да  се  удео 
везаних  молекула  за  DNA може  пратити  помоћу  флуоресцентне  спектроскопије.  За 
проучавање интеркалације користи се етидијум бромид (EB), планарно једињење које је 
познат интеркалатор DNA, код кога после ексцитације доминира нерадиогено пражњење 
путем  ротација  фенил  групе  или  других  унутрашњих  кретања,  али  му  се  приликом 
интеркалације  смањује  степен  слободе  па  се  деексцитација  дешава  радиогеним 
пражњењем у облику уочљиве флуоресценције [209]. Пад интензитета флуоресценције 
приликом  додавања  испитиваног  комплекса  указује  на  то  да  испитивани  комплекс 
измешта молекул EB из интеркалационог размака [210]. С друге стране, реагенс познат 
као бисбензимидазол (Hoechst 33258, HOE)  је флуорохром који се везује унутар малог 
жлеба молекула DNA, и сличним механизмом као код молекула EB, приликом везивања 
губи  степене  слободе  унутрашњег  кретања,  приликом  чега  се  појачава  радиогена 
деексцитација уочљива као флуоресценција. Степен компетитивног истискивања овог 
молекула из малог жлеба DNA помоћу тестираног комплекса може се утврдити на основу 
смањења уочљиве флуоресценције [211]. Компетитивно везивање за DNA молекул са EB 
и  HOE је испитивано за комплексе  CoL3, CuL6, ZnL2  и  ZnL4. Смањење интензитета 
емисије  у  флуоресцентним  спектрима  у  зависности  од  концентрације  додатог 
комплекса је уочено код свих испитиваних комплекса у експериментима изведеним и са 
EB-CT-DNA (Слика  29) и  са  HOE-CT-DNA (Слика  30).  Линеарна  зависност  односа 
интензитета (I0/I) и концентрације тестираног комплекса ([Q]) на основу једначине (4) је 
искоришћена за рачунање Штерн-Волмерових константи (KSV) (Табела 7).
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Слика 29. Лево: Серије емисионих спектара раствора EB-CT-DNA, сниманих по додатку 
различитих концентрација испитиваних комплекса. Спектри по додатку CoL3 и CuL6 су 
снимани у раствору [DNA] = [EB] = 5 · 10-6 mol l-1, при чему [CoL3] = [CuL6] = 5-50 · 10-6 

mol l-1. Спектри по додатку ZnL2 и ZnL4 су снимани у раствору [DNA] = [EB] = 1,35 · 10-5 

mol l-1, при чему  [ZnL2] = [ZnL4] = 1,33-11,9  · 10-4 mol l-1. Стрелице показују промену 
интензитета емисије са порастом концентрације комплекса;  Десно: График зависности 
односа интензитета (I0/I) и концентрације комплекса за одговарајућу серију спектара.
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Слика  30.  Лево:  Серије  емисионих  спектара  раствора  HOE-CT-DNA,  сниманих  по 
додатку различитих концентрација испитиваних комплекса. Спектри по додатку CoL3, 
CuL6 су снимани у раствору [DNA] = [HOE] = 5 · 10-6 mol l-1, при чему [CoL3] = [CuL6] = 
5-50 · 10-6 mol l-1. Спектри по додатку ZnL2, ZnL4 су снимани у раствору [DNA] = [HOE] 
= 1,35 · 10-5 mol l-1, при чему [ZnL2] = [ZnL4] = 1,33-11,9 · 10-4 mol l-1. Стрелице показују 
промену  интензитета  емисије  са  порастом  концентрације  комплекса;  Десно:  График 
зависности односа интензитета (I0/I) и концентрације комплекса за одговарајућу серију 
спектара.
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Табела  7.  Израчунате  Штерн-Волмерове константе  на  основу мерења компететивног 
везивања тестираних једињења за DNA у односу на EB и HOE.

Испитивана
једињења

KSV [M-1]
EB HOE

CoL3 4,69 · 103 5,29 · 103

CuL6 3,69 · 103 3,16 · 103

ZnL2 5,29 · 103 8,81 · 104

ZnL4 2,14 · 103 5,98 · 104

Вредности KSV свих испитиваних комплекса показују слабу до умерену могућност 
истискивања EB из EB-CT-DNA комплекса што се може закључити на основу константе 
везивања  EB у  вредности  од  1.23  · 105 M−1

 [212].
  Приликом  истискивања  HOE из 

комплекса HOE-CT-DNA примећено је да су  KSV вредности за комплексе кобалта(II) и 
бакра(II), CoL3 и CuL6 сличне као и за EB. Нажалост, ова чињеница онемогућава јасно 
утврђивање преферентног начина везивања, али смањење флуоресценције у оба случаја 
свакако доказује могућност да се комплекси вежу и интеркалационо и унутар мањег 
жлеба. Код комплекса цинка(II), ZnL2 и ZnL4,  вредности KSV се разликују за читав ред 
величине у корист истискивања HOE, што недвосмислено указује на то да је везивање у 
мањем жлебу значајно повољнији начин везивања од интеркалације.

