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Polidentatne Sifove baze i njihovi Cu(II) kompleksi: lipofilnost i biolo§ka aktivnost

Sifove baze i njihovi kompleksi pokazuju razli¢itu biolosku aktivnost poput
antiviralne, antimikrobne, antimalarijske i antikancerske. Zbog ¢injenice da bioloska
aktivnost jedinjenja zavisi prvenstveno od lipofilnosti molekula, Sto je posledica
strukture jedinjenja, odredivanje i korelacija lipofilnosti sa hemijskom strukturom, kao i
odredivanje bioloske aktivnosti su postali nezaobilazni u sintezi novih lekova.

Primenom reverzno-fazne tankoslojne hromatografije odredivana je lipofilnost
za 21 Sifovu bazu (12 tetradentatnih i 9 aromatiénih baza). Primenom jedno- i
dvokomponentnih organskih modifikatora kao mobilnih faza odredeni su retencioni
parametri kao mere lipofilnosti. Ispitivan je uticaj primenjenog organskog modifikatora
na postupak odredivanja. Molekulski deskriptori i parametri lipofilnosti su podvrgnuti
multivarijantnoj statistickoj analizi za svaki sistem rastvara¢a. Analiza glavnih
komponenata je uradena za odredivanje faktora koji ima najveéi uticaj na lipofilnost.
Najbolje odvajanje strukturno sli¢nih jedinjenja je dobijeno primenom metanola kao
organskog modifikatora. Primenom tetrahidrofurana kao organskog modifikatora u
mobilnoj fazi utvrdeno je da se strukturno razli¢ita jedinjenja mogu smatrati
homolozima. Tako odredena lipofilnost najviSe odgovara lipofilnosti u realnim
sistemima, npr. pri prolasku molekula kroz ¢elijsku membranu.

Uticaj razli¢itih supstituenata na lipofilnost je ispitivan na 36 jedinjenja (12
Sifovih baza i njihovi Cu(II) i Ni(IT) kompleksi). U cilju odredivanja odnosa strukture i
retencije radena je i normalno-fazna i reverzno-fazna tankoslojna hromatografija.
Molekulski deskriptori, koji opisuju promene u molekulskoj strukturi i njihov uticaj na
lipofilnost, podvrgnuti su viSestrukoj regresionoj analizi. Utvrdeno je da voluminoznije
grupe 1 grupe sa jace izrazenim induktivnim efektom povecavaju lipofilnost. Takode,
diaminski most, sa propilenskom grupom, doprinosi povecanju hidrofobnosti ispitivanih
jedinjenja. Na osnovu molekulskih deskriptora, parametara retencije i lipofilnosti
postavljeni su modeli kvantitativnog odnosa strukture i retencije (QSRR) i
kvantitativnog odnosa strukture i aktivnosti (QSAR).

Atimikrobna aktivnost tetradentatnih Sifovih baza i njihovih Cu(IT) kompleksa
je odredena u odnosu na S. Cerevisiae, C. Albicans, Escherichia coli and

Staphylococcus aureus. Cu(Il) kompleksi su pokazali vecu antimikrobnu aktivnost u



odnosu na odgovarajuée Sifove baze. Citotoksi¢ni efekat prema Caco-2 éelijama je
ispitivan za komplekse [Cu(acac; en)], [Cu(phacac; en)], [Cu(acac, pn)] i [Cu(tfacac,
pn)], koji su pokazali nizu minimalnu inhibitornu koncentraciju za antimikrobnu
aktivnost u poredenju sa ostalim jedinjenjima. Antikancerska aktivnost ovih kompleksa
je ispitana pomoéu MTT i Aneksin V eseja. Svi posmatrani kompleksi imaju
antikancersku aktivnost i ne uticu na zdrave c¢elije u koncentraciji u kojoj ispoljavaju
citotoksi¢nost prema cCelijama raka. Kompleks [Cu(acac, pn)] je pokazao da ima i
stabiliSu¢i efekat na zdrave celije.

Afinitet vezivanja kompleksa [Cu(acac; en)], [Cu(phacac; en)] i [Cu(acac, pn)]
za humani serum albumin (HSA) je ispitan pomocu cirkularnog dihroizma i
fluorescentne spektroskopije. Svi kompleksi su pokazali visok afinitet vezivanja prema
HSA, pokazujuéi da ova jedinjenja grade nekovalentne komplekse sa HSA uz manje
promene u sekundarnoj strukturi HSA. Rezultati molekulskog dokinga za kompleks
[Cu(acac, pn)] ukazuje da se vezivno mesto nalazi na poddomenu IB HSA, gde dolazi
do vezivanja pomoc¢u Van der Valsovih i m-alkil interakcija. S obzirom na lipofilnost,
antimikrobnu aktivnost, citotoksi¢nost i afinitet vezivanja za HSA ispitivani kompleksi
[Cu(acac; en)], [Cu(phacac; en)] i [Cu(acac, pn)] se mogu transportovati do ciljanih
¢elija, zbog Cega bi mogli da se koriste kao potencijalne aktivne supstance u razvoju

novih lekova.

Kljuéne redi: Sifove baze; lipofilnost; antimikrobna aktivnost; antikancerska aktivnost;

citotoksi¢nost; molekulski doking; HSA.

Naucna oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Analiticka hemija

UDK broj: 543



Polydentate Schiff Bases And Their Cu(ll) Complexes: Lipophilicity And Biological
Activity

Schiff bases and their complexes are versatile compounds which have various
biological activities such as antiviral, antimicrobial, antimalarial, and anticancer activity.
Biological activity of compounds depends on their molecular structure, especially lipophilic
character. Determination of lipophilicity, its correlation with chemical structure, and
biological activity is very important in drug design.

Retention parameter, as measure of lipophilicity, of 21 Schiff base (9 aromatic and 12
tetradentate Schiff bases) was determined by reversed-phased thin-layer chromatography
(TLC), with application of mono- and two-component organic modifiers in a mixture with
water as mobile phases. Influence of applied organic modifier on determination of
lipophilicity was investigated. Molecular descriptors and lipophilicity parameters, for all
solvent systems, were subjected to multivariate statistical analysis. Also, principal component
analysis was done in order to determine the most influential factors regarding lipophilicity.
The best separation of structurally similar compounds was obtained with methanol, as
organic modifier. When tetrahydrofuran is used, as organic modifier in mobile phase, all the
investigated compounds can be regarded as homologues. Lipophilicity, determined in this
way, is adequate to lipophilicity in real environment, such as passing through the cell
membrane.

The lipophilicity of tetradentate Schiff bases and their Copper(ll) and Nickel(ll)
complexes, and its changes caused by successive substitution in compounds, was investigated
to gain insight into structure-retention relationships and to propose a model for estimating
their retention. Chromatographic investigation of 36 compounds (12 tetradentate Schiff bases
and their Copper(ll) and Nickel(ll) complexes), was performed by both normal-phased and
reverse-phased TLC. Molecular descriptors, which describe change in molecular structure
caused by successive substitution of groups in compound, and their influence on lipophilicity
were determined by multiple regression analysis. More voluminous groups with stronger
inductive effect increase lipophilicity. Also, diamine bridge with propylene group contributes
to hydrophobicity of investigated compounds. Based on molecular descriptors, retention and
lipophilicity =~ parameters,  quantitative-structure-retention-relationship  (QSRR) and
quantitative-structure-activity-relationship (QSAR) models were established.

Furthermore, antimicrobial activity of tetradentate Schif bases and ther Copper(ll)



complexes was determined against S. Cerevisiae, C. Albicans, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Copper(11) complexes showed wider range and stronger antimicrobial
activity compared to corresponding Schiff bases. Complexes [Cu(acac; en)], [Cu(phacac,
en)], [Cu(acac, pn)], and [Cu(tfacac, pn)] had lower minimal inhibitory concentration than
other compounds and furthermore, their cytotoxic effect towards human colorectal
adenocarcinoma cells (Caco-2) was investigated. Anticancer activity of these complexes was
evaluated by MTT assay and Anexin V assay. All complexes showed anticancer activity and
didn’t affect healthy cells in the same concentration as for cancer cells. Complex [Cu(acac;
pn)] show stabilizing effect on healthy cells.

The binding affinity of complexes [Cu(acac, en)], [Cu(phacac; en)] and [Cu(acac;
pn)] to human serum abumin (HSA), as drug delivery system, was investigated by circular
dichroism and fluorescence spectroscopy. All complexes showed high binding affinity
toward HSA, reveling that these compounds formed non-covalent complex with HSA with
minor changes in secondary structure of HSA. Molecular docking results for complex
[Cu(acac; pn)] indicated that binding site is located in subdomain IB of HSA where the
binding is occurring with Van der Walls and z-alkil interactions.

According to the lipophilicity, antimicrobial activity, cytotoxicity, and binding
affinity to HSA, complexes [Cu(acac; en)], [Cu(phacac; en)], and [Cu(acac, pn)] could be
delivered to the target cells, showing that they are suitable for further investigations as

potential drugs.

Keywords:  Schiff base; lipophilicity; antimicrobial activity; anticancer activity;
cytotoxicity; binding affinity; molecular docking; HSA.

Scientific field: Chemistry
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1. UVOD

Sifove baze ili imini su analozi aldehida i ketona kod kojih je karbonilna zamenjena
iminskom grupom. Nastaju kondenzacijom primarnih amina i karbonilnih jedinjenja (aldehida ili
ketona). Sifove baze su bidentatni, tridentatni ili polidentatni ligandi koji mogu da formiraju vrlo
stabilne komplekse sa prelaznim metalima. Sifove baze i njihovi kompleksi imaju veliku
primenu u organskoj 1 analitickoj hemiji, industriji hrane i boja, bioloskim procesima kao i u
farmaciji. Postoje brojna istrazivanja koja ispituju primenu Sifovih baza kao terapeutika,
potencijalnih lekova, dijagnosti¢kih proba i analitickih oruda. Postoje brojna istrazivanja koja
ispituju primenu Sifovih baza kao potencijalnih lekova. Aktivnost Sifovih baza kao

antikancerskih, antibakterijskih i antiviralnih terapeutika je intenzivno proucavana.

Direktna veza fizi¢ko-hemijskih karakteristika jedinjenja i pasivnog prolaska jedinjenja
kroz bioloske membrane je lipofilnost. Pored toga lipofilnost uti¢e i na uspostavljanje interakcija
bioloski aktivnog jedinjenja 1 aktivnog mesta receptora. BioloSka aktivnost molekula je
uslovljena procesima njegove farmakokinetike i farmakodinamike, koji zavise od ponasanja
molekula u nevodenoj i vodenoj sredini. Veza izmedu strukture i aktivnosti jedinjenja se ispituje
QSAR studijama (Quantitative Structure-Activity Relationships). QSAR omogucava da se na
osnovu strukture jedinjenja 1 ispitanih bioloskih aktivnosti, postavi model po kome moze da se
predvidi bioloska aktivnost strukturno sli¢nih jedinjenja. Struktura je opisana brojnim
molekulskim deskriptorima koji mogu biti strukturni (elektronski, topoloSki 1 geometrijski) 1

fizicko-hemijski (hidrofobni, sterni i elektronski).

Nekovalentne, reverzibilne interakcije molekula sa proteinima uticu na transport nekog
leka do ciljnog mesta. Tehnike koje se primenjuju za detaljnu termodinamicku i kineti¢ku
karakterizaciju protein-ligand interakcija su UV/VIS spektrofotometrija, CD spektroskopija,
spektrofluorimetrija, termoforeza na mikroskali, izotermalna titraciona mikrokalorimetrija,

rezonancija povrSinskog plazmona i molekulski doking.

Racunarska metoda za in silico predvidanje afiniteta i nacina vezivanja molekula,
uglavnom liganada za biomolekule je molekulski doking koji na osnovu poznate 3D strukture

proteina i liganda moze da predvidi strukturu nastalog kompleksa, kao i mesto vezivanja. Zbog



mogucnosti pretrazivanja velikih biblioteka molekula, u cilju pronalazenja mogucih lekova,

doking je naSao primenu u dizajnu novih lekova.

1.1. Ciljevi

Ispitivanje uticaja primenjene mobilne faze na odredivanje lipofilnosti ispitivanih
jedinjenja. Pronalazenje pogodnog organskog modifikatora, za strukturno razlicita
i strukturno sli¢na jedinjenja, u kojem c¢e biti moguée odrediti lipofilnost
ispitivanih jedinjenja.

Ispitivanje uticaja strukture, na lipofilnost. Pronalazenje deskriptora koji najbolje
opisuju osobine molekula i kako sukcesivna supstitucija grupa i fine promene u

strukturi dovode do promene lipofilnosti.

Ispitivanje antimikrobne, antikancerske i antiprolifrativne aktivnosti na razlicitim
bakterijama i kvascima, kao i zdravim i kancerskim ¢elijama. Uticaj strukture

jedinjenja na odredene bioloske aktivnosti.

Ispitivanje afiniteta vezivanja, kao i odredivanje tipa interakcija ispitivanih

jedinjenja sa humanim serum albuminom.



2. OPSTI DEO

2.1. Sifove baze

Sifove baze su jedinjenja kod kojih je karbonilna grupa aldehida ili ketona zamenjena
iminskom grupom, a dvostruka veza izmedu atoma ugljenika i azota, u iminskoj grupi, preko
atoma azota povezana sa alkil- ili aril- grupom, Sto ova jedinjenja Cini izuzetno stabilnim
(Garnovskii, Nivorozhkin, & Minkin, 1993; Layer, 1963; W. Qin, Long, Panunzio, & Biondi,
2013; Vollhardt & Schore, 2011). Sifove baze se jo$ nazivaju anili i azometini. Nastaju
kondenzacijom primarnih amina i karbonilnih jedinjenja (aldehida ili ketona) u prisustvu kiselog

ili baznog katalizatora (Slika 2.1).

S
o o) OH
Wl = L — T
H—N—H N2
! R H
R—NH, R
HLA
OH OH
.‘ < ’ﬁ <
.N‘ N.
R™ TH R™ ™H

Slika 2.1. Sinteza Sifovih baza.



Svojstva dobijenog N-supstituisanog imina zavise kako od prirode amina, tako i od
prirode karbonilnog jedinjenja primenjenog za sintezu. B-diketoni (R;COCHR3COR;) su vazna
klasa karbonilnih jedinjenja pogodna za sintezu imina (Joshi & Pathak, 1977; Mehrotra, Bohra,
& Gaur, 1978). Uticaj razli¢itih supstituenata na osobine B-diketona je ispitivan od strane vise
autora (R. Baosi¢ et al., 2008; R. M. Baosi¢, Milojkovia-Opsenica, & Tesi¢, 2003; Tesi¢, Janjic,
Tosi¢, & Celap, 1993). Za B-diketone, takode je karakteristéna keto-enolna tautomerizacija tipa
prototropije (Slika 2.2).

R4 R,
@) / O\
Rs H =—— R; H
o) —0
R, R,
keto - enol

Slika 2.2. Keto-enolna tautomerizacija B-diketona.

Atom vodonika CHRj3 grupe je aktiviran odgovaraju¢om C=0O grupom, $to dovodi do
premeStanja protona 1 stvaranja konjugovanog sistema. Prisustvo grupe sa negativnim
induktivnim efektom u polozaju R; i/ili R, pomera ravnotezu u korist enolnog oblika (Burdett &
Rogers, 1964, 1966). Tautomerne forme B-diketona mogu se identifikovati primenom IR i NMR
tehnika (Rogers & Burdett, 1965). Ukoliko je a-C atom u B-diketonu disupstituisan, enolizacija
molekula nije moguc¢a i shodno tome je nemoguce formiranje helatnih kompleksa sa jonima
metala. Enolni tautomer je stabilizovan intramolekulskim vodoni¢nim vezama, pa je manje
polaran od keto tautomera. Generalno, enolni tautomer reaguje sa odgovaraju¢im jonima metala
formiraju¢i helatne komplekse. Visoka stabilnost ovih kompleksa je posledica prisustva
rezonance, sli¢éne onoj u benzenovom prstenu. Zbog ega se oni mogu posmatrati kao aromaticni

sistemi (Calvin & Wilson, 1945; P. Singh & Sahai, 1967a, 1967Db).

Za Sifove baze, sintetisane iz primarnih amina i p-diketona takode je karakteristéna keto-
enolna tautomerizacija (Slika 2.3). Keto tautomeri ovih jedinjenja nazivaju se i [-ketoamini
(R1COR3C=CR;NHRy). Prisustvo karbonilne i imino grupe daje sposobnost [3-ketoaminima da

reaguju kao slabe baze i kao slabe kiseline.



Slika 2.3. Keto-enolna tautomerizacija Sifovih baza.

2.2. Kompleksi Sifovih baza sa jonima metala

Sifove baze su generalno bidentatni, tridentatni ili polidentatni ligandi koji mogu da
formiraju vrlo stabilne komplekse sa prelaznim metalima. Prisustvo slobodnog elektronskog para
u sp? hibridizovanoj orbitali atoma azota iminske grupe, doprinosi izuzetnoj helirajucoj
sposobnosti, narocito kada se u blizini nalazi jo§ jedan donorni atom, pa je mogucée formiranje
peto- ili Sestoclanih helatnih prstenova. Promenom vrste i polozaja donornog atoma ili donorne

grupe moguce je kontrolisati veli¢inu helatnog prstena (Sharma, Cabrera, Singh, & Jha, 1997).

Jorgensen i saradnici su medu prvima sintetisali bis(salicilaldimino) kompleks bakra(II)
(Slika 2.4 a) kao kristalno zeleni proizvod reakcije bakar(ll)-acetata, salicilaldehida i vodenog
rastvora amonijaka (Schmitz-DuMont, 1964). Schiff je zatim sintetisao odgovarajuce fenil- i aril-
derivate (Slika 2.4 b) tako $to je kompleks salicilaldehida refluksovao sa viskom amina u
razli¢itim rastvaracima (etanol, hloroform ili dihlormetan) u toku jednog ¢asa ili manje, pri cemu
je utvrdio i stehiometrijski odnos metal:ligand = 1:2 (Schiff, 1869). Jednostavna sinteza
kompleksa Sifovih baza sa jonima metala, kao i njihova raznovrsna primena ¢ine ovu grupu

jedinjenja interesantnim za proucavanje u razli¢itim oblastima.

Slika 2.4. Kompleksi Sifovih baza sa jonima metala: a) bis(salicilaldimino) kompleks
bakra(ll); b) fenil-derivat bis(salicilaldimino) kompleksa bakra(ll).



2.3. Primena Sifovih baza i njihovih kompleksa sa jonima metala

Sifove baze i njihovi kompleksi imaju veliku primenu u organskoj i analiti¢koj hemiji,

industriji hrane i boja, bioloskim procesima kao i u farmaciji.

Imini se upotrebljavaju kao jonofore u elektrohemijskim senzorima. Jon selektivne
electrode sa modifikovanim PVC membranama se koriste za selektivnho odredivanje Pb(II),
Co(Il) i Hg(ll) (Arida, El-Reefy, & El-Saied, 2003; Mahajan, Kaur, Kaur, Sharma, & Kumar,
2004; Mashhadizadeh & Sheikhshoaie, 2003). Imini salicilaldehida sa diaminima se koriste za
pripremu jodid-selektivnih elektroda sa ugljenicnom pastom (Shamsipur, Soleymanpour,
Akhond, Sharghi, & Naseri, 2001), dok se Sifove baze sintetisane iz 4,13-diaza-18-krunskog etra
koriste kao neutralne jonofore u polivinil hloridnim membranama senzora za detekciju i
kvantifikaciju Ag(l) jona (V. K. Gupta, Pal, & Singh, 2009).

U hromatografiji, pojedini kompleksi Ni(Il) i Cu(Ill) sa p-ketoaminima (npr.
bis(acetilaceton)etilendiimin i bis(acetilaceton)propilendiimin) se koriste kao stacionarne faze za
odvajanje ugljovodonika, heteroaromati¢nih jedinjenja, aldehida, ketona i alkohola. B-ketoamini,
tipa N,N’-bis(salicilid)-1,2-cikloheksandiamina, se koriste kao derivatizacioni ligandi u gasnim
hromatografskim odvajanjima nefluorisanih tetradentatnih p-ketoaminskih kompleksa Ni(ll),
Pd(I1) i Cu(ll) na nanogramskoj skali, bez degradacije (Khuhawar & Soomro, 1992; Uden, 1984;
Uden & Henderson, 1974).

Mnogi komercijalni inhibitori korozije sadrze imine zbog njihove sposobnosti da
spontano grade monosloj na povrsini koju itite, tako da se Sifove baze etilendiamina primenjuju
kao inhibitori korozije (Agrawal, Talati, Shah, Desai, & Shah, 2004). Sifove baze i njihovi
kompleksi sa metalima imaju primenu i u industriji hrane, industriji boja i katalizi (Abo Dena,
2014; Hassan, Arida, Montasser, & Abdel Latif, 2013). Pored toga, kompleksi Sifovih baza se
cesto primenjuju kao model sistemi za ispitivanje prenosa kiseonika u bioloskim sistemima
(Carter, Rillema, & Basolo, n.d.; Neil J. Henson, P. Jeffrey Hay, & Redondo, 1999; Nishinaga &
Tomita, 1980).

Sifove baze imaju veliku primenu kao prekursori u organskim sintezama. Razlikuju se

Cetiri razlicita tipa reakcija u kojima je izuzetan znacaj primene imina:



a) adicija organometalnih reagenasa ili hidrida na C=N vezu (Barluenga, Aznar, &
Valdés, 2004; Kobayashi, Mori, Fossey, & Salter, 2011);

b) hetero Dils-Alder reakcija za dobijanje Sestoclanih prstenova sa azotom (Masson,
Lalli, Benohoud, & Dagousset, 2013; Smith, Gavrilyuk, Lough, & Batey, 2010);

¢) gradenje odgovaraju¢ih hiralnih kompleksa salena (Cozzi, 2004; Katsuki, 2004;
Matsunaga & Shibasaki, 2013; Yoon & Jacobsen, 2003);

d) Staudinger reakcija sa ketenom u cilju dobijanja B-laktama (Allen & Tidwell, 2012;
Palomo, Aizpurua, Ganboa, & Oiarbide, 2004) (Slika 2.5).
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Slika 2.5. Sifove baze kao prekursori u organskim sintezama.



Mnogi kompleksi Sifovih baza sa jonima metala pokazuju visoku katalitiku aktivnost.
Efikasni su u homogenim 1 heterogenim katalitickim reakcijama i njihova aktivnost zavisi od tipa
I broja liganda, jona metala i koordinacionih mesta (K. C. Gupta & Sutar, 2008). Kompleksi

Sifovih baza katalizuju neke od sledeéih reakcija:

a) Reakcije polimerizacije; Kompleksi Fe(lll) i Co(ll) sa piridin-bisiminskim
ligandom pokazuju odli¢nu aktivnost u polimerizaciji etilena, kao i kopolimerizaciji etilena i 1-
heksena (Souane, Isel, Peruch, & Lutz, 2002). Kompleksi salena katalizuju polimerizaciju
epoksida (Mason & Perkins, 2000).

b) Redukcija tionilhlorida; Kompleksi Co(ll), Cu(ll) i Ni(ll) sa 1,2-bis-(naftiliden-
imino)etanom, 1,3-bis(naftiliden-imino)propanom, 1,2-bis-(naftiliden-imino)butanom i 1,2-bis-
(naftiliden-imino)pentanom katalizuju redukciju tionil-hlorida na elektrodi od staklastog
ugljenika (Choi, Kim, Chung, Chung, & Nam, 2000). (Choi et al., 2000)

C) Oksidacija organskih jedinjenja; Kompleksi Ru(ll) katalizuju oksidaciju alkohola
na sobnoj temperaturi (Muthu Tamizh, Mereiter, Kirchner, & Karvembu, 2012), dok su
kompleksi Cu(Il) ispitivani zbog svoje kataliticke aktivnosti pri oksidaciji stirena i ciklooktena
(Heshmatpour, Rayati, Afghan Hajiabbas, Abdolalian, & Neumiiller, 2012; Maurya, Kumar, &
Kumar, 2007).

d) Redukcija ketona; Kompleks (RuCly(PPhg)(oksazolinilferocenilfosfin)) znatno
povecéava efikasnost asimetri¢ne redukcije dialkil ketona do alkohola (Fehring & Selke, 1998;
Yoshiaki Nishibayashi, l1zuru Takei, Sakae Uemura, & Masanobu Hidai*, 1999).

e) Aldolne reakcije; Kompleksi Sifovih baza AI(III) katalizuju reakciju izmedu 5-
metoksioksoazola i benzaldehida pri ¢emu se dobija opticki aktivan cis-0zazolinski addukt

(Evans, Janey, Magomedov, & Tedrow, 2001).

f) Henrijeve reakcije; Serija kompleksa Cu(Il) sa hiralnim Sifovim bazama,
dobijenih derivatizacijom cinchona alkaloida, je koris¢ena za asimetri¢nu Henrijevu reakciju, pri

¢emu je dobijena visoka enantioselektivnost (Wei, Yao, Zhang, He, & Zhang, 2011).

Q) Epoksidacija alkena; Kompleksi V(IV) su poznati po tome da katalizuju
epoksidaciju alkena (Grivani, Khalaji, Tahmasebi, Gotoh, & Ishida, 2012), dok kompleksi Ni(ll)



katalizuju epoksidaciju olefina, cikloheksena, 1-heksena, cis- i trans-stilbena (Kureshy et al.,
2002).

h) Hidroksilacija ketona; Kompleksi Zn(ll), sa a-amino kiselinama i 3,5-di-terc-
butilsalicildehidom su kori§¢eni za asimetricnu hidroksilaciju ketona kao katalizatori (Liu et al.,

2012).

)} Sinteza bis(indolil) metana; Bis(indolil) metani i njihovi derivati su interesantni
zbog bioloske uloge. Cu(Il) kompleksi Sifovih baza su se pokazali kao dobri katalizatori kod
kondenzacionih reakcija indola sa aldehidima, uz koris¢enje etanola kao rastvaraca (Yang, Wan,

Wang, Xie, & De Wang, 2011).

2.3.1 Primena Sifovih baza u bioloskim procesima

Primena imina kao intermedijera u bioloSkom procesima je dobro poznata. Najcesce
izuCavana je transaminacija (Slika 2.6) i glikacija (neenzimska glikozilacija) albumina koja
dovodi do stvaranja biomarkera za detekciju Diabetes melitusa tipa Il (Slika 2.7) (Cohen, 2013;
Snell & Jenkins, 1959).
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Slika 2.6. Transaminacija albumina.



H
HC=N—protein H,C—N—protein

H OH H——OH —0
Ho — protein. HO——H HO——H — protei
HO H,N prote|n= H,N proteln_; AGE
Ho H H——oH H——OH
OH
H OH H——OH H——OH
D-glukoza CH,OH CH,OH
Sifova baza Amadori produkt

Slika 2.7. Glikacija albumina.

2.3.2 Primena Sifovih baza i njihovih kompleksa sa metalima u farmaciji

Postoje brojna istrazivanja koja ispituju primenu Sifovih baza kao terapeutika,
potencijalnih lekova, dijagnostickih proba 1 analitickih oruda. Aktivnost imina kao
antikancerskih terapeutika (Desai, Desai, & Desai, 2001; Przybylski, Huczynski, Pyta,
Brzezinski, & Bartl, 2009), antibakterijskih jedinjenja (Sinha et al., 2008; Vukovic, Sukdolak,
Solujic, & Niciforovic, 2010), antiviralnih reagenasa (Jarrahpour, Khalili, De Clercq, Salmi,
&Brunel, 2007; Marchand et al., 2008) je intenzivno proucavana. Na Slici 2.8 prikazana su tri

bioloski aktivna imina i njihovo dejstvo.
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Slika 2.8. Neki primeri bioloski aktivnih imina.

2.3.2.1 Antibakterijska aktivnost

Imini 1 njihovi kompleksi, koji su derivati salicilidbenzilamina su ¢esto izu¢avani zbog
bioloske aktivnosti (David et al., 2003; Palomo et al., 2004; Snell & Jenkins, 1959). Serija
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Sifovih baza, derivata 5-hlorosalicilaldehida, pokazuje antibakterijsku aktivnost protiv razli¢itih

sojeva Escherichia coli i Staphylococcus aureus (Shi et al., 2007).

Imini  koji imaju  2,4-dihloro-5-fluorofenil  grupu kompletno inhibiraju rast
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae sa
MIC vrednostima od 6.3 do 12.5 pg/mL, koje odgovaraju vrednostima ciprofloksacina
(Karthikeyan et al., 2006). Sekundarni metaboliti biljke Actinomadura rubra, madura hidroksi
laktoni, transformisani u imine, inhibiraju Bacillus subtilis, Micrococcus flavus, Sarcina lutea i
Staphylococcus aureus (MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) 0,2-3,1 pg/mL) (Heinisch et
al., 1999).

Sifove baze, sintetisane iz furilglioksala i p-toluidena pokazuju antibakterijsku aktivnost
na sojevima Bacillus Subtilis, Proteus vulgaris, Escherichia coli i Staphylococcus aureu.
Kompleksi jona metala (Fe(Il), Co(II), Ni(Il)) i Sifovih baza (izvedenih iz 2-
tiofenkarboksaldehida i 2-aminobenzoeve kiseline) pokazuju bakterijsku aktivnost prema
sojevima Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus pyogenes. Kompleksi
Fe(IIT), Cu(1I), Zn(IT) i Sifovih baza zaustavljaju rast Escherichia coli, dok su kompleksi Fe(l11),
Co(ll), Cu(ll), Zn(ll) pogodni za inhibiranje rasta Gram-pozitivnih sojeva bakterija
(Staphylococcus pyogenes i Pseudomonas aeruginosa). Ovi kompleksi mogu bezbedno da se
koriste u tretmanu infekcija izazvanih gore pomenutim sojevima (Mohamed, Omar, & Hindy,
2005).