Технике  које  се  заснивају  на  мерењу  хидродинамичких  параметара  попут 
вискозитета су веома осетљиве на промене дужине DNA ланца, па се због тога сматрају 
најпоузданијим  методама  за  одређивање  начина  везивања  после  кристалографских 
студија.  Ова  метода  се  заснива  на  чињеници  да  се  ланац  DNA издужује  приликом 
повећања раздаљине између нуклеинских база које је узроковано укључењем страног тела 
у интеркалациони размак. Издуживање ланца утиче на повећање вискозитета, тако да се 
мерењем овог параметра може лако утврдити да ли, и у којој мери, испитивано једињење 
интеркалира са DNA [213]. Испитивање одабраних комплекса, CoL3, CuL6, ZnL2 и ZnL4, 
је извршено тако што су у раствор CT-DNA додавани у растућим количинама почев од 
еквимоларне са DNA, до десетоструке. Мерен је однос између релативне вискозности у 
односу на почетну вискозност и релативне концентрације комплекса у односу на DNA. 
За  све  испитиване комплексе  утврђен је  врло мали пораст  релативне вискозности у 
односу на релативну концентрацију. Ова чињеница указује на слабу елонгацију ланца 
DNA, на основу чега се претпоставља да је везивање унутар малог жлеба највероватније 
главни механизам интеракције.

3.3.3. Интеракције са албумином
Интеракције између комплекса метала и протеина су врло битан фактор који 

утиче  на  понашање  потенцијалног  лека  у  организму.  Проучавање  ових  интеракција 
омогућава дубље разумевање фармакокинетичких и фармаколошких особина. Албумин 
се често проучава због заступљености у организму и потенцијалне улоге као носиоца 
лекова. Албумин из говеђег серума  (BSA) поседује три врсте флуорофора, триптофан 
(Trp),  тирозин (Tyr) и  фенилаланин  (Phe).  Код  флуоресценције  све  три  наведене 
флуорофоре  ексцитација  се  врши  путем  π→π*  прелаза  који  потичу  од  ароматичних 
система  у  структурама  ових  аминокиселинских  остатака.  Интензитет  флуоресцентне 
емисије услед деексцитације је најмањи у случају Phe остатка, док је највећи у случају Trp. 
Промена интензитета емисије услед структурних промена протеина је најзначајнија код 
Trp  остатка.  Емисија  Tyr остатка  је  често  загашена  у  присуству  Trp.  Због  јаког 
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интензитета флуоресцентне емисије, могућности селективне ексцитације и осетљивости 
на структурне промене, сматра се да је Trp кључна аминокиселина приликом проучавања 
флуоресценције BSA [214]. Промене интензитета флуоресцентне емисије BSA се због тога 
користе за праћење везивања комплекса метала за овај макромолекул [215].

За сваки од одабраних комплекса CoL3, CuL6, ZnL2 и ZnL4, снимљено је 3 серије 
спектара  раствора  албумина  са  различитим  додатим  концентрацијама  одговарајућег 
комплекса. У првој серији су снимљени спектри чистог албумина, док су у другој и трећој 
серији спектри албумина у комплексу са маркерима везивних места, и у све три серије са 
одговарајућим  испитиваним  комплексом  у  растућим  концентрацијама.  Као  маркери 
места  везивања  су  коришћени  еозин  Y  (EY),  и  ибупрофен.  Молекул  EY се  везује  у 
субдомену IIA (место 1), док се ибупрофен везује у субдомену IIIA (место 2). На основу 
сваке серије спектара (Слике 31-33 лево) конструисани су график зависности односа 
интензитета  емисије  I/I0,  и  концентрације  комплекса  [Q] (Слике  31-33  средина),  на 
основу кога су помоћу једначина (5) и (6) израчунате Штерн-Волмерова константа KSV, и 
константа гашења флуоресценције kq, и график зависности log[(I0/I)/I] од log[Q] (Слике 
31-33 десно) на основу кога су помоћу једначине (7) израчунате константа везивања Kb и 
број везивних места испитиваног комплекса у BSA (Табела 8). 

Табела 8. Параметри везивања испитиваних комплекса метала за BSA у одсуству маркера, 
у присуству еозина Y, и у присуству ибупрофена.

Једињење Параметри BSA BSA-EY BSA-ибупрофен
CoL3 Ksv [M−1] 3,25 · 105 1,97 · 105 2,72 · 105