Kompleksi Cu(ll) i imina, nastalih kondenzacijom 5-bromosalicilaldehida i a-amino
kiselina (L-alanina, L-fenilalanina, L-asparaginske Kiseline, L-histidina i L-arginina) su pokazali
antibakterijsku aktivnost na dva soja Gram-pozitivnih (Micrococcus luteus i Bacillus cereus) i na

jedan soj Gram-negativnih bakterija (Pseudomonas aeruginosa).

2.3.2.2 Antifungalna aktivnost

Sifove baze hitozana pokazuju antifungalnu aktivnost protiv Botrytis cinerea i
Colletotrichum lagenarium (Guo et al., 2007). Iminski derivati 2,4-dihloro-5-fluorofenila
inhibiraju rast klini¢kih sojeva Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Penicillium marneffei i

Trichophyton mentagrophytes (Slika 2.9). Njihove minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)
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variraju od 6.3-12.5 ug/mL §to odgovara aktivnosti flukonazola (Karthikeyan et al., 2006). Imini
izvedeni iz izatina (Slika 2.10) pokazuju aktivnost protiv Microsporum audouinii (MIC 2.4-9.7
pug/mL) i Microsporum gypseum (MIC 1.2-9.7 ug/mL) (Nguyen & Largeron, 2015), kao i protiv
Candida albicans, Aspergillus niger, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes,
Epidermophyton floccosum, i Histoplasma capsulatum (MIC 10-79 pg/mL) (Pandeya, Sriram,
Nath, & De Clercq, 1999).
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Slika 2.9. Sifove baze koje imaju antifungalnu aktivnost.
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Slika 2.10. Iminski derivati isatina.

Ispitivana je antifungalna aktivnost kompleksa Sifovih baza (sintetisanih iz o-
ftalataldehida, L-glicina i L-fenilalanina) sa Cu(ll), Ni(Il), Mn(1l) i Co(ll). Kompleksi Cu(ll) i
Ni(Il) su pokazali antifungalnu aktivnost prema svim ispitivanim sojevima razliCitih vrsta
(Candida, Aspergillus i Mucor), dok su kompleksi Mn(Il) i Co(ll) pokazivali znatno manju
aktivnost (Neelakantan et al., 2008).
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2.3.2.3 Antimalarici

Pojedine Sifove baze imaju primenu u antimalarijskoj terapiji. Ancistrokladidin je
sekundarni metabolit biljaka iz familija Ancistrocladaceae i Dioncophyllaceae koji se pokazao
kao potentan antimalarik za Plasmodium falciparum K1 soj malarije. Neki novosintetisani
derivati aldimina i hidrazonizohinolina su pokazali aktivnost prema hlorokin rezistentnom
Plasmodium falciparum soju (ACC Niger). Formil-5-nitroizohinolin ((E)-N-((5-nitroizohinolin-
1-il)-metilen)-1-(2-(trifluorometil)-fenil)metanamin) ima 1C50 (koncentracija koja je neophodna
da ubije 50 % celija) vrednost od 0.7 pg/mL na soj Plasmodium falciparum (Rathelot et al.,
1995).

2.3.2.4 Antiviralni terapeutici

Iminski derivati 3-hidroksiguanidina, pri koncentraciji od 3,2 uM, inhibiraju 50% virus
misijeg hepatitisa (Sriram, Yogeeswari, Myneedu, & Saraswat, 2006; P. H. Wang, Keck, Lien, &
Lai, 1990). Sli¢no njima, iminski derivati abacavira (Slika 2.11) su testirani protiv HIV-1 virusa,
pri ¢emu su pokazali zastitu humanih leukocitarnih éelija od 50% pri mikro- i nanomolarnim

koncentracijama (Sriram et al., 2006).
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Slika 2.11. Iminski derivati abacavira.
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2.3.2.5 Antikancerska aktivnost

Serija aril azo-Sifovih baza izvedenih iz 4-N,N’-bis(2-cijanoetilaminobenzilidena) sa
aromaticnim aminima pokazuje znacajnu antikancersku aktivnost. Imini sintetisani iz S-
benzilditiokarbamata takode imaju jaku antikancersku aktivnost, posebno protiv melanoma
(Tarafder, Ali, Elias, Crouse, & Silong, 2000). Kompleksi Sifovih baza izvedenih iz 4-
hidroksisalicilaldehida i amina pokazuju jaku antikancersku aktivnost na Erlih ascit karcinomu
(EAC) (Ali, Jesmin, Salahuddin, Habib, & Khanam, 2008), dok je N-(saliciliden)-2-
hidroksianilin aktivan protiv Mycobacterium tuberculosis soja H37Rv (Souza et al., 2007).

Na celijama kancera dojke (MDA-MB-231) ispitivana je antikancerska aktivnost
kompleksa sa Sifovom bazom koji je sintetisan kondenzacijom 2-acetilpiridina i triptofana
(Cu(C18H16N302)22CH30H, Zn(C1gH16N30,)2-2CH3CH,0OH i Cd(CigH16N302)2:2CH30H). Sva
tri kompleksa inhibiraju proliferaciju ¢elija. Pored toga Sto pokazuje najvecu antiproliferativnu
aktivnost, kompleks Cd(C1gH16N30,)2'2CH3;0OH inhibira i aktivnost proteozomalnog
himotripsina i indukuje apoptozu (N. Zhang et al., 2012).

Na seriji kompleksa Pt(IT) sa Sifovih bazama, rastvornim u vodi, je ispitivana in vitro
antikancerska aktivnost na celije HL-60, KB, BGC-823, and Bel-7402. Jedan od kompleksa je
pokazao bolje dejstvo u poredenju sa cis-platinom na c¢elijskim linijama BGC-823 i HL-60, a
sliénu na Celijskoj liniji Bel-7402 (L.-J. Li et al., 2013).

Antikancerska aktivnost kompleksa Cu(Il) sa Sifovim bazama je ispitivana na HT-29
¢elijama raka debelog creva. Kompleks Cu(BrHAP),, ¢ija je struktura prikazana na Slici 2.12, je
ispoljio potentan proliferativni efekat (IC50 = 2.87 mg/mL posle 72 h), pri ¢emu su HT-29 ¢elije
usle u apoptozu.
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Slika 2.12. Kompleks Cu(BrHAP),.
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Pri koncentraciji od 6.25 mg/ml zabeleZena je hiperprodukcija ROS (eng. reactive oxygen
species), perturbacija potencijala mitohondrijalne membrane i curenje citohroma c. Utvrdeno je
da je mehanizam aktiviranja apoptoze kompleksom Cu(BrHAP), aktivacija sistema kaspaza 3, 7 i
9, $to ovaj kompleks svrstava u potencijalne kandidate za in vivo i klini¢ka ispitivanja (Hajrezaie

etal., 2014).

2.4. Hromatografija

Hromatografija je analiticka metoda koja omogucava razdvajanje, izolovanje,
identifikaciju 1 odredivanje sastojaka smeSe na osnovu procesa koji se deSavaju na granici dve
faze koje se ne mesaju. Komponente se raspodeljuju izmedu dve faze, stacionarne i mobilne.
Stacionarna faza moze biti neki ¢vrst, aktivan sorbent ili tanak film tecnosti koji je prevucen
preko ¢vrstog nosac¢a. U hromatografskom procesu uzorak u mobilnoj fazi (gas ili te¢nost) se
propusta kroz stacionarnu fazu, pri ¢emu dolazi do raspodele komponenti uzorka izmedu
mobilne i stacionarne faze. Ovaj prelazak komponente iz jedne u drugu fazu, deSava se sve dok
odnos koncentracija komponente u stacionarnoj i mobilnoj fazi ne dostigne konstantnu,
ravnoteznu vrednost. Ova vrednost se naziva koeficijent raspodele, a izraZzen je Nernst-ovim
zakonom raspodele:

Cs

K=—
Cm

gde je cs — koncentracija komponente u stacionarnoj fazi, a ¢, — koncentracija komponente u

mobilnoj fazi.

Na osnovu primenjene tehnike hromatografija se deli na kolonsku i planarnu, a na osnovu

razlike u polarnosti mobilne i stacionarne faze, hromatografija se moze podeliti na:
e normalno-faznu (NP) — kod koje je stacionarna faza polarnija u odnosu na mobilnu fazu
e reverzno-faznu (RP) — kod koje je stacionarna faza nepolarnija u odnosu na mobilnu fazu.

Tokom hromatografskog procesa komponente u uzorku ostvaruju razliite vrste interakcija, u
zavisnosti od svoje strukture i primenjenog hromatografskog sistema. Interakcije mogu biti

specifi¢cne (dipol-dipol, jon-dipol, vodoni¢ne veze) i nespecificne (hidrofobne, disperzione)
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(Ettre, 1993; Gault & McClenaghan, 2009; Manz, Pamme, & lossifidis, 2004; Miller, 2005; R.
Singh, 2002).

Planarna hromatografija je analiticka metoda koja se primenjuje za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu razli¢itih organskih i neorganskih supstanci. Zbog mogucnosti ostvarivanja
velikog broja interakcija, pri razdvajanju, tankoslojnu hromatografiju karakteriSe visoka
selektivnost. Razdvajanje supstanci se zasniva na dvema silama koje su suprotne u svom
delovanju: elucionoj moé¢i mobilne faze i zadrzavajucoj sposobnosti sorbenta. Vrste i jacina ovih
interakcija su uslovljene hemijskom prirodom svake od komponenata hromatografskog sistema
koga Cine ispitivana supstanca, stacionarna i mobilna faza. Ukoliko su uslovi pri kojima se vrsi
hromatografija stalni ili se kontrolisano menjaju, na osnovu retencionih parametara ispitivanih
supstanci, mogu da se dobiju brojne informacije o njihovoj strukturi i osobinama, kao i obrnuto
(Lukasz Komsta, 2008; Sarbu, Casoni, Darabantu, & Maiereanu, 2004).

TLC nalazi primenu u mnogim granama nauke i tehnologije. Siroko se primenjuje u
farmaceutskoj industriji, industriji hrane, kozmetologiji, biohemiji, klini¢koj hemiji, ekologiji i
zastiti zivotne sredine (Krasikov, 2003; Nyiredy, 2001).

Nepolarni sorbenti se najceS¢e koriste u kombinaciji sa polarnijim mobilnim fazama $to
predstavlja RP hromatografiju (Grinberg, 1990; L. Komsta, Waksmundzka-Hajnos, & Sherma,

n.d.; Sherma & Fried, 2003). Silika-gel se hemijskim reakcijama moze vezati sa organosilanima
razli¢itih duzina (dimetil, etil, oktil, undecil, oktadecil i fenil) (Slika 2.13).

Si—OH  zaostale silanolne grupe

Si\ siloksanske grupe

si°
CHg

Si—O—?i—(C Hs)17—CH3 oktadecil grupe
CHs

Slika 2.13. Strukturne formule grupa koje se nalaze na povrsini silika-gela C18.
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Osobine modifikovanih sorbenata zavise od postupka modifikacije, karakteristika
modifikatora i fizickih osobina upotrebljenog matriksa. NajéeSc¢e se kao osnova Koristi silika-gel,
zbog svoje postojanosti i visoke efikasnosti. Naj¢es¢i modifikator je oktadecil grupa i pri njenom
vezivanju 40-50 % silanolnih grupa ostaje nepromenjeno. Shodno tome, ove stacionarne faze,
najcesce, predstavljaju sorbente sa bifunkcionalnim grupama. U poslednje vreme modifikacije su
mnogo kompletnije, $to se postize blokiranjem zaostalih silanolnih grupa trimetilsilil-hloridom

(end-cupping). Na ovaj nacin je omogucena monofunkcionalnost modifikovanih sistema (Slika
2.14).

X X

T S T ST

o T ¢ T o e o T 9
- S'L-.oz Sli\o/&:’i ~0~ Slis.oz Sli \O/SI’L"O/ sli ~0~ Sli \o/sli ~0~ s"is.ozsli \O/Sli \OIS'L‘""
o o} o] o] o] o

o

I | | | | I | I | | I I |
Si Si.___-Si Si Si.___-Si i Si.___-Si Si Si._ -Si. __-Si
— ] ~o0~ | o~ | -.o,-'l ~o0~ | o~ | --0..-S||-.o/ ] o~ ] ~0~ | ~0~ ] o~ | Ofl -~

Slika 2.14. Blokiranje silanolnih grupa.

Mobilna faza je najceS¢e smeSa vode i organskog rastvarac¢a, mesljivog sa vodom.
Eluciona mo¢ mobilne faze raste sa udelom organskog modifikatora. Na Slici 2.15 dati su

organski modifikatori koji se najceS¢e primenjuju u RP hromatografiji.

metanol
acetonitril
etanol
izopropand opada polarnost
dimetiformamid raste eliciona moé
propanol

dicksan
tetrahidrofiran

Slika 2.15. Organski rastvaraci koji se najces¢i koriste kao modifikatori u RP

hromatografji.
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Mehanizam odvajanja na alkil-modifikovanim silika-gelovima nije potpuno razja$njen

(Gilbert, n.d.). Znacajan uticaj na retenciju odvajanih supstanci imaju slede¢i procesi:
a) Hidrofobne interakcije izmedu ispitivane supstance i stacionarne faze;

b) Silanofilne interakcije izmedu ispitivane supstance i nemodifikovanih povrSinskih silanolnih

grupa (ukoliko se ne koristi endcup sorbent);
) Solvatacija ispitivane supstance i/ili stacionarne faze organskom komponentom rastvaraca.

Adsorbovani molekuli ispitivanih supstanci se zadrzavaju na stacionarnoj fazi sve dok
koncentracija organskog modifikatora u mobilnoj fazi ne bude dovoljno visoka da desorbuje
molekule sa hidrofobne povrSine. Retencija u RP hromatografiji zavisi od hidrofobnih osobina
molekula, $to znac¢i da prisustvo polarnih grupa smanjuje retenciju. Nemodifikovane silanolne
grupe mogu da povecaju selektivnost pri odvajanju polarnih jedinjenja. Zbog prisustva silanolnih
grupa na povrSini sorbenta moguca su dva retenciona mehanizma koja se zasnivaju na
hidrofobnim i silanolnim interakcijama (Bij, Horvath, Melander, & Nahum, 1981; Nahum &
Horvath, 1981).

2.5. Lipofilnost i njen znacaj u dizajnu novih lekova

Lipofilnost je fizicko-hemijska karakteristika jedinjenja koja je u direktnoj vezi sa
pasivnim prolaskom jedinjenja kroz bioloske membrane, kao i njithovom rastvorljivos¢u. Takode
uti¢e 1 na uspostavljanje interakcija bioloski aktivnog jedinjenja i aktivnog mesta receptora.
Bioloska aktivnost molekula je uslovljena procesima njegove farmakokinetike (put od mesta
administracije leka do mesta dejstva) i njegove farmakodinamike tj. specificnosti samog dejstva.
Ova dva procesa zavise od ponasanja molekula u nevodenoj (npr. ¢elijska membrana) i vodenoj
sredini (npr. unutra$njost ¢elije) (Hansch & Fujita, 1964; Henchoz et al., 2009; Hill & Young,
2010; Waring, 2009).

Polarne 1 nepolarne interakcije nekog molekula u posmatranoj sredini odreduju lipofilnost
molekula. Londonove disperzione sile (nepolarne interakcije) mogu da se izraze preko
parametara kao Sto su zapremina molekula, polarizabilnost i molarna refraktivnost. Ovi
parametri predstavljaju hidrofobnost molekula koja pozitivno uti¢e na lipofilnost. Jon-jon, jon-

dipol, dipol-dipol interakcije i vodoni¢no vezivanje predstavljaju polarne interakcije i
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predstavljaju se pomocu elektronskih konstanti, dipolnog momenta ili parametara vodoni¢nog
vezivanja. Intramolekulske interakcije, odredene strukturnim karakteristikama molekula (npr.
supstitucija na aromaticnom ili heterociklicnom delu molekula, prisustvo 7 sistema i
intramolekulske vodoni¢ne veze) takode uti¢u na lipofilnost molekula. Priroda sredine u kojoj se
molekul nalazi (polarna ili nepolarna, proti¢na ili aproticna) uticu na konformacione promene u
molekulu. Pri razli¢itim konformacijama, dostupnost razlicitih grupa rastvaracu moze molekul da
ucini hidrofilnijim ili lipofilnijim manje ili viSe od ocekivanog. Takode i jonizacija znacajno
menja gore navedene osobine molekula (Dellis, Giaginis, & Tsantili-Kakoulidou, 2007; Gaillard,
Pierre-Alain, & Testa, 1994; Vrakas, Tsantili-Kakoulidou, & Hadjipavlou-Litina, 2003).

lako je lipofilnost samo jedan od faktora koji uti¢u na biolosku aktivnost supstance,
najéeS¢e ima najvise uticaja. Lipofilnost ima uticaja na transport supstance, njenu rastvorljivost,
reaktivnost i degradaciju, kao i na njenu formulaciju. Uticaj lipofilnosti je najveéi kada se
posmatra prolazak molekula kroz éelijsku membranu i gradenje kompleksa sa receptorom.
Celijska membrana je selektivno permeabilna i uglavnom se sastoji od fosfolipidnog dvosloja, pa
zbog toga lipofilnost aktivne komponente supstance najvise utice na njenu interakciju sa
lipidnom strukturom (Rutkowska, Pajak, & Jozwiak, 2013).

Lek-receptor interakcije se fundamentalno svode na iste medumolekulske sile koje
ucestvuju u raspodeli aktivne komponente leka izmedu vode i nemesljive organske faze (Fattori,
2004). Vezivanje u aktivnom mestu proteina se svodi na otpustanje vode iz Supljine aktivnog
mesta 1 njenu zamenu komponentom leka. Stoga je proces prepoznavajna uglavnom voden
entropijom. Samo vezivanje ima entalpijski doprinos kao posledicu interakcija izmedu lipofilnih
grupa (disperzione interakcije) (Klebe & Bohm, 1997). Slobodna energija lipofilnih interakcija
vezivanja je direktno proporcionalna lipofilnoj povrsini (Gao, Qiao, & Whitesides, 1995).

Kvantitativna procena lipofilnih osobina leka i receptora je efikasan deo racunskih
metoda koje se koriste u dizajnu lekova. Primena 3D molekularnog hidrofobnog potencijala
omogucava detaljnu procenu lipofilnih i/ili hidrofilnih osobina razliitih delova molekula 1
primenjuje se u molekulskom modelovanju ligand-receptor interakcija, najvise u docking
studijama (Efremov et al., 2007). Pored uticaja na farmakodinamiku leka, lipofilnost znacajno
utice 1 na ADMET osobine leka (eng. Adsorption, Distribution, Methabolism, Extrecion,

Toxicity). Particioni koeficijenti determiniSu mesto distribucije posle apsorpcije, brzinu
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metabolisanja i eliminaciju leka. Ekskrecija leka je povezana sa njegovom toksi¢nos¢u (Kerns,
2001; A. P. Li, 2001; D. A. Smith & van de Waterbeemd, 1999; Thompson, 2001). Svako
jedinjenje uneto u organizam je podlozno biotransformaciji i hepaticnoj i/ili bubreznoj
eliminaciji. Metabolizam leka u fazi I ukljucuje oksidaciju, redukciju i hidrolizu, dok se faza Il
odnosi na konjukciju jedinjenja. U fazi | se ili otkrivaju lipofilne grupe ili uvode i tako se
povecéava eliminacija iz organizma (Kansy, Senner, & Gubernator, 1998; van de Waterbeemd,
Smith, & Jones, 2001).

Apsorpcija leka u epidermi direktno je proporcionalna lipofilnosti. Medutim, molekuli
koji su izrazito lipofilni mogu da se imobiliSu unutar dermalne membrane (Cross, Magnusson,
Winckle, Anissimov, & Roberts, 2003). Oralno uneti lekovi prolaze kroz lipidni dvosloj
intestinalnog epitela. Lipofilniji molekuli lakSe prolaze do citoplazme, a samim tim i do
krvotoka. Intestinalna permeabilnost zavisi od vise faktora koji treba da se uzmu u razmatranje
(npr. jonizacija). Postoje model sistemi za njeno ispitivanje kao $to su Caco-2-cell sistem i
PAMPA (eng. Parallel artificial membrane permeability assay) (Borchardt, 2011; Kansy et al.,
1998).

Najveci izazov u dizajnu lekova je prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru mozga (eng.
Blood Brain Barrier, BBB). Ova barijera se sastoji iz mikrosudova endotelnih ¢elija sa tesno
vezanim celijama koje formiraju semipermeabilnu barijeru samo za molekule male veli¢ine.
Waterhause je postavio vezu izmedu lipofilnosti 1 moguénosti prolaska kroz BBB. BBB
pokazuje visoku permebilnost za lekove sa umerenom lipofilnos¢u (Waterhouse, n.d.). Smanjena
permeabilnost za neke lipofilne molekule je posledica nespecificnih interakcija leka sa
proteinima plazme. Posle apsorpcije, lek se reverzibilno vezuje za protein seruma i transportuje u
krvotok. Protein-lek kompleks se ponasa kao depo leka, dok slobodan lek u krvotoku reaguje sa
ciljnim receptorima i uti¢e na ekskreciju 1 eliminaciju. Vezivanje lekova za protein plazme 1

akumulacija u ¢elijama krvi je zavisna od lipofilnosti (Laznicek & Laznickova, 1995).

2.5.1. Odredivanje lipofilnosti

Najcesce se za izrazavanje lipofilnosti koristi podeoni koeficijent (logP), koji predstavlja

koli¢nik koncentracije rastvorene supstance u dve tecne faze u dodiru, koje se ne mesaju:
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C
log P = log =%
9 9c

W

Koncentracija supstance u vodenoj fazi je Cw, a Cp je koncentracija supstance u nepolarnom

organskom rastvaracu, 1-oktanolu (Hansch & Fujita, 1964).

Kako lipofilnost predstavlja afinitet molekula, ili dela molekula, ka lipofilnom okruzenju
izrazava se kao raspodela supstance u dvofaznom te¢no-te¢nom sistemu (oktanol-voda) ili
Cvrsto-teCnom sistemu (retencija u TLC ili HPLC sistemu u uslovima reverzno-fazne
hromatografije). Eksperimentalno odredivanje podeonog koeficijenta radi se metodom muckanja
(eng. shake flask) tako sto se sistem od dva rastvaraca (slabo mesljiva) mucka dok se u njemu
nalazi ispitivana supstanca. Po uspostavljanju ravnoteze i1 razdvajanju slojeva rastvaraca,
odreduje se koncentracija ispitivane supstance u svakoj od faza. Nedostatak ove klasicne metode
je sto dugo traje, zahteva veliku koli¢inu supstance i nemoguénost odredivanja podeonog
koeficijenta veéeg od 6 (dolazi do stvaranja emulzije 1-oktanol/voda) (Danielsson & Zhang,
1996; Finizio, Vighi, & Sandroni, 1997).

Retencioni faktor, dobijen hromatografijom na tankom sloju, odlicno se koreliSe sa
podeonim koeficijentom. lako je korelacija izmedu hromatografskih retencionih parametara i
logP gotovo idealna, razlika je o€igledna, jer u hromatografiji dolazi do viSe vrsta interakcija u
zavisnosti od prirode stacionarne i mobilne faze, kao i posmatrane supstance (A. J. Martin &
Synge, 1941).

Reverzno-fazna hromatografija na tankom sloju je najceS¢e primenjivana tehnika za
indirektno odredivanje lipofilnosti molekula. Upotreba binarnih sistema rastvaraca kod kojih
varira udeo organske komponente rastvaraa, omogucava dobijanje informacija o fizicko-
hemijskim 1 biohemijskim osobinama molekula. NajceSce koriS¢eni retencioni parametar u
tankoslojnoj hromatografiji, za izrazavanje lipofilnosti, je retenciona konstanta (Ry) koja
predstavlja logaritamsku funkciju eksperimentalno odredenog retencionog faktora, Rr (Bate-
Smith & Westall, 1950a; Bradfield & Bate-Smith, 1950):

Rm= |Og (l/RFf].)
Utvrdeno je da postoji bolja zavisnost i manja greSka izmedu strukture i Ry vrednosti u odnosu

na Re vrednost. Ry’ tj. parametar lipofilnosti dobija se kao Ry vrednost ekstrapolirana na 0%
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organskog rastvaraca tj. kao Ry vrednost u Cistoj vodi. IzraCunava se na osnovu linearne

zavisnosti Ry i koncentracije organske komponente u mobilnoj fazi ():
Rw= RMO + mo

U slucajevima kada se posmatra Sirok opseg sastava mobilne faze, navedena linearnost se menja,
Sto ukazuje na ¢injenicu da odnos izmedu Ry, vrednosti i udela organske komponente u mobilnoj
fazi, u odredenim slu¢ajevima, nije linearan u Sirokom opsegu sadrzaja organske faze (Gaica,
Opsenica, Solaja, Tesié, & Milojkovié-Opsenica, 2002; Soczewinski & Wachtmeister, 1962;
Torres-Lapasio, Rosés, Bosch, & Garcia-Alvarez-Coque, 2000).

Parametar lipofilnosti, RMO, se moze smatrati zamenom za podeoni koeficijent i
predstavlja kvantitativni retencioni deskriptor u tankoslojnoj hromatografiji. Uvodenjem
parametra lipofilnosti, sva jedinjenja ¢ija je lipofilnost odredena na ovaj nacin, mogu da se
porede. Vrednost nagiba (m) moze da se primeni kao mera lipofilnosti, jer odgovara hidrofobnoj
povrsini ispitivane supstance (Dabi¢ et al., 2011; Sarbu, Djakovi¢-Sekuli¢, & PeriSi¢-Janjic,
2002; Trifkovi¢ et al., 2010). Takode, mozZe da se odredi joS jedan parameter lipofilnosti, Cy. On
se izraCunava na osnovu retencionog parametra Ry° (odsecak) 1 hidrofobne specifi¢ne povrSine m

(nagib):
Ry

Cp =~

Parametri lipofilnosti, takode, mogu da se izraCunaju primenom razli¢itih programa.
Ovako dobijeni parametri mogu da se porede sa parametrima eksprimentalno dobijenim
reverzno-faznom hromatografijom. Prva fizicko-hemijska karakteristika za koju su razvijene
metode predvidanja je lipofilnost. Do danas je razvijeno preko dvadeset softverskih paketa za

izraCunavanje parametara lipofilnosti. Svi softveri koriste dva pristupa ra¢unanja:

1. Metode koje se zasnivaju na podstrukturama (eng. Substructure-Based Methods). Postoje dva
pristupa ovoj metodi: atomski, gde se sabiraju doprinosi pojedina¢nih atoma u molekulu, 1
fragmentacioni, gde se posmatra odnos fragmenata u molekulu i njihov korekcioni faktor
usled intramolekulskih interakcija (Leo, 1993; Mannhold, 2008; Rekker, Mannhold, Bijloo,
de Vries, & Dross, 1998).

2. Metode koje se zasnivaju na odgovaraju¢im osobinama molekula (eng. Property-Based

Methods). Ove metode podrazumevaju koris¢enje deskriptora koji opisuju ceo molekul
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(trodimenzionalni i1 topoloski deskriptori) 1 zasnivaju se na empirijskim zavisnostima ili na 3D

strukturi molekula (Jurani¢, Drakuli¢, Petrovi¢, Mijin, & Stankovi¢, 2006; Mannhold, 2008).

Neki od softverskih paketa koji se zasnivaju na fragmentacionim metodama su npr.
Fujita-Hansch-ova metoda (Fujita, Iwasa, & Hansch, 1964), Rekker-ova metoda (Rekker, 1977),
Hancsh-Leo-ova metoda (Flynn, 1980) kojima se izra¢unavaju KlogP, ClogP, KOWWIN i
ACD/Log. Softverskim paketima sa atomskim pristupom mogu da se izraCunaju TSAR,
ALOGP98 PrologP, MOLCAD i XLOG.

Racunske metode mogu izracunati logP ¢ak i molekula velike lipofilnosti. Kod slozenih
molekula sa fragmentima koji se ne nalaze u bazama podataka ili kod molekula sa interaktivnim
funkcionalnim grupama racunske metode pokazuju izvesne nepreciznosti. IzraCunavanja su
najmanje precizna za tautomerne, cviter-jonske, naelektrisane molekulske strukture, tj. molekule

koji grade jake vodoni¢ne veze.

2.6. Kvantitativna veza izmedu strukture, aktivnosti i retencije molekula

Bioloska aktivnost nekog jedinjenja zavisi od njegove strukture, kao i od fizickih i
hemijskih osobina. Veza izmedu strukture i aktivnosti jedinjenja se ispituje QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationships) studijama. Parametri koji povezuju strukturu jedinjenja sa
njegovom bioloSkom aktivno$¢u mogu biti strukturni (elektronski, topoloski 1 geometrijski) 1
fizi€ko-hemijski (hidrofobni, sterni 1 elektronski) parametri. QSAR omogucava da se na osnovu
strukture jedinjenja i ispitanih bioloskih aktivnosti, postavi model po kome moze da se predvidi

bioloska aktivnost strukturno sli¢nih jedinjenja (Cronin, 2010; Devillers, 1996; Roy et al., 2015).

Fizioloski efekat supstance u biolosSkom sistemu (®) je u funkciji njene hemijske

strukture (C):
@ =f(C)

Promena u strukturi jedinjenja AC, uti¢e na promenu bioloske aktivnosti, A® (Royal Society of
Edinburgh., 1966).