kq [M−1 s−1] 3,25 · 1013 1,97 · 1013 2,72 · 1013

Kb [M−1] 2,33 · 106 5,02 · 105 1,88 · 106

n 1,17 1,08 1,16
CuL6 Ksv [M−1] 1,27 · 105 7,10 · 104 9,95 · 104

kq [M−1 s−1] 1,27 · 1013 7,10 · 1012 9,95 · 1012

Kb [M−1] 7,68 · 105 1,13 · 107 8,56 · 104

n 1,15 1,41 0,99
ZnL2 Ksv [M−1] 8,01 · 105 6,28 · 105 8,24 · 105

kq [M−1 s−1] 8,01 · 1013 6,28 · 1013 8,24 · 1013

Kb [M−1] 3,24 · 108 2,08 · 107 2,33 · 107

n 1,51 1,3 1,28
ZnL4 Ksv [M−1] 2,32 · 105 1,86 · 105 2,43 · 105

kq [M−1 s−1] 2,32 · 1013 1,86 · 1013 2,43 · 1013

Kb [M−1] 5,20 · 105 4,31 · 105 7,86 · 105

n 1,07 1,07 1,10
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Слика  31.  Лево:  Серије  емисионих  спектара  раствора  BSA,  сниманих  по  додатку 
различитих концентрација испитиваних комплекса. Спектри су снимани при [BSA] = 2 · 
10-6 mol/l, при чему [Q] = 4,98 – 47,6 · 10-6 mol/l. Стрелице показују промену интензитета 
емисије  са  порастом  концентрације  комплекса;  Средина:  График  зависности  односа 
интензитета  емисије  од  концентрације  одговарајућег  комплекса; Десно:  График 
зависности log[(I0/I)/I] од log[Q].
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Слика  32.  Лево:  Серије  емисионих спектара раствора  BSA-EY,  сниманих по додатку 
различитих концентрација испитиваних комплекса. Спектри су снимани при  [BSA] = 
[EY] = 2 · 10-6 mol/l, при чему je [Q] = 4,98 – 47,6 · 10-6 mol/l. Стрелице показују промену 
интензитета емисије са порастом концентрације комплекса; Средина: График зависности 
односа интензитета емисије од концентрације одговарајућег комплекса; Десно: График 
зависности log[(I0/I)/I] од log[Q].
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Слика  33.  Лево:  Серије  емисионих  спектара  раствора  BSA-ибупрофен,  сниманих  по 
додатку различитих концентрација испитиваних комплекса. Спектри су снимани при 
[BSA] = [ибупрофен] = 2 · 10-6 mol/l, при чему je [Q] = 4,98 – 47,6 · 10-6 mol/l.  Стрелице 
показују промену интензитета емисије са порастом концентрације комплекса; Средина: 
График  зависности  односа  интензитета  емисије  од  концентрације  одговарајућег 
комплекса; Десно: График зависности log[(I0/I)/I] од log[Q].
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За  све  испитиване  комплексе,  CoL3, CuL6, ZnL2  и  ZnL4,  утврђено  је  да  је 
приликом интеракција са BSA дошло до значајног смањења флуоресценције, што указује 
на промене у околини Trp остатака. Израчунате вредности Kb указују на добар афинитет 
комплекса при везивању за албумин,  при чему се на основу параметра  n  комплекси 
метала везују у односу 1:1 за BSA. Штерн-Волмерови параметри су код свих изабраних 
комплекса виши приликом истискивања лека из комплекса BSA-ибупрофен у односу на 
истискивање из комплекса BSA-EY што указује на већи афинитет према месту везивања 
у субдомену IIIA.

3.4. Структурна оптимизација и симулације молекулског доковања
Молекулско доковање је рачунарска техника која омогућава брзо проналажење и 

оцењивање конформација које неки молекул може заузети приликом интеракције са 
биолошким  макромолекулом.  Претраживање  конформационог  простора  се  врши 
методама  попут  генетског  алгоритма  или  локалне  претраге,  а  најпрецизније  су 
комбинације више метода. Оцењивање се врши употребом функција за оцењивање (eng. 
Scoring  function) које  се  могу  заснивати  на  једноставној  употреби  поља  силе  као  у 
типичном  молекулско-механичком  прорачуну,  а  могу  бити  и  функције  произведене 
техникама машинског учења приликом чега се прилагођавају тренирањем на великом 
скупу  кристалографских  података.  Различити  софтверски  пакети  имају  различите 
могућности. На пример,  AutoDock4 (AD4) је један од најчешће коришћених пакета за 
молекулско  доковање  првенствено  због  поузданости  резултата  које  даје  али  и  због 
отворености  и  доступности  научној  јавности.  Нажалост,  овај  програмски  пакет  је 
ограничен  релативно  малим  бројем  елемената  за  које  је  параметризован,  тако  да 
молекули  који  садрже  нпр.  бакар(II)  или  кобалт(II)  не  могу  бити  доковани  овим 
програмом  без  значајних  модификација  параметризације.  Због  ових  разлога  је AD4 
коришћен  за  доковање  комплекса  цинка(II)  на  молекуле  DNA  и   BSA.  Molegro је 
програмски пакет затвореног кода, али боље оптимизован у правцу брзине прорачуна и 
параметризован помоћу једињења са далеко већом елементалном разноврсношћу. Због 
тога је овај пакет коришћен за доковање комплекса кобалта(II) и бакра(II) на молекуле 
DNA и BSA. Услед коришћења различитих програмских пакета за молекулско доковање, 
резултати у оквиру ове дисертације добијени за комплексе кобалта(II) и бакра(II) нису 
упоредиви са резултатима добијеним за комплексе цинка(II).