Meyer prvi sugeriSe da se narkoti¢ko dejstvo grupe jedinjenja menja u saglasnosti sa

njihovim particionih koeficijentom, odredenom u sistemu maslinovo ulje/voda (Meyer, 1899).
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Korelacije izmedu strukture i aktivnosti nekih regulatora rasta biljaka kao i njihovu zavisnost od
Hammetove konstante i hidrofobnosti utvrdili su Hansch i saradnici jo§ 1962. godine (Hansch et
al., 1963; Hansch, Maloney, Fujita, & Muir, 1962). Citave serije particionih koeficijenata
odredene su uvodenjem sistema oktanol/voda, na osnovu cega je uvedena nova skala

hidrofobnosti. Relativna hidrofobnost supstituenata je okarakterisana parametrom 7:
n=log Py —log Py

gde Py i Py predstavljaju particione koeficijente derivata i pocetnog molekula. Bioloska aktivnost
grupe srodnih jedinjenja primenom kombinovanog modela opisana je u daljim radovima Hansch

i saradnika:
Log1l/Csp=am+be+cS+d

gde je Csp, koncentracija supstance koja izaziva efekat smrtnosti bakterija i gljivica od 50%, 7« je
parametar hidrofobnosti, € elektronski parametar, dok S predstavlja sterne karakteristike (Hansch
& Fujita, 1964). Obrazlozenje ove jednacdine dato je kroz hipotezu da relativna aktivnost bioloski
aktivnog molekula zavisi od verovatno¢e da molekul pride mestu akcije, verovatnoce da
interaguje sa odgovaraju¢im centrom i njegove spoljasnje koncentracije i doze (McFarland,

1970).
Jedna od metodologija je i Free-Wilson pristup koji se definise slede¢om jednaéinom:
BA=Xajxi+u

gde je BA bioloska aktivnost, a; je doprinos svake strukturne karakteristike, Xj oznacava
prisustvo (x;=1) ili odsustvo (x;=0) pojedinih strukturnih fragmenata, dok je u srednja vrednost

doprinosa pocetnog molekula (Kubinyi, 1988).

Ispitivanje kvantitativnog odnosa strukture i retencije (Quantitative Structure-Retention
Relationships, QSRR) nastaje kao rezultat primene metodologije koja se koristi u ispitivanjima
QSAR na analizu hromatografskih podataka (Cazes, 2010; DANIELSSON & ZHANG, 1996;
Héberger, 2007; Put & Vander Heyden, 2007; Q. S. Wang & Zhang, 1999). Retencioni podaci za
dovoljno veliku grupu jedinjenja i set razli¢itih parametara koji opisuju strukturne karakteristike
tih jedinjenja (deskriptori) su potrebni za QSRR analize. Pored ulaznog seta podataka, dobrog

odabira ispitivanih jedinjenja i njihovih deskriptora, za dobar QSRR model neophodna je i
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primena statisti¢ke analize (Kaliszan, 1999; Y. Polyakova, Jin, & Row, 2006; Y. L. Polyakova &
Row, 2005).

Razlicite statisticke tehnike se koriste za dobijanje i optimizaciju QSRR modela: Analiza
osnovnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA), viSestruka linearna regresija
(Multiple Linear Regression, MLR), klasterska analiza (Cluster analysis), regresija glavnih
komponenata (Principal Component Regression, PCR), regresija metodom delimi¢nih-najmanjih
kvadrata (Partial Least Square, PLS), vestacke neuronske mreze (Artificial Neural Networks,
ANN) (Varmuza & Filzmoser, 2009). Analiza glavne komponente (PCA, Principal Component
analysis) je tehnika multivarijantne analize koja se koristi za redukovanje koli¢ine podataka,

kada je prisutna korelacija.

QSRR modeli mogu da predvide retenciju novih, strukturno sli¢nih jedinjenja,
identifikuju deskriptore koji uti¢u na ponasanje jedinjenja u ispitivanim hromatografskim
uslovima objasne mehanizme razdvajanja u istim, kao i da predvide biolosku aktivnost (Ahmad,
Qasimullah, Muzaffar, Andrabi, & Qureshi, 1996; Tibor Cserhati, 1994; Koba, Baczek, &
Marszatt, 2012; L.-T. Qin, Liu, Chen, Xiao, & Wu, 2013).

Molekulski deskriptori predstavljaju numericku reprezentaciju hemijskih informacija
sadrzanih u molekulu. Izratunavanje ovih parametara se vrsi na osnovu topologije, geometrije,
hemijske strukture, povrSinske potencijalne energije i talasne funkcije ispitivanog jedinjenja.
Podela deskriptora se vrsi na osnovu prirode osobine koju opisuju: elektronske osobine molekula
(naelektrisanje, polarizabilnost, dipolni momenat, razlicite vrste energija), sterne karakteristike
molekula, topoloske osobine molekula, sposobnost gradenja vodoni¢nih veza i lipofilnost
(Consonni & Todeschini, 2010; Ehresmann, Martin, Horn, & Clark, 2003; L. He & Jurs, 2005;
Nagaosa, Kawabe, & Bond, 1991). U zavisnosti od nacina na koji se izra¢unavaju, deskriptori se
dela na: 1D deskriptore koji kvantifikuju neku osobinu u celini (npr. logP i molarna
refraktivnost); 2D (topoloski indeksi) ili 3D deskriptori (farmakokineticki deskriptori)
(Bajoratht, 2001; Todeschini, Lasagni, & Marengo, 1994). Noviji softveri mogu da izra¢unaju
preko 2000 razlicitih molekulskih deskriptora (Gervasi et al., 2008). Jednostavnije molekulske
deskriptore mogu da izracunaju i najjednostavniji softverski paketi za crtanje hemijskih struktura

molekula. Najcesce korisc¢eni deskriptori dati su u Tabeli 2.1.
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Tabela 2.1. Najcesce korisc¢eni deskriptori

Fizi¢ko-
Hemiiski Relativna molekulska masa, gustina, hidrofobne konstante, rastvorljivost,
emijski

) ) solvatohromni parametri, particioni koeficijenti, temperatura kljucanja

deskriptori
_ Hammet-Taftova konstanta, elektronska gustina, reaktivnost n-veze,

Elektronski o ) ) ) ) S

) ) elektronska polarizibilnost, dielektricna konstanta, dipolni moment, jonizacioni
deskriptori 3 o

potencijal, elektronski afinitet

Topoloski fragmenti atoma i hemijske veze, substrukture, okolina substrukture, broj
parametri ugljenikovih atoma, broj prstenova, molekularna povezanost

Geometrijski  van der Waalsov volumen, povr$ina van der Waalsove ovojnice, Taftov stericki

deskriptori parametar, Verloopova duzina, Verloopova Sirina

Deskriptori su nasli primenu u viSe ispitivanja kao §to su analiza odnosa strukture i
osobina molekula (QSPR, Quantitative Structure—Property Relationships), kao i ve¢ pomenutim
QSRR i QSAR ispitivanjima. NajceS¢e koris¢ena matematicka tehnika za dobijanje QSAR
modela je multilinearna regresiona analiza (MLR). Multilinearna regresiona analiza daje
rezultate lake za interpretaciju i razumevanje, na osnovu kojih se dobijaju korelacije izmedu
zavisno promenljivih, Y, (eksperimentalno odredena karakteristika, npr. bioloSka aktivnost) 1 X,

(npr. molekulski deskriptori):
Y =b +aXj +cXot ...
Sledece pretpostavke se primenjuju pri dobijanju korelacija (Y. C. Martin, 2010):

1. Nezavisno promenljive, koje u ovom slucaju obi¢no predstavljaju fizicko-hemijske

parametre, su merene bez ikakve greske.
2. Zasvaku datu vrednost X, veli¢ina Y je nezavisna i sledi normalnu distribuciju.
3. Ocekivana srednja vrednost promenljive Y, za sve vrednosti X, lezi na pravoj liniji.

4. QOdstupanje od prave linije je konstantno.
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Parametri kvaliteta fitovanja u MLR-u su r? (kvadratni korelacioni koeficijent), MSE
(srednja kvadratna greska) i F vrednost (FiSerova vrednost znaCajnosti). Izracunavanjem
unakrsnog-validacionog parametra r?, proverava se sposobnost predvidanja dobijenog modela.

Vrednost r’ ¢ija je definisana slede¢om jednaginom:
’ow=1-PRESS/SSY

gde je: PRESS akronim za sumu kvadrata predvidenih rezidua i pokazuje sposobnost predvidanja
predlozenog modela, dok je SSY suma vrednosti kvadratnih devijacija zavisnih promenjivih od
njihovih srednjih vrednosti. U MLR metodi se svako merenje zasebno izostavlja, pa nema
potrebe za izborom drugog seta uzoraka ili podele postojeéeg seta na dva. Za izraCunavanje
regresija i procenu vrednosti izostavljenog merenja se koristi preostalih (n-1) merenja. Sve ovo

se ponavlja po jednom za svako merenje (Y. C. Martin, 2010).

2.7. Eseji za merenje vijabilnosti i proliferacije ¢elija kao i evaluaciju apoptoze

Vijabilnost ¢elija se definiSe kao broj zdravih ¢elija u uzorku, dok celijska proliferacija
predstavlja vitalni indikator razumevanja mehanizma delovanja odredenih gena, proteina i
signalnih puteva ukljucenih u Celijski ciklus ili ¢elijsku smrt nakon S§to se one izloze dejstvu
nekog agensa. Eseji za Celijsku citotksi¢nost i proliferaciju su u generalnoj upotrebi za ispitivanje
uticaja hemijskih supstanci na ¢elijama, gde se moZe uociti da li odredena supstanca dovodi do
proliferacije Celija ili ima citotoksic¢an efekat na iste. Postoje varijacije eseja koji se razlikuju na
osnovu toga da li se prati odredena ¢elijska funkcija kao npr., enzimska aktivnost, permeabilnost
¢elijske membrane, cCelijske adherentnosti, produkcija ATPa, ko-enzimske produkcije itd. Na
osnovu toga ovi eseji se mogu klasifikovati u razli¢ite kategorije: 1) metoda iskljucivanja boje;
2) metode bazirane na metobolickim aktivnostima; 3) ATP esej; 4) sulforodamin B esej; 5)
proteaza vijabilni marker esej; 6) esej klonogenog Celijskog prezivljavanja; 7) esej proliferacije
¢elija sa DNK sintezom; i 8) Raman mikro-spektroskopija (Adan, Kiraz, & Baran, 2016; Prabst,
Engelhardt, Ringgeler, & Hiibner, 2017). Bez obzira koji tip eseja se koristi, neophodno je da se

zna koliko vijabilnih ili zdravih ¢elija ostaje na kraju eksperimenta.

Jedna od najcesce koris¢enih metoda, bazirana na metabolickim aktivnostima, jeste tzv.

MTT esej. U kulturi ¢elija, prva i najceSée koriS¢ena tetrazoliumova so je MTT (3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) koja je uvedena od strane Mosmann-a za
merenje proliferacije i1 citotoksi¢nosti u savremenom pristupu koris¢enjem plocice sa 96 bunara
(Mosmann, 1983). Zbog lipofilnih bo¢nih grupa i ukupnog pozitivnog naelektrisanja MTT je
sposoban da prode kroz ¢elijsku membranu. MTT se smanjuje u prezivljavaju¢im celijama
pomocu mitrohondrijalnih ili citoplazminih enzima kao sto su oksidoreduktaze, dehidrogenaze,
oksidaze 1 perkosidaze, koriste¢i NADH, NADPH, sukcinat ili piruvat kao elektronski donor.
Ovo rezultuje konverziom MTT u jedinjenje formazan (Berridge, Herst, & Tan, 2005). Na ovaj
nacin, MTT esej odreduje broj vijabilnih ¢elija prateci aktivnost mitohondrija, §to je povezano sa
koli¢inom formiranih kristala formazana. Celije koje se nalaze u bunarima se stimuli$u
odredenim agensom u razli¢itim koncentracijama, gde se nakon odredenog perioda inkubacije
(24, 48h) dodaje MTT 1 prati proliferacija i vijabilnost ¢elija. Proliferativne ¢elije sadrze visoku
moguénost konverzije MTTa, dok mrtve ¢elije imaju manju mogucnost konverzije. Nakon
aplikacije MTTa, kristali formazana se solibilizuju pomocéu dimetilsulfoksida ili Na-
dodecilsulfata. Merenje oslobodenog formazana se prati spektrofotometrijski na talasnim

duzinama od 540-720 nm.

Ovaj esej se najcesce koristi za odredivanje citotoksicnog efekta razli¢itih agenasa pod
razli¢itim uslovima ili razli€itim koncentracijama. Takode, moguce je odrediti IC50 vrednost
aplicirane supstance (eng. 50% half maximal inhibitory concentration), tako §to se poredi
vijabilnost kontrolne grupe (ne tretiranih ¢elija) sa grupom ¢elija koje su stimulisane suptancom.
Esej je pogodan za testiranje potencijalnih supstanci za primenu u medicini. Sa druge strane esej
nije pogodan za razlikovanje citotoksi¢nih od citostatickih agenasa, jer rezultati ne bi bili
ispravni zbog smanjivanja broja celija. Pri tome, ova metoda ne racuna koji udeo ¢elija ide u
nekrozu, a koji u apoptozu. Ova dva parametra, kao i vijabilnost ¢elija, mogu da se odrede
pomocu pristupa proto¢ne citometrije koriste¢i propidijum-jodid (PI) i fluorescein izocijanat

obelezen Aneksin V.

Apoptoza kao programirana Celijska smrt igra glavnu ulogu u homestazi ¢elija i tkiva.
Razumevanje bazi¢nog mehanizma apoptoze dovodi do potencijalnih targeta u razvoju tretmana
za razne bolesti. Samim tim Aneksin V apoptoza esej je jedna od boljih metoda za odredivanje
biloske aktivnosti neke novosintetisane supstance. Vijabilne ¢elije sadrze asimetri¢nu distribuciju
razlicitih fosfolipida izmedu unutrasnje i spoljaSnje plazma membrane. Kada dode do promene u

asimetri¢nosti ¢elijske membrane, ¢elija moze uci u programiranu ¢elijsku smrt, tzv. apoptozu
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(Homburg et al., 1995; van Engeland, Nieland, Ramaekers, Schutte, & Reutelingsperger, 1998;
Vermes, Haanen, Steffens-Nakken, & Reutelingsperger, 1995).

Aneksin V (35-36 kDa) je Ca** zavisan fosfolipidno vezujuéi protein koji ima visoki
afinitet vezivanja za negativna naelektrisanja fosfolipida najvise za fosfatidil-serin (sa
konstantom vezivanja Kd~5 x 10?). Protein moZe biti konjugovan sa fluorohromom kao npr.
FITC. S obzirom da se eksternalizacija fosfolipida deSava u ranoj fazi apoptoze, bojenje celija
Aneksinom V-FITC moze da identifikuje apoptozu u ranijem stadijumu, za razliku od eseja koji
su bazirani na promenama DNK molekula. Medutim, u kasnijoj fazi apoptoze Aneksin V ne
moze da razlikuje koje su Celije usle u apoptozu, a koje su postale nekrotiéne. Moguce je da se
¢elije boje i vijabilnom bojom propidijum jodida. Bojenjem propidijum-jodidom omogucava se
detekcija rano apoptoticnih ¢elija (pro-apoptoticne Celije) tako $to se na protocnoj citometriji one
ne boje sa PI ve¢ samo Aneksin V-om. Na primer, ¢elije koje se razmatraju da su vijabilne su
FITC Aneksin V i Pl negativne, pro-apoptoti¢ne Celije su FITC Aneksin V pozitivne dok Pl
negativne, apoptoti¢ne Ceije su duplo pozitivne Celije (FITC Aneksin V i Pl pozitivne), dok
nekroti¢ne celije su obojene isklju¢ivo Pl (FITC Aneksin V negativne Pl pozitivne). Princip
metode je poprilino isti kao kod MTT eseja. Nakon inkubiranja celija sa odredenom
supstancom, ¢elije se boje FITC Aneksinom V i P1, ispiraju i analiziraju na proto¢noj citometriji.
Kod zdravih ¢elija i kancerskih €elijskih linija uzimaju se sve ¢elije u obzir. Nakon toga traze se
¢elije koje nisu agregirale ili ve¢ umrle, tzv. ,,single cells* kod kojih se potom prati obojenost
gore navedenim bojama. Tipi¢an primer strategije za analizu apoptoze proto¢nom citomterijom

na zdravim ¢elijama iz krvi moze se naéi na Slici 2.16.
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Slika 2.16. Primer strategije za analiziranje apoptoze proto¢nom citometrijom.
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2.8. Metode za proucavanje protein-ligand interakcija

Razumevanje nekovalentnih, reverzibilnih interakcija malih molekula sa proteinima je od
sustinskog znacaja za proucavanje biohemijskih procesa, samim tim i transporta aktivne
supstance do ciljnog mesta. Neke od tehnika za detaljnu termodinamicku i kinetiCku
karakterizaciju protein-ligand interakcija su UV/VIS spektrofotometrija, CD spektroskopija,
spektrofluorimetrija, termoforeza na mikroskali, izotermalna titraciona mikrokalorimetrija,
rezonancija povrSinskog plazmona i molekulski doking (Du et al., 2016; Jerabek-Willemsen,
Wienken, Braun, Baaske, & Duhr, 2011; McDonnell, 2001; Nienhaus, 2005; Williams, 2013).

2.8.1. Spektrofluorimetrija

Jednostavnost i visoka osetljivost su razlozi zbog kojih je spektrofluorimetrija jedna od
najviSe primenjivanih metoda za proucavanje protein-ligand interakcija. Fluorescencija je
fenomen emisije svetlosti pri prelasku ekscitovanih elektrona, u molekulima sa konjugovanim

vezama, na osnovni nivo.

Spektrofluorimetrijski  se najceS¢e prati fluorescencija proteina kada se vrSsi
karakterizacija vezivanja liganada za proteine. Aromati¢ni aminokiselinski ostaci pokazuju
fluorescenciju, pa se na osnovu toga spektrofluorimetrijom mogu ispitivati protein-ligand
interakcije. Zbog veceg apsorpcionog koeficijenta i veéeg kvantnog prinosa fluorescencija
triptofana dominira u odnosu na fluorescenciju tirozina i fenilalanina (Lakowicz, 2006;
Williams, 2013).

Emisione karakteristike ostataka triptofana su osetljive na promene u okruzenju, pa se
promene u emisionom spektru javljaju i pri najmanjim konformacionim promenama, vezivanju
supstrata, asocijaciji subjedinica ili denaturaciji proteina (Lakowicz, 2006). Fenomen gasenja
fluorescencije (engl. fluorescence quenching) podrazumeva svaki proces koji dovodi do
smanjenja intenziteta fluorescencije. On se koristi za odredivanje konstanti vezivanja, kao i za
lokalizaciju fluorofore u strukturi makromolekula. Transfer protona ili elektrona, transfer
energije, intramolekulske reakcije i konformacione promene su mehanizmi koji dovode do
gaSenja fluorescencije. Dinamicko gaSenje nastaje usled sudara fluorofore u ekscitovanom stanju

sa drugim molekulom, a staticko usled formiranja nefluorescentnog kompleksa (Ghisaidoobe &
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Chung, 2014a). Sa aspekta proucavanja protein-ligand interakcija, staticko gaSenje fluorescencije

ukazuje na postojanje protein-ligand kompleksa.

2.8.2. CD spektroskopija

Jedna od karakteristika proteina je njihova hiralnost. CD spektroskopija je nedestruktivna
tehnika koja moZze dati informacije o vezama i strukturama unutar molekula koje su odgovorne
za hiralnost molekula. Cirkularni dihroizam (CD) je razlika u apsorpciji levo i desno cirkularno
polarizovane svetlosti u rastvoru ispitivane supstance. Hromofore u CD spektrometriji su
peptidne veze (apsorpcija ispod 240 nm), aromatiéne aminokiseline (apsorpcija od 260-320 nm) i
disulfidne veze (apsorpcija oko 260 nm) (Williams, 2013). Razli¢ite sekundarne strukture
proteina imaju razlicit intenzitet i polozaj pikova, kao i razli¢it oblik traka u CD spektrima, stoga
se cirkularni dihroizam koristi za izu¢avanje sekundarnih struktura proteina. Brojni algoritmi,
kao i neke jednostavne matemati¢ke formule se koriste za procenu sekundarnih struktura u

proteinima (Kelly, Jess, & Price, 2005).

Vezivanjem malog molekula (liganda) za protein dolazi do promene strukture, pa
pracenjem sekundarnih struktura moZe da se ispita uticaj vezivanja liganda na konformaciju
proteina (Greenfield, 2006). Signali izmedu 260 i 320 nm uglavnom poti¢u od aromati¢nih
aminokiselinskih ostataka (triptofan oko 290 nm, tirozin izmedu 275-282 nm, fenilalanin izmedu
255-270 nm). Od broja aromati¢nih aminokiselina, njihove mobilnosti, mikro-okruzenja (u
smislu polarnosti) i rasporeda u prostoru zavise oblik i intenziteti signala u CD spektru proteina,
pa na osnovu njih se moze utvrditi da li dolazi do konformacionih promena proteina vezivanjem

liganda (Kelly et al., 2005).

2.8.3. Molekulski doking

Molekulski doking je racunarska metoda za in silico predvidanje afiniteta i nacina
vezivanja molekula, uglavnom liganada za biomolekule (proteine i nukleinske Kkiseline).
Koriste¢i poznate 3D strukture proteina i liganda, protein-ligand doking nastoji da predvidi

strukturu kompleksa koji nastaje. Zbog moguénosti pretrazivanja velikih biblioteka molekula, u
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cilju pronalazenja mogucih lekova, doking je naSao primenu u dizajnu novih lekova. Poslednjih

godina je razvijen veliki broj softverskih paketa za doking (Du et al., 2016).

Dve osnovne komponente doking metoda za izucavanje protein-ligand interakcija su
algoritam za pretrazivanje, i funkcija bodovanja (engl. scoring function). Prva komponenta
podrazumeva pronalazenje konformacija i orijentacija u kojima se ligand vezuje za odredeni
protein, a druga komponenta se odnosi na identifikaciju mesta vezivanja, nafin vezivanja i

procenu afiniteta vezivanja (Du et al., 2016; Halperin, Ma, Wolfson, & Nussinov, 2002).

Glavni izazov prilikom pronalazenja konformacije i orijentacije liganda je fleksibilnost
sistema. Efikasnost dokinga je odreden brojem stepeni slobode. Ukoliko bi u obzir uzeli sve
moguce stepene slobode koji postoje u biloSkim sistemima (fleksibilnost liganda i1 proteina,
kretanje 1 orijentacija molekula rastvaraca i okolnih jona), proracuni bi bili previse komplikovani
i praktiéno neizvodljivi na dana$njim radunarskim sistemima. Cak i sistem, koji se sastoji samo
iz liganda 1 proteina, sadrZi prevelik broj stepeni slobode, pa su potrebne dodatne aproksimacije
da bi se ovakvi proracuni efikasno izvodili. Ranije, kada su racunari bili sporiji 1 manjeg
kapaciteta memorije, koriS¢ena je aproksimacija rigidnog tela koja je podrazumevala da 1 ligand 1
protein ne mogu da menjaju svoju konformaciju tokom samog proracuna. Danas se uglavnom
koriste modeli u kojima se ispituju svi stepeni slobode liganda, dok je struktura proteina rigidna.
Sa povecanjem brzine racunara sve ¢es¢e se primenjuju metode fleksibilnog dokinga u kojima su
i ligand i bo¢ni aminokiselinski ostaci u aktivnom mestu proteina potpuno fleksibilni (Huang,
Grinter, & Zou, 2010; Kroemer, 2007; Sliwoski, Kothiwale, Meiler, & Lowe, 2013; Sousa,
Fernandes, & Ramos, 2006). Da bi se ispitala fleksibilnost celog proteina i njen uticaj na afinitet
vezivanja liganda uglavnom se uporedo sa doking metodom rade i molekulsko dinamicki

proracuni samog proteina i/ili protein-ligand sistema.
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3. NASI RADOVI

3.1. Ispitivanje uticaja organskog modifikatora na odredivanje

lipofilnosti

3.1.1. Materijal i metode
3.1.1.1. Ispitivana jedinjenja

Ispitivano je 12 Sifovih baza, derivata B-diketona (Tabela 3.1.1, Slika 3.1.1), kao i 9
Sifovih baza derivata aromati¢nih karbonilnih jedinjenja (Slika 3.1.2, Tabela 3.1.2). Sinteze su

uradene prema podacima datim u literaturi (Baosi¢, Milojkovi¢-Opsenica, & Tesi¢, 2007;Blagus,

Cinci¢, Fris¢i¢, Kaitner, & Stilinovi¢, 2010; Blagus & Kaitner, 2011a, 2011b, 2011c, 2011d,
2011e).
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Slika 3.1.1. Strukture ispitivanih Sifovih baza derivatap-diketona.
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Tabela 3.1.1. Strukture ispitivanih Sifovih baza derivata p-diketona

O O
)J\)\ /B\ J\)J\
R N N R

1

H H
Br. jedinjenja  Sifova baza R R, B
(1) H, (acac,en)® CH; CH, CH,CH,
2) H, (acac phacacen)” CH;  CgHs CH,CH,
3 H, (phacacen) CHs Ce¢Hs CH.CH,
4) H, (phacac tfacacen)® CeHs CF; CH,CH,
5) H, (acac tfacac en) CH; CF; CH,CH,
(6) H, (tfacac,en) CF; CF; CH,CH,
7) H, (acac, pn) ° CH; CH;  CH(CH3)CH,
(8) H, (acac phacacpn) CH; CeHs  CH(CH3)CH,
€)] H, (phacac,pn) CHs C¢Hs  CH(CH3)CH,
(20) H, (phacac tfacacpn) CHs CF; CH(CH3)CH;,
(1) H, (acac tfacacpn) CH; CF; CH(CH3)CH,
(12) H, (tfacac,pn) CF; CF; CH(CH3)CH,

3acac = pentan-2,4-dion, en = etan-1,2-diamin; ° phacac = 1-phenilbutan-1,3-dion;

tfacac = 1,1,1-trifluoropentan-2,4-dion; “ pn = propan-1,2-diamin

Ispitivan set Sifovih baza, koji su derivati f-diketona (Tabela 3.1.1, Slika 3.1.1) sadrze
etan-1,2-diamin ili  propan-1,2-diamin kao aminski deo i pentan-2,4-dion i/ili
1-fenilbutan-1,3-dion, pentan-2,4-dion i/ili 1,1,14rifluoropentan-2,4-dion i 1,1,14rifluoro-
pentan-2,4-dion i/ili 1-fenilbutan-1,3-dion. Sifove baze, koje su derivati aromati¢nih karbonilnih
jedinjenja (Slika 3.1.2), su sintetisane iz 0-, m- i p-fenilendiamina (kao diamina) i salicilaldehida,

2-hidroksinaftaldehida, vanilina, 2-hidroksiacetofenona i 2-hidroksibenzofenona.
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Slika 3.1.2. Strukture ispitivanih Sifovih baza derivata aromatiénih karbonilnih jedinjenja

Tabela 3.1.2. Nazivi ispitivanih Sifovih baza derivata aromatiénih karbonilnih jedinjenja

Jedinjenje  TUPAC ime Boja
1 2-[1-(2-Aminofenilimino)etil]fenol Zuta
2 2-[1-(3-Aminofenilimino)etil]fenol Braon-zuta
3 1,4-Bis(2-hidroksibenzilidenamino)benzen Narandzasta
4 1,2-Bis(2-hidroksi-1-naftilmetilidenamino)benzen Crna
5 1,3-Bis(2-hidroksi-1-naftilmetilidenamino)benzen Oker
6 1,4-Bis(2-hidroksi-1-naftilmetilidenamino)benzen Braon
7 1,2-Bis(2-hidroksi-3-metoksibenzilidenamino)benzen Narandzasta
8 1,3-Bis(2-hidroksi-3-metoksibenzilidenamino)benzen Narandzasto-crvena
9 1,4-Bis(2-hidroksifenilbenzilidenamino)benzen Crvena
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3.1.1.2. Hromatografija

Za proucCavanje uticaja organskog modifikatora na hromatografsko ponasanje ispitivanih
jedinjenja i odredivanje parametara lipofilnosti primenjena je tehnika horizontalne tankoslojne
hromatografije. Koris¢ene su komercijalno dostupne ploce RP-18 Fys,4 silika-gela (Merck,
Darmstadt, Nemacka), veli¢ine 10x10 cm. Kao mobilna faza je primenjena smeSa organskih
modifikatora i vode, u kojima je njihov odnos variran od 20:80 do 80:20 u inkrementima od 10
vol%. U Tabeli 3.1.3 su dati koris¢eni organski modifikatori i to 5 monokomponentnih i 4

dvokomponentna (zapreminski odnos 1:1).