Молекулско  доковање  у  оквиру  ове  дисертације  је  коришћено  пре  свега  као 
потпора  резултатима  добијеним  проучавањем  интеракција  са  биолошким 
макромолекулима.  Као  такво,  употребљено  је  за  разлучивање  начина  везивања 
испитиваних једињења за DNA са нагласком на упоређивање афинитета према везивању 
у малом жлебу у односу на интеркалативно везивање. Поред тога, молекулско доковање 
је употребљено и за одређивање преферентне мете приликом везивања за молекул BSA. 
Посебан  нагласак  приликом  доковања  на  албумин  је  дат  непосредној  околини 
аминокиселинских остатака Trp134 и Trp213, са обзиром да су кључне флуорофоре чија 
се емисија прати приликом флуоресцентне спектроскопије. Ове аминокиселине се налазе 
у субдоменима IIA и IIIA, а места везивања су често означена као место 1 и место 2 [216]. 

Прва оптимизација претпостављених структура испитиваних комплекса  CoL3, 
CuL6, ZnL2 и ZnL4 је изведена семи-емпиријском методом PM6 [178], потом чега је за 
даљу оптимизацију употребљена значајно прецизнија метода B3LYP/LANL2DZ [179,180], 
на  основу  које  су  добијене  оптимизоване  структуре  (без  имагинарних  вибрација), 
коришћене у симулацијама молекулског доковања (Слика 34).
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Слика  34.  Структуре  испитиваних комплекса  коришћене за  симулације  молекулског 
доковања, оптимизоване B3LYP/LANL2DZ методом.

На основу података добијених оптимизацијом структура одабраних комплекса 
CoL3, CuL6, ZnL2 и ZnL4, можемо закључити да су код свих оптимизованих комплекса 
формирана два хелатна шесточлана прстена у којима учествују јон метала (M),  атом 
кисеоника везан за атом угљеника на положају 2 (αO), атом угљеника на положају 2 (αC), 
атом угљеника на положају 3 (βC), атом угљеника на положају 4 (γC) и атом кисеоника 
везан  за  γC (γО),  односно  M-αO-αC-βC-γC-γО  и  M-αO’-αC’-βC’-γC’-γО’. На  основу 
дужина веза (Табела 9) можемо закључити да су карбонилне везе (αO-αC и γО-γC) после 
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координације  атома  кисеоника  са  јоном  метала  готово  идентичне  што  указује  на 
идентичан ред везе. Лиганди се координују за јон метала преко атома кисеоника, при 
чему  су  најдуже  M-O  везе  у  комплексима  кобалта(II). Насупрот  томе,  C-O  везе 
координованих  атома  кисоника  су  најкраће  у  комплексима  кобалта(II).  Аксијални 
лиганди  (DMSO  у  CoL3,  вода  у  CuL6)  се  за  јон  метала  координују  преко  атома  
кисеоника (axO) при чему је услед квадратно-пирамидалне геометрије очекивано дужа 
веза у комплексу CuL6 него у комплексу октаедарске геометрије CoL3. Везе између атома 
угљеника су прилично уједначене у свим оптимизованим комплексима, као и веза коју 
гради водоник на положају 3 (βH). 

Табела  9.  Одабране  дужине  веза  у  структурама  испитиваних  комплекса  после 
оптимизације B3LYP/LANL2DZ методом.

Дужине веза [Å] CoL3 CuL
6 ZnL2 ZnL4

M – αO 2,085 1,973 1,976 1,979
αC – αO 1,290 1,308 1,302 1,303
M – γO 2,080 1,980 1,981 1,985
γC – γO 1,302 1,310 1,308 1,311
M – axO 2,135 2,244 / /
αC – βC 1,409 1,397 1,405 1,403
βC – γC 1,426 1,430 1,426 1,426
βC – βH 1,082 1,081 1,078 1,081

У испитиваним комплексима, сви углови на јонима метала унутар шесточланих 
хелатних прстенова су приближно 90° (Табела 10). Ово је у складу са октаедарском и 
квадратно-пирамидалном геометријом CoL3 и CuL6, међутим одступа од идеалног угла 
тетраедарске геометрије комплекса  ZnL2  и  ZnL4,  услед чега координационе везе два 
различита дикетоестарска лиганда  O-Zn-O’ заузимају углове од 119°,  који су већи од 
идеалних. 

Табела 10. Одабране вредности углова веза у структурама испитиваних комплекса после 
оптимизације B3LYP/LANL2DZ методом.

Углови везе [°] CoL3 CuL6 ZnL2 ZnL4
αO-M-γO 87,22 90,53 90,74 91,26
αO-M-γO' 92,79 88,40 119,33 119,36
αO-M-αO' 179,99 173,85 120,63 120,25
αO-M-axO 87,53 92,92 / /
M-αO-αC 126,93 126,77 126,25 125,98
M-γO-γC 128,85 128,72 129,12 128,04
αO-αC-βC 127,50 126,79 126,89 127,04
γO-γC-βC 124,56 123,55 122,77 123,67
αC-βC-γC 124,41 123,54 124,19 124,01
αC-βC-βH 117,53 118,15 116,27 116,45
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Код комплекса  CoL3  и CuL6 аксијални лиганди су координовани под углом од 
приближно  90°,  а  под  сличним  углом  су  и  суседне  O-M-O’ везе  у  екваторијалном 
положају. Конјуговане везе заузимају углове који не одступају много од 120°, очекиваних 
за sp2 систем, при чему су вредности углова уопштено мало веће због малог угла на јону 
метала.  На основу диедарских углова (Табела 11)  можемо закључити да  шесточлани 
хелатни прстенови показују висок степен планарности чак и код комплекса  CoL3 код 
кога углови највише одступају од равни међу изабраним комплексима.