Tabela 3.1.3. Primenjeni organski modifikatori u mobilnoj fazi

o8]
=

Sastav

metanol (MeOH)
tetrahidrofuran (THF)
acetonitril (ACN)

aceton (Ac)

n-propanol (nPrOH)

acetonitril : metanol (1:1)
acetonitril : tetrahidrofuran (1:1)
acetonitril : aceton (1:1)
metanol : tetrahidrofuran (1:1)

© 00 N O O b W DN B

Na ploce je nanoSeno po 1,0 puL sveZe pripremljenih rastvora ispitivanih supstanci
koncentracije 5 mg/mL. Posle suSenja nanetih zona, hromatografsko razvijanje je uradeno u kadi
za horizontalnu hromatografiju (Camag horizontal HPTLC developmentchamber in the tank
configuration). Pre razvijanja, ploc¢e su 30 minuta ekvilibrisane parama rastvaraca. Svi koris¢eni
rastvaraGi su bili analiticke Cistoée. Posle razvijanja hromatograma, zone ispitivanih Sifovih
baza, derivata aromati¢nih karbonilnih jedinjenja, su bile obojene njihovom sopstvenom bojom
(Tabela 3.1.2), dok su zone Sifovih baza, derivata p-diketona, detektovane pomoéu UV lampe.
Dobijeni retencioni parametri, Rg vrednosti, predstavljaju srednju vrednost tri merenja. Sva

merenja su uradena na sobnoj temperaturi(22 + 2°C).
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3.1.1.3. Izracunavanja

Odredivanje molekulskih deskriptora ispitivanih Sifovih baza je uradeno u programskom
paketu Schrodinger Suite 2017-1 (Schrodinger Release 2017-1: Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2017). Molekulske strukture su generisane koriste¢i Maestro 11.1. Potom je izvrSena
konformaciona analiza koris¢enjem Conformational Search iz modula Macromodel V11.6. Za
konformacionu analizu koris¢eno je polje sila OPLS-2005, a kao rastvara¢ voda. Generisane
strukture su energetski minimalizovane Polak-Ribiere konjugovanim gradijentom sa maksimalno

2500 koraka. Strukture su precis¢ene tako $to su odbacene one koje se ponavljaju.

Molekulski deskriptori ispitivanih jedinjenja su odredeni upotrebom modula QikProp iz
programa Schrodinger Suite. Za odredivanje deskriptora, upotebljene su konformaciono najbolje
strukture jedinjenja. Odredeni su slede¢i deskriptori: ukupna dostupna zapremina molekula
(MV), povrsina (SA), energija najvise popunjene orbitale (Eqomo), energija najnize nepopunjene
orbitale (ELumo), energija hidratacije (Enydratation), dipolni moment (p), ukupno dostupna povrsina
(SASA), hidrofobna komponenta SASA (FISA), m komponenta SASA (PISA), slabo polarna
komponenta SASA (WPSA), polarna povrSina (PSA), donori vodoni¢ne veze (donorHB),
akceptori vodoni¢ne veze (accptHB), polarizabilnost (R), heksadekan/gas particioni koeficijent
(logPCy6), oktanol/gas particioni koeficijent (logPq), voda/gas particioni koeficijent (logPy),
oktanol/voda particioni koeficijent (logPou), rastvorljivost u vodi (logS), rastvorljivost u vodi
nezavisna od konformacije (CllogS), 1C50 vrednost za blokiranje HERG K* kanala(logHERG),
predvidena oc€igledna Caco celijska propustljivost (PCaco), predvideni mozak/krv podeoni
koeficijent (logBB), predvidena ocigledna MDCK ¢elijska propustljivost (PMDCK), predvidena
propustljivost koze (logKp), vezivanje za humani serum albumin (log Kysa), humana oralna
apsorpcija (HOA), vrednost za pravilo pet Lipinskog (Ruleof Five), vrednost za pravilo tri
Jorgensena (RuleOfThree).

Statisticke kalkulacije, korelacije, odabir varijabli i MLR modelovanja su uradena
koris¢enjem NCSS statistickog paketa (Hintze, J. (2001) NCSS and PASS Number Cruncher
Statistical Systems, Kaysville, Utah).

Analiza glavne komponente (PCA) je uradena u PLS Toolbox statistickom paketu
(Eigenvector Research, Inc. v. 5.2.2.) u okviru MATLAB programa (verzija 7.4.0.287, R2007a,
MathWorks INC, Natick, MA). Podaci su skalirani pre statisticke obrade.
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Bate-Smith i Westall jednacina je koriS¢ena za izraCunavanje Ry vrednosti (Bate-Smith
& Westall, 1950b).

3.1.2. Rezultati i diskusija

Radi ispitivanja uticaja organskog modifikatora na eksperimentalno odredivanje
parametra lipofilnosti, dva seta jedinjenja tipa Sifovih baza su hromatografisana u uslovima
reverzno-fazne tankoslojne hromatografije (RP-TLC). Mobilna faza u reverzno-faznoj
tankoslojnoj hromatografiji je najSeS¢e smesSa vode i organskog modifikatora. Odabrani su
organski modifikatori razliitth osnovnih karakteristika koje definiSu ponaSanje u reverzno-
faznom hromatografskom sistemu, u cilju ispitivanja njihovog efekta na odredivanje parametara
lipofilnosti ispitivanih jedinjenja. U Tabeli 3.1.4 su date karakteristike primenjenih organskih
modifikatora.

Tabela 3.1.4. Neke karakteristike primenjenih organskih modifikatora

Organski

D S P
modifikator 1 te A 1

tetrahidrofuran 75 1,75 4.4 4.0 0,38 0,20 0,42 0,46

n-propanol 22,8 1,68 4,1 4,0 0,54 0,19 0,27 2,30
aceton 215 2,88 3,4 51 0,35 0,23 0,42 0,32
metanol 31,2 1,70 3,0 51 0.48 0,22 0,31 0,60
acetonitril 37,1 3,92 3,1 5,8 0,31 0,27 0,42 0,37

e—dielektri¢na konstanta; D-dipolni moment; S-eluciona mo¢ za RP hromatografski sistem; P-Snyderov parametar polarnosti;

Ye-proton akceptorski doprinos; y4-proton donorski doprinos; x,-doprinos dipol interakcija; n-koeficijent viskoznosti (mPa-s)

Organski modifikator, kao komponenta mobilne faze hromatografskog sistema, ostvaruje
specificne interakcije sa stacionarnom fazom, kao 1 molekuli analita (Zapata & Waksmundzka-

Hajnos, 2005). Povecana koncentracija organske komponente u mobilnoj fazi dovodi do
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Stilinovi¢, 2010). Eluciona mo¢, kao jedna od najznacajnih karakteristika rastvaraCa koji se
primenjuje u hromatografiji, u velikoj meri zavisi od upotrebljenog sorbenta i predstavlja meru
njegovog kapaciteta da stupi u medumolekulske interakcije tj. predstavlja energiju adsorpcije
molekula analita po jedinici povrSine sorbenta. Eluciona mo¢ smese rastvaraca izracunava se na
osnovu elucione mo¢i svakog pojedinacnog rastvaraca (S) i njihovog udela u smesi. Neophodno
je da mobilna faza ima odgovarajucu elucionu mo¢ kako bi se dobile optimalne vrednosti

retencionih parametara (Rg vrednosti u opsegu 0,2-0,8).

Eksperimentalno dobijeni retencioni parametri (Ry) direktno zavise od koncentracije
organske faze u hromatografskom sistemu. Ekstrapolacijom na udeo organskog rastvaraca u
mobilnoj fazi od 0% dobija se parametar lipofilnosti Ry’. Ova linearna korelacija moze biti
izrazena jednacinom Ry = Ry’ + me, gde je ¢ koncentracija organske komponente u mobilnoj
fazi, dok je m nagib i1 predstavlja udeo hidrofobne povrSine ispitivanog jedinjenja. Retencija
ispitivanih jedinjenja se smanjuje sa udelom organske komponente u mobilnoj fazi,koja
poboljsava performanse mobilne faze, zbog Cinjenice da se parameter lipofilnosti odreden na
ovaj nacin teorijski dobija kao rezultat primene hromatografskog sistema u kome je mobilna faza

¢ista voda.

Na hromatografsko ponaSanje ispitivanih jedinjenja, pored nespecifi¢nih interakcija sa
stacionarnom fazom, uticu i specifi¢ne interakcije ispitivanih jedinjenja sa mobilnom fazom.
Razlidit stepen interakcija ispitivanih jedinjenja sa stacionarnom, odnosno mobilnom fazom, pri
upotrebi razli¢itih organskih rastvaraca, uticace na razlike u Ry vrednostima, pa samim tim i na
Ry’ vrednosti. Primenjeni organski modifikatori imaju razligite proton-donorske i proton-
akceptorske sposobnosti, kao i sklonost ka dipol-interakcijama, u zavisnosti od vrste i strukture
posmatranih jedinjenja. Polarnost organskog modifikatora je, najéeSée, najvaznija za njegov
odabir kao komponente mobilne faze i predstavlja sposobnost rastvaraca da ostvari interakcije sa
analitom (dipol-dipol interakcijama ili polarizacijom). Navedene interakcije su jace izraZene
ukoliko je analit polarizabilan. Pored osnovnih karakteristika organskog modifikatora, kao §to su
razli€iti parametri koji izrazavaju polarnost, veoma je vaZzna i viskoznost koja je odgovorna za
smanjenje disperzije u toku procesa hromatografskog odvajanja (Krasikov, 2003). Kiselost i
baznost rastvaraca definiSe sposobnost organskih modifikatora da se ponaSaju kao proton donori

ili proton akceptori, pri gradenju vodoni¢nih veza sa odgovaraju¢im sorbentima. Molekuli
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mobilne faze (voda i organski modfikator) se u procesu hromatografskog odvajanja jednim
delom sorbuju na povrsini stacionarne faze. Ovaj proces je kod RP sistema usmeren Ssamo na
konkurentnu reakciju organskog modifikatora u odnosu na molekule analita, zbog nepolarne
povrsSine stacionarne faze, pa je zbog toga primenjeni organski modifikator odgovaran i za
pojavljivanje razlika u svojstvima stacionarne faze, usled promene organske komponente u
mobilnoj fazi. Cserhati je upotrebljavajuéi silika-gel impregniran parafinom utvrdio postojanje
znacajnih razlika, u zavisnosti od upotrebljenog organskog modifikatora (metanol, aceton ili

acetonitril). (T. Cserhati, 1984).

U okviru ove doktorske disertacije ispitivan je uticaj organskog modifikatora na
hromatografsko ponasanje i odredivanje parametara lipofilnosti dve grupe Sifovih baza: 12
Sifovih baza derivata B-diketonai 9 Sifovih baza derivata aromati¢nih karbonilnih jedinjenja.
Upotrebljeni su monokomponentni organski modifikatori iz razli¢itih grupa Snyder-ovog trougla,
kao 1 njihove dvokomponentne smeSe. Odabrani su tako da imaju razli¢itu elucionu mo¢ i da

ispoljavaju razli¢ite sposobnosti da doniraju ili prime protone.

3.1.2.1. Sifove baze derivati p-diketona

Lipofilnost 12 Sifovih baza derivata B-diketona (Tabela 3.1.1) je odredivana primenom
10 mobilnih faza na tankom sloju RP-18 silika-gela. Primenjeno je 5 mobilnih faza koje
predstavljaju smeSu organskog rastvaraa (aceton, metanol, acetonitril, n-propanol ili
tetrahidrofuran) 1 vode u slede¢im zapreminskim odnosima 8:2, 6:4, 4:2 1 2:8. Pored toga
primenjene su i 4 mobilne faze koje su u organskom delu mobilne faze sadrzavale smesu dva
organska rastvaraca tj. modifikatora koji su pomeSani u zapreminskom odnosu 1:1 i koja je zatim
sa vodom meSana u zapreminskim odnosima 8:2, 6:4, 4:2 1 2:8. KoriS¢ene su slede¢e smeSe
organskih rastvaraca: acetonitril 1 metanol, metanol i tetrahidrofuran, acetonitril i1 tetrahidrofuran
1 smesa acetonitrila i acetona. Na taj nacin je dobijeno 10 potpuno razliitih reverzno-faznih
hromatografskih sistema koji predstavljaju hromatografski model sistem u kome je ispitivan
uticaj organskog dela mobilne faze na eksperimentalno odredivanje parametra lipofilnosti
ispitivanih jedinjenja. Takode, ispitivan set jedinjenja pripada homologoj seriji koja je
primenjena kao model sistem u kome moze da se vrsi ispitivanje uticaja supstituenta, kao i

uticaja strukture diaminskog mosta na hromatografsko ponasanje, kao i na eksperimentalno
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odredivanje parametara lipofilnosti. Ovakvim pristupom se mogu dobiti znacajne informacije o

svim navedenim uticajima, kao i o razli¢itim efektima koje moze da ispolji organski modifikator

u datom sistemu na celokupni molekul ispitivanog jedinjenja ili na pojedine njegove delove.

Pomoc¢u molekulskih deskriptora moguce je definisati deo molekula odgovoran za ispoljavanje

lipofilnosti. Na taj nacin, utvrdena je strukturna karakteristika molekula odgovorna za

ispoljavanje lipofilnosti 1 koja moze da bude favorizovana ili suzbijena ukoliko ometa ili otezava

neku primenu datog jedinjenja. Parametri lipofilnosti Ry ispitivanih jedinjenja (Tabela 3.1.1)

dobijeni primenom razli€itih organskih modifikatora, zajedno sa statistiCkim parametrima, su

prikazani u Tabelama 3.1.5-3.1.7.

Tabela 3.1.5. Parametri lipofilnosti dobijeni primenom metanola, acetona i tetrahidrofurana kao

organskih modifikatora.