Табела 11. Одабране вредности диедарских углова у структурама испитиваних комплекса 
после оптимизације B3LYP/LANL2DZ методом.

Диедарски углови 
[°] CoL3 CuL

6 ZnL2 ZnL4

M-αO-αC-βC 7,45 2,03 1,06 0,04
αO-αC-βC-βH 1,21 0,17 0,37 0,26
αO-αC-βC-γC 2,70 1,30 0,13 0,20
αC-βC-γC-γO 2,31 1,41 0,25 0,12
βC-γC-γO-M 6,98 1,84 0,87 0,10

γC-γO-M-axO 79,29 89,71 / /

Комплекси кобалта(II) и бакра(II),  CoL3 и  CuL4, доковани су на две различите 
DNA структуре, од којих једна поседује интеркалациони размак, а друга не [157, 158]. Због 
значајне разлике у структурама мета и параметризације која је заснована на бази података 
са  молекулским  интеракцијама  претежно  протеин-супстрат  типа,  резултати  нису 
квантитативно упоредиви али дају на увид могућности за структурне адаптације при 
везивању  [217].  С  друге  стране,  резултати  доковања  на  BSA  се  могу  квантитативно 
упоређивати. Комплекси кобалта(II) су доковани на више везивних места у оквиру BSA 
молекула [157].  Испитивани  молекули  нису  показали  значајан  афинитет  ка  другим 
везивним местима у оквиру BSA. Из ових разлога су дати само најрелевантнији резултати, 
односно резултати доковања на албумин унутар везивних места I и II у доменима IIA и 
IIIA,  и  резултати  доковања  на  структуре  DNA  молекула  са,  и  без,  интеркалационог 
размака (Табела  12).  Комплекси  бакра(II)  су  доковани на  различите  структуре  HSA, 
циљјући везивна места кокристалисаних лекова  (место 1 уместо варфарина,  односно 
место 2 уместо диазепама), да би се испитао афинитет везивања у различитим доменима 
[158].  Добијени  резултати  су  оцене  MolDock функције  која  узима  у  обзир  енергије 
везивања,  тако  да  у  складу  са  тиме,  негативне  оцене  веће  апсолутне  вредности 
представљају  већи афинитет према мети.  На Сликама 35  и  36  су  приказане најбоље 
оцењене структуре без структурних аномалија. 
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Табела  12.  Резултати  молекулског  доковања  који  су  добијени  на  основу  рачунских 
експеримената изведених у програму Molegro. Резултати су бездимензионалне величине 
израчунате функцијама за оцену.

Испитиван
а Функција Албумин Албумин DNA DNA

једињења за оцену IIA IIIA мали жлеб интеркалација
CoL3 MolDock −172,21 −177,52 −140,31 −184,16

Rerank −111,27 −129,92 −57,34 −86,50
CuL6 MolDock -89,18 -141,66 -190,05 -159,23

Rerank 575,28 -100,16 -95,23 -80,04

Слика 35.  Најбоље оцењене структуре добијене доковањем испитиваних комплекса на 
DNA коришћењем програма  MVD:  а)  CoL3 у  малом жлебу;  б)  CuL6 у  малом жлебу; 
в) интеркалација CoL3; г) интеркалација CuL6.

Комплекси  CoL3 и  CuL6 су  добили  високе  оцене  при  везивању  за  обе  DNA 
структуре што указује на могућност везивања на оба начина у случају оба комплекса [157, 
158]. Квантитативна неупоредивост резултата нам не дозвољава постављање тврдњи о 
преферентном начину везивања, иако би из резултата могло да се претпостави да CoL3 
тежи ка интеркалацији (Слика 35в), док CuL6 тежи ка везивању у малом жлебу (Слика 
35б) [157, 158]. Важно је напоменути да је приликом доковања CuL6 у интеркалациони 
размак дисквалификована најбоље оцењена структура услед структурне нелогичности, 
па  је  приказана  структура  која  је  друга  по  MolDock и  Rerank оценама  (Слика  35г). 
Уопштено најлошије оцењен резултат на основу доковања испитиваних комплекса на 
DNA коришћењем MVD програма је добијен доковањем CoL3 у мали жлеб (Слика 35а), 
највероватније због немогућности углављивања дикетоестарског фрагмента у жлеб услед 
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стерних сметњи узрокованим интеракцијом аксијалних лиганада са фосфатним ланцем. 
Освртањем на албумин, добијени резултати приликом доковања CoL3 за места везивања 
у доменима IIA и IIIA су сличних вредности, што би онемогућило доказивање афинитета 
према  једном  или  другом  месту  везивања,  међутим  Rerank (функција  за  поновно 
оцењивање) даје значајну предност везивању у оквиру домена  IIIA што је у складу са 
експериментално добијеним подацима [157]. Ситуација је јаснија код комплекса CuL6, 
зато што алгоритам није пронашао добро место везивања у домену IIA, па је очигледно 
већи афинитет према месту у домену IIIA, што потврђује Rerank функција, а у складу је и 
са  експериментално добијеним подацима [158]. Аминокиселински остаци у  близини 
најбољих поза добијених доковањем комплекса  CoL3 и  CuL6 на  албумин користећи 
програм MVD, приказане су на Слици 36.

Слика  36.  Интеракције  са  аминокиселинским остацима најбоље оцењених структура 
испитиваних комплекса, добијених доковањем на албумин, коришћењем програма MVD. 
Горе: CoL3 у месту 2 на BSA; Доле: CuL6 у месту 2 на HSA. 

Комплекси цинка(II), ZnL2 и ZnL4, доковани су на сличан начин као и комплекси 
кобалта(II) и бакра(II), али користећи програм AD4. Припремљене су структуре DNA од 
којих је једна са интеркалационим размаком. Припремљена је и структура BSA, приликом 
чега су циљана два везивна места,  позната као место 1 у субдомену  IIA и место 2 у 
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субдомену  IIIA [159].  Програм  AD4 и функција  за  оцењивање у  склопу програма се 
ослања  на  физичке  интеракције  типова  атома  са  генерисаним  интеракционим 
површинама, што се разликује од методе структурне параметризације према одређеном 
типу биомолекула. Ово доводи до поузданије квантификације оцена које се тумаче као 
предвиђене енергије везивања (ΔEb) и у случају непротеинских макромолекула [169]. Дате 
су вредности  ΔEb добијене рачунским експериментима у програму  AD4 (Табела 13) и 
приказане су добијене структуре са најнижим вредностима ΔEb (Слике 37,38).

Табела  13.  Резултати молекулског доковања у облику предвиђених енергија везивања 
који су добијени на основу рачунских експеримената изведених у програму AutoDock4.

Испитиван
а

једињења

ΔEb [kcal/mol]
BSA BSA DNA DNA
IIA IIIA мали жлеб интеркалација

ZnL2 -4,87 -6,24 -5,68 -5,64
ZnL4 -4,50 -5,34 -4,70 -5,09

Слика 37.  Најбоље оцењене структуре добијене доковањем испитиваних комплекса на 
DNA коришћењем програма  AD4:  а)  ZnL2 у  малом жлебу;  б)  ZnL4 у  малом жлебу; 
в) интеркалација ZnL2; г) интеркалација ZnL4.

Оба  комплекса  цинка  показују  средње  јак  афинитет  према  молекулу  DNA, 
приликом чега се ZnL2 везује нешто јаче него ZnL4 [159]. Разлика у енергији између ΔEb 

за интеркалацију и везивање у малом жлебу је у оба случаја мања од 0,5 kcal/mol. Овако 
мала разлика указује на могућност успостављања обе врсте интеракција, али онемогућава 
постављање  прецизнијих  тврдњи  о  начину  везивања. Приликом  доковања  у  малом 
жлебу, добијене структуре ZnL2 и ZnL4 најниже енергије се одлично поклапају (Слике 
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37а, 37б) пошто се дикетоестарски фрагмент на идентичан начин поставља унутар жлеба. 
У експериментима са албумином, разлика у ΔEb између домена IIA и IIIA је значајна, и 
очигледно оба комплекса фаворизују место везивања у домену IIIA,  што се поклапа са 
експериментално  добијеним  подацима [159]. Доковање  помоћу  програма  AD4  није 
произвело резултате у чијим структурама су пронађене структурне аномалије.

Слика  38.  Интеракције  са  аминокиселинским остацима најбоље оцењених структура 
испитиваних комплекса, добијених доковањем на албумин, коришћењем програма AD4. 
Горе: ZnL2 у месту 2 на BSA; Доле: ZnL4 у месту 2 на BSA.
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Синтетисано је укупно 12 нових комплекса, а од тога су 4 комплекса кобалта(II), 4 
комплекса бакра(II) и 4 комплекса цинка(II). Коришћено је 9 раније синтетисаних 2,4-
дикетоестара  за  координацију  са  јонима  изабраних  метала.  Сви  новосинтетисани 
комплекси су добијени у реакцијама јона метала и одговарајућег  лиганда у молском 
односу метал:лиганд 1:2. Карактеризацијом спектроскопским методама UV-Vis, IR, NMR 
и EPR је утврђено да се приликом координације лиганди налазе у енолној форми, и да се 
бидентатно координују за јон метала у случају свих синтетисаних комплекса. Добијени 
спектрални подаци се поклапају са подацима раније синтетисаних комплекса чије су 
структуре  одређене  помоћу  кристалографских  метода.  Коришћењем  масене 
спектрометрије  и  елементалне  анализе,  претпостављене  структурне  формуле  су 
стехиометријски потврђене.

Антимикробне активности према 5 различитих сојева бактеријских култура, и 5 
различитих гљивичних култура, одређене су за сваки новосинтетисани комплекс, при 
чему  су  MIC вредности  између  0,01  и  7,5  mg/ml  установљене  за  већину  случајева. 
Уопштено  су  тестирани  комплекси  показали  бољу  активност  према  гљивичним 
културама,  од  чега  највећу  према  сојевима  одговорним  за  кожна  обољења.  Највећу 
антибактеријску активност међу комплексима кобалта(II) и једну од уопштено највећих 
антифунгалних  активности  међу  тестираним  комплексима  је  показао  CoL1.  Међу 
комплексима  бакра(II)  највећу  антимикробну  активност  је  показао  CuL7, а  највећу 
антигљивичну активност је показао CuL5. Комплекс цинка(II) који је показао уопштено 
највећу антимикробну активност је ZnL4. Антитуморска активност је одређена помоћу 
MTT  тестова  на  ћелијским  линијама  рака  дебелог  црева,  SW-480 и  анеуплоидних 
кератиноцита  HeCaT.  Најизраженији  цитотоксични  ефекат  међу  комплексима 
кобалта(II) је показао CoL3, међу комплексима цинка(II) су показали ZnL2 и ZnL4, а међу 
свим тестираним комплексима највећи ефекат је показао CuL6, комплекс бакра(II). Ова 
четири  комплекса,  CoL3, CuL6, ZnL2 и  ZnL4 су  изабрана  за  даља  истраживања. 
Морфолошка  анализа  је  показала  да  сви  изабрани  комплекси  узрокују  претежно 
апоптозу као механизам ћелијске смрти.

Интеракције изабраних комплекса са DNA су испитане помоћу UV-Vis титрација, 
флуориметријом  и  мерењем  вискозитета.  Утврђено  је  да  сви  изабрани  комплекси 
спонтано  интерагују  са  DNA и  да  су  вредности  константи  везивања  највише  на 
физиолошкој температури од три испитане.  Појава хиперхромизма,  као и позитивне 
вредности енталпије и ентропије указују на неинтеркалаторне хидрофобне интеракције. 
Флоуриметријом је испитано компетитивно везивање изабраних комплекса за  DNA  у 
односу на интеркалатор EB или HOE у малом жлебу. Упоређивањем Штерн-Волмерових 
константи закључено је да се изабрани комплекси цинка(II) везују у малом жлебу док је 
разлика превише мала за закључке о начину везивања изабраних комплекса кобалта(II) и 
бакра(II). У  складу  са  претходно  наведеним  закључцима,  мерењем  вискозитета  је 
утврђено  да  је  највероватнији  начин  интеракције  свих  изабраних  комплекса  са 
молекулом  DNA  везивање унутар малог жлеба.  Интеракције изабраних комплекса са 
албумином  су  испитане флуориметријом,  приликом  чега  је  утврђено  да  изабрани 
комплекси показују афинитет према албумину. Испитано је компетитивно везивање у 
односу на EY који се преферентно везује у домену IIA и ибупрофен који се преферентно 
везује  у  домену  IIIA,  приликом  чега  је  на  основу  израчунатих  Штерн-Волмерових 
константи установљено да се сви изабрани комплекси преферентно везују у домену IIIA.

Рачунарском техником молекулског доковања је утврђено да је везивање за DNA у 
случају  свих  изабраних  комплекса  могуће  и  путем  интеркалације  и  у  малом  жлебу. 
Недовољна разлика у предвиђеним енергијама везивања је онемогућила разлучивање 
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начина  везивања  изабраних  комплекса  цинка(II)  за  DNA,  док  је  параметризација 
усмерена ка  протеинским интеракцијама онемогућила разлучивање начина везивања 
комплекса кобалта(II) и бакра(II) за DNA у контексту молекулског доковања. Техником 
молекулског доковања су потврђене претпоставке о начину везивања свих изабраних 
комплекса за албумин, постављене на основу флуориметријских мерења. Сви изабрани 
комплекси су показали већи афинитет према месту везивања у субдомену IIIA, при чему 
CuL6 није успешно докован у субдомену IIA. 
Изабрани комплекси CoL3, CuL6, ZnL2 и ZnL4 су показали значајану активност према 
ћелијама рака, поред чега су показали селективно дејство према нездравим ћелијама у 
односу  на  здраве.  Утврђен  је  проапоптотичан  механизам  деловања  на  ћелије  рака. 
Испитивањем  молекулских  интеракција  и  прорачунима  молекулског  доковања  је 
утврђено да се изабрани комплекси везују за албумин, из чега се може закључити да 
албумин може да послужи као носилац лека у организму. Испитивањем молекулских 
интеракција и прорачунима молекулског доковања је утврђено да се изабрани комплекси 
везују за DNA, приликом чега је испитивањем молекулских интеракција утврђено да је 
највероватнији начин везивања унутар малог жлеба. На основу тога се може закључити 
да изабрани комплекси могу приликом интеракција са  DNA довести до неправилног 
читања и репликације DNA, што може бити механизам узроковања апоптозе нездравих 
ћелија.
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ПРИЛОГ 1 - Списак скраћеница и симбола
Уобичајене скраћенице
eng. Енглеским језиком
п.н.е. Пре нове ере
н.е. Нове ере
ч Час
v/v Запремински однос

Једињења и лиганди
DNA Деоксирибонуклеинска киселина (eng. Deoxyribonucleic acid)
RNA Рибонуклеинска киселина (eng. Ribonucleic acid)
ZNG1 Гуанозинтрифосфатаза регулисана цинком,  металопротеински активатор 1 

(eng. Zinc-regulated GTPase metalloprotein activator 1)
atsc/Hatsc 2-ацетилпиридин тиосемикарбазон – депротонован облик/протонован облик
EB Етидијум-бромид
AO Акридин-оранж
HOE 4-[6-[6-(4-methylpiperazin-1-yl)-benzimidazol-2-yl]-benzimidazol-2-yl]phenol, 

Бисбензимидазол, Hoechst 33258 
EY Еозин Y
CT-DNA DNA телећег тимуса (eng. Calf-thymus DNA)
BSA Говеђи серум албумин (eng. Bovine serum albumin)
PBS Фосфатни пуфер (eng. Phosphate buffer solution)
5′-GMP Гуанозин-5’-монофосфат
TMS Тетраметилсилан
DMSO Диметилсулфоксид
DMSO-d6 Деутерисани диметилсулфоксид
MTT 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум бромид
HSA Хумани серум албумин (eng. Human serum albumin)

Ознаке и симболи
kobsd Константа брзине реакције псеудо-првог реда
Kb Константа везивања
ɛA Привидан екстинциони коефицијент комплекса у одређеној концентрацији DNA
ɛb / ɛf Екстинциони коефицијент везаног комплекса / слободног комплекса
∆H Промена енталпије
R Универзална гасна константа
T Температура у степенима Келвинове скале (K)
∆S Промена ентропије
∆G Промена Гибсове слободне енергије
[Q] Концентрација гасиоца флуоресценције (eng. Quencher concentration)
I0 Интензитет емисије у одсуству гасиоца флуоресценције
I Интензитет емисије у присуству одређене коцентрације комплекса
ŋ0 Вискозитет раствора CT-DNA
ŋ Вискозитет раствора CT-DNA са одређеном концентрацијом комплекса
kq Константа гашења флуоресценције
τ0 Трајање флуоресценције у одсуству гасиоца флуоресценције
KSV Штерн-Волмерова константа
n Број везивних места
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ge g-фактор слободног електрона
gi Анизотропне вредности g-фактора (i = x, y, z)
E0 Енергија основног стања
En Енергија n-тог ексцитованог стања
k (у контексту EPR спектроскопије) Степен мешања орбитала
λ (у контексту EPR спектроскопије) Константа спин-орбиталног купловања
g∥ Аксијално паралелни g-фактор
g⊥ Аксијално нормални g-фактор
A∥ Константа паралелног хиперфиног купловања
A⊥ Константа нормалног хиперфиног купловања
δ NMR померања
k (у контексту кинетичких мерења) константа брзине реакције
[Nu] Концентрација нуколеофила

Остало
IUPAC Међународна унија за чисту и примењену хемију (eng. International Union of 

Pure and Applied Chemistry)
HIV Хумани вирус имунодефицијенције (eng. Human immunodeficiency virus)
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
UV–Vis Ултраљубичасти и видљиви опсег електромагнетног зрачења
IR Инфрацрвени опсег електромагнетног зрачења
NMR Нуклеарна магнетна резонанца
EPR Електронска парамагнетна резонанца
TLC Танкослојна хроматографија
ATCC Америчка колекција типских култура (eng. American Type Culture Collection)
MIC Минимална  инхибиторна  концентрација  (eng.  Minimum  inhibitory 

concentration)
МH Müller–Hinton
SD Sabouraud dextrose
SW480 Ћелијска линија, ћелије тумора дебелог црева
HaCaT Ћелијска линија, анеуплоидни кератиноцити
SI Индекс селективности (eng. Selectivity index)
IC50 Концентрација супстанце потребна за 50%-тну инхибицију
VC Здраве ћелије (eng. Vital cells)
EA Рано апоптотичне (eng. Early apoptotic)
LA Касно апоптотичне (eng. Late apoptotic)
NC Некротичне ћелије (eng. Necrotic cells)
MVD Програм Molegro Virtual Docker
AD4/ADT Програми AutoDock4 / AutoDockTools
HSAB Луисова теорија о тврдим и меким киселинама и базама (eng. Hard and soft 

acids and bases)
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ПРИЛОГ 2 - Списак слика
Слика 1. Електронске конфигурације јона кобалта у различитим лигандним пољима.....4
Слика  2. Неки  од  лиганада  за  грађење  комплекса  кобалта  а)  1,10-бис(N-
салицилалдиминил)-4,7-дитиадекан и 1,8-бис(N-салицилалдиминил)-4,6-дитиаоктан; б) 
1,10-фенантролин и деривати; в) 2,2’-бипиридин и деривати...................................................5
Слика  3. Структурне  формуле  комплекса  кобалта:  а)  Представници  CTC комплекса 
кобалта(III);  б)  Фотоактивабилни  комплекс  кобалта(III);  в)  Комплекс  кобалта(II)  са 
алдимином аспарагинске киселине; г) Комплекси кобалта(II) са диарил саленима............6
Слика 4. Неке од геометрија комплекса бакра(II): a) Три бидентатна лиганда се не могу 
везати за бакар(II) јон због појаве Јан-Телеровог ефекта (издуживање аксијалне везе); б) 
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ПРИЛОГ 4 – Насловне странице радова у оквиру докторске дисертације
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интеракција ових једињења са важним биомолекулима – у пракси и кроз рачунарске 
симулације. До сада има 14 објављених научних радова.
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