Br. MeOH Ac THF
Ry’ m r s Ry’ m r s Ry’ m r S

1 0.606 -1.341 0.958 0.155 0.503 -1.106 0.975 0.090 0.880 -2.060 0.987 0.132
2 1598 -2.268 0.978 0.188 0.797 -1.616 0.993 0.075 1.153 -1.788 0.998 0.041
3 1.443 -2.114 0.997 0.059 1.268 -2.102 0.983 0.153 1.265 -1.528 0.996 0.055
4 1273 -1.682 0.946 0.224 1.032 -2.232 0991 0.115 1.527 -2.235 0.974 0.200
5 0.854 -1.802 0.991 0.094 0.733 -1.550 0.989 0.089 1.677 -2.600 0.999 0.037
6 1.305 -1.934 0.975 0.169 1.498 -2.492 0971 0.237 1586 -2.449 0.993 0.112
7 0.625 -1.217 0.990 0.193 0472 -1.102 0.976 0.095 1.062 -2.164 0.978 0.180
8 1.001 -1.781 0.971 0.170 1.083 -1.941 0976 0.168 1.141 -2.342 0.984 0.162
9 1.324 -1.510 0.992 0.076 1.069 -2.002 0.961 0.224 1.454 -2474 0.996 0.091
10 1.425 -1.941 0.986 0.128 1.083 -1.941 0976 0.168 1.443 -2.482 0.982 0.187
11 0.807 -1.434 0.964 0.154 0.997 -1.958 0.988 0.120 1.193 -2.269 0.995 0.084
12 1.620 -2.034 0.997 0.061 1.213 -2.381 0.972 0.222 1.766 -2.833 0.991 0.145
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Tabela 3.1.6. Parametri lipofilnosti dobijeni primenom acetonitrila,

acetonitril/metanol kao organskih modifikatora.

n-propanola i smese

ACN nPrOH ACN/MeOH
Br. Ry’ m r s Ry’ m r s Ry’ m r S
1 0844 -1669 0.983 0.122 0.247 -1.179 0971 0.112 0.740 -1.521 0.993 0.068
2 1546 -2392 00985 0.160 1.312 -2.400 0.954 0.293 1.321 -2.079 0.994 0.086
3 1523 -2.604 0.995 0.099 1.101 -2.212 0.974 0.199 1422 -1.670 0.979 -1.521
4 1423 -2.314 0.992 0.116 1.003 -1.853 0.993 0.083 1.056 -1.840 0.994 0.077
5 1660 -3.044 0.989 0.173 0.813 -1.773 0.977 0.150 1.272 -2.109 0.978 0.174
6 1.834 -3.655 0.984 0.255 1523 -2.801 0.998 0.062 1.530 -2.320 0.991 0.118
7 1229 -2.050 0.997 0.059 0.750 -1.488 0.952 0.185 0.683 -1.240 0.946 0.165
8 0.779 -1.450 0.989 0.083 0474 -1848 0.988 0.111 0.745 -1.361 0.986 0.090
9 1463 -2470 0991 0.126 1.138 -2.345 1.000 0.025 1.262 -2.088 0.932 0.315
10 1.429 -2.040 0.999 0.035 1.186 -2.026 0.987 0.130 1.174 -1.679 0.987 0.107
11 1532 -2.400 0.985 0.165 1405 -2502 0.997 0.070 2.525 -3.828 0.956 0.457
12 1326 -2.309 0.999 0.037 1.158 -2.600 0.973 0.240 0.984 -1.703 0.938 0.244
Tabela 3.1.7. Parametri lipofilnosti dobijeni primenom smes$e metanol/tetrahidrofuran,
acetonitril/tetrahidrofuran i acetonitril/aceton kao organskih modifikatora.
MeOH/THF ACN/THF ACN/Ac
Br: Ru’ m r s R’ m r s Ru’ m r s
1 0536 -1.144 0934 0.170 0408 -1.185 0.964 0.127 0.765 -1.586 0.996 0.056
2 1002 -1.752 0.977 0.147 0910 -1.708 0966 0.177 0.962 -1536 0.976 0.132
3 1575 -2482 0.982 0.184 1025 -2.021 0990 0.112 1.325 -2.061 0.977 0.173
4 1.063 -1.828 0.987 0.115 1.336 -2.222 0.992 0.110 1.045 -1.802 0.990 0.099
5 1260 -2.137 0.990 0.117 0.959 -1.975 0.997 0.060 2.463 -3.880 0.951 0.490
6 1533 -2.214 0967 0.226 1318 -2369 0.996 0.087 1.656 -2.430 0.998 0.055
7 0582 -1.258 0985 0.086 0.840 -1406 0.999 0.021 0.880 -1.791 0.999 0.032
8 0840 -1421 0.979 0.114 0664 -1504 0994 0.062 1.064 -1.622 0.995 0.062
9 1044 -1.772 0.997 0.051 1326 -1.949 0908 0.349 1.240 -2.017 0.999 0.037
10 1.141 -1.982 0.946 0.262 0.955 -1.740 0.992 0.087 1.273 -2.110 0.985 0.144
11 0.683 -1.436 0.930 0.220 0.856 -1.593 0.991 0.083 0.935 -1.830 0.995 0.071
12 1157 -1.801 0968 0.181 1.109 -1.767 0.965 0.185 1376 -2.031 1.000 0.012
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Dobijeni rezultati prikazani u Tabelama 3.1.5-3.1.7 potvrduju Cinjenicu da organski
modifikatori uticu na odredivanje parametara lipofilnosti, jer su primenom razli¢itih organskih
rastvaraca kao modifikatora dobijene razli¢ite vrednosti parametra lipofilnosti za ista ispitivana
jedinjenja. Poredeci karakteristike upotrebljenih organskih rastvaraca, kao i njihovih smesa,vidi
se da najznacajnije razlike postoje u elucionoj moci, proton-donorskim i proton akceptorskim
sposobnostima. Eluciona mo¢ organskog modifikatora predstavlja njegovu sposobnost da
rastvori ispitivana jedinjenja, dok je selektivnost organskog modifikatora okarakterisana
parametrima koji definiSu njegove proton-donorske, proton-akceptorske osobine, kao i

interakcije sa dipolima.

Apsolutne vrednosti nagiba krivih koje su dobijene korelacijom retencionog parametra
Rm 1 udela organskog modifikatora u mobilnoj fazi (tj. njegove koncentracije) su najvece za

THF, a najmanje za MeOH (Tabela 3.1.8).

Tabela 3.1.8. Vrednosti nagiba (m) kao parametra hidrofobnosti

MeOH Ac THF ACN n-PrOH ACN/MeOH MeOH/THF ACN/THF ACN/Ac

1 -1341 -1.106 -2.060 -1.669 -1.179 -1.521 -1.144 -1.185 -1.586
2 -2.268 -1616 -1.788 -2.392 -2.400 -2.079 -1.752 -1.708 -1.536
3 -2114 -2102 -1.528 -2.604 -2.212 -1.670 -2.482 -2.021 -2.061
4 -1682 -2.232 -2235 -2.314 -1.853 -1.840 -1.828 -2.222 -1.802
5 -1.802 -1.550 -2.600 -3.044 -1.773 -2.109 -2.137 -1.975 -3.880
6 -1934 -2492 -2449 -3.655 -2.801 -2.320 -2.214 -2.369 -2.430
7 -1217 -1.102 -2.164 -2.050 -1.488 -1.240 -1.258 -1.406 -1.791
8 -1.781 -1.941 -2.342 -1.450 -1.848 -1.361 -1.421 -1.504 -1.622
9 -1510 -2.002 -2474 -2470 -2.345 -2.088 -1.772 -1.949 -2.017
10 -1941 -1.941 -2482 -2.040 -2.026 -1.679 -1.982 -1.740 -2.110
11 -1434 -1958 -2.269 -2.400 -2.502 -3.828 -1.436 -1.593 -1.830
12 -2.034 -2.381 -2.833 -2.309 -2.600 -1.703 -1.801 -1.767 -2.031

Ovo je u skladu sa porastom elucione mo¢i ovih organskih modifikatora. U odnosu na sve
primenjene organske modifikatore THF ima najvecu (4,4), dok MeOH ima najnizu elucionu mo¢

(3,0). Eluciona mo¢ raste sa porastom koncentracije organskog modifikatora u moblinoj fazi.
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Ova dva rastvaraca se veoma razlikuju i po drugim osobinama. Metanol je u poredenju sa THF
proton-donor i ne ostvaruje znacajne interakcije sa stacionarnom RP fazom, dok je THF sklon da
se adsorbuje nespecifi¢nim interakcijama na povrSinu sorbenta §to moze da ima pozitivan efekat
na odredivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja, jer je cilj da ispitivana jedinjenja ispolje svoje
lipofilne osobine koje bi odgovarale onima koje imaju u realnom okruzenju, npr. pri prolasku

kroz ¢elijsku membranu.

Izrazena sorpcija THF, pri ¢emu se na povrSini stacionarne faze formira monosloj
organskog modifikatora, tako da je polarni deo molekula THF okrenut ka povrSini, tj. ka
ispitivanim supstancama, $to omogucava jace interakcije ispitivanih jedinjenja sa povrSinom
stacionarne fazom 1 samim tim dovodi do jace retencije. Nacin sorpcije na povrsini sorbenta je
razli¢it za razliCite organske modifikatore, tako da THF i ACN obrazuju tanak sloj
multimolekulskog sloja na stacionarnoj fazi, dok se MeOH adsorbuje u obliku monomolekulskog
sloja. Ovo dovodi do principijelno velike razlike u retencionom mehanizmu ispitivanih jedinjenja
u primenjenim hidro-organskim hromatografskim sistemima. Retencija ispitivanih jedinjenja je
posledica raspodele u tri razlicita procesa: analit se raspodeljuje izmedu organskog modifikatora
koji je u smesi sa vodom u mobilnoj fazi, organskog modifikatora koji se nalazi na stacionarnoj
fazi 1 povrSine modifikovanog sorbenta. Uspostavljanje ravnoteze u ova tri procesa dovodi do
razli¢itog ponaSanja ispitivanih jedinjenja u primenjenim hromatografskim sistemima u
zavisnosti od osobina prisutnog organskog modifikatora. Ove ravnoteze direktno utiCu na
ispoljavanje osobine lipofilnosti posmatranih jedinjenja i daju mogucénost pronalazenja
optimalnih organskih modifikatora tj. optimalnih hromatografskih sistema u kojima bi
odredivanje lipofilnosti odgovaralo realnom okruzenju, ¢ime bi dobijene vrednosti bile validne

za nastavak ispitivanja bioloSke aktivnosti.

U cilju utvrdivanja uticaja prirode organskog modifikatora na eksperimentalno
odredivanje parametra lipofilnosti, Ry’, posmatran je Pearsonov korelacioni matriks parametara
dobijenih primenom navedenih mono- i dvokomponentnih organskih modifikatora (Tabela
3.1.9). Ova korelacija moze da pruzi dodatno objasnjenje o sli¢nosti i razlikama primenjenih
organskih modifikatora koje se ispoljavaju u intrakcijama sa molekulima ispitivanih jedinjenja,

kao i sa povrSinom stacionarne faze.
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Tabela 3.1.9. Korelacioni matriks Ry’ vrednosti dobijenih primenom razligitih mono- i

dvokomponentnih organskih modifikatora

MeOH Ac THF ACN nPrOH ACN/MeOH MeOH/THF ACN/THF

Ac 0.7044

THF 0.5367 0.6307

ACN 0.4228 0.5722 0.6005
nProH 0.6208 0.7276 0.5018 0.8483

ACN/MeOH 0.0843 0.4280 0.1368 0.6163 0.7016
MeOH/THF  0.6759 0.7956 0.6816 0.6713 0.5412 0.1923
ACN/THF 0.6069 0.7138 0.7603 0.7211 0.7039 0.2460 0.6557

ACN/Ac 0.1259 0.2895 0.7242 0.5515 0.1868 0.1155 0.6507 0.3601

Dobijeni korelacioni koeficijenti ukazuju da postoje jasno definisane razlike izmedu
upotrebljenih organskih modifikatora koje su rezultat osobina koje oni mogu da ispolje u
hromatografskom sistemu pri interakcijama sa stacionarnom fazom i sa ispitivanim jedinjenima.
Znaci, da je u primenjenom RP hromatografskom sistemu izraZen uticaj vrste primenjenog
organskog modifikatora na odredivanje parametara lipofilnosti. U slu¢aju monokomponentnih
organskih modifikatora najbolja korelacija je utvrdena izmedu acetona i metanola, bez obzira na
znacajnu razliku u elucionoj mo¢i (aceton 3,4; metanol 3,0) i ¢injenicu da je metanol proticni,
dok je aceton aproti¢ni rastvara. Naime, vrednosti njihovih parametara polarnosti P, koji je
definisao Snyder, kao i vrednosti doprinosa 7y, (proton akceptorski doprinos), x4 (proton donorski
doprinos) i yn (doprinos dipol interakcija) su jako bliske, §to za posledicu ima veoma slicno
ponasanje u posmatranom reverzno-faznom sistemu i ostvarivanje sli¢nih interakcija po vrsti i
intenzitetu, kako sa povrSinom sorbenta, tako i sa ispitivanim jedinjenjima. Sa druge strane,
tetrahidrofuran koga karakteriSe manja polarnost, ali jac¢a eluciona mo¢ u RP hromatografskom
sistemu pokazuje zadovoljavaju¢u korelaciju sa acetonom i acetonitrilom, pri odredivanju
parametara lipofilnosti. Takode, visoka korelacija utvrdena na osnovu parametara lipofilnosti
dobijenih primenom n-propanola i acetonitrila je neo¢ekivana, obzirom na njihovu veliku razliku
u pojedinim osobinama, kao $to je parametar polarnosti i polozaj u Snyderovoj eluotropnoj seriji,

suprotna proti¢nost i ocigledna razlika u elucionoj moé¢i u RP hromatografskom sistemu.
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Verovatno da ispoljavajuci svoje osobine, ovi organski modifikatori ostvaruju interakcije koje su
medusobno suprotne po dejstvu. Naime, n-propanol ostvaruje jace interakcije sa stacionarnom
fazom, dok acetonitril favorizuje interakcije sa ispitivanim jedinjenjima. Na taj nacin dovode do
sli¢nog efekta. Alkohol, svojim interakcijama sa stacionarnom fazom, poveéava njenu polarnost,
dok acetonitril smanjuje polarnost ispitivanih jedinjenja. 1z podataka koji su dati u Tabeli 3.1.9
vidi se da dvokomponentni organski modifikatori pokazuju zadovoljavaju¢u korelaciju sa
organskim modifikatorima, bilo da su mono- ili dvokomponentni, samo u odnosu na vrednosti

elucione mo¢i koju ispoljavaju.

3.1.2.1.1. Korelacija eksperimentalno odredenih i izra¢unatih parametara

lipofilnosti

Eksperimentalno odredeni parametri lipofilnosti ispitivanog seta polidentatnih Sifovih
baza, derivata [-diketona, u hromatografskim RP sistemima primenom mono- |
dvokomponentnih organskih modifikatora su korelisani sa izraGunatim parametrima lipofilnosti u
cilju sagledavanja efekta organskog modifikatora na eksperimentalno odredivanje, kao i na
saglasnost sa izraCunatim parametrima. Poznato je da postoji statisticki znacajna povezanost
izmedu retencionih parametara dobijenih primenom reverzno-fazne hromatografije i
kompjuterski izracunatih parametara lipofilnosti. Dobijeni Pearsonov korelacioni matriks je

prikazan u Tabeli 3.1.10.

Dobijeni koeficijenti korelacije ukazuju na znacajnu zavisnost ekperimentalno odredenih
parametara lipofilnosti od primenjenog organskog modifikatora koji znatno utice na promene u
monosloju na povrs$ini RP sorbenta, na samu orjentaciju molekula ispitivanih jedinjenja u

mobilnoj fazi, kao 1 njihovo medusobno dejstvo u datom hromatografskom sistemu.

Koeficijenti korelacije parametara lipofilnosti ukazuje na ¢injenicu da primena THF, kao
organskog modifikatora, omogucava takav hromatografski sistem u kome su favorizovane
interakcije za koje je isklju¢ivo odgovorna lipofilnost samog jedinjenja. Parameter lipofilnosti
RmY(THF) pokazuje najveéu korelaciju u Pearsonovom korelacionom matriksu (0.782) sa logPoct
(predvideni oktanol/gas podeoni koeficijent), kao i sa logPow (predvideni oktanol/voda podeoni

koeficijent) (0,654), Sto samo predstavlja potvrdu svega navedenog tj. da je THF modifikator
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koji predstavlja izbor za primenu u RP hromatografskom sistemu pri odredivanju parametra

lipofilnosti ispitivanih ili strukturno sli¢nih jedinjenja.

Tabela 3.1.10. Korelacioni matriks eksperimentalnih i izracunatih parametara lipofilnosti

R’ polrz logPC16 logPoct logPw logPo/w logS CllogS logHERG PCaco logBB PMDCK logKp

MeOH 0.588 0.411 0.741 0525 0719 -0.711 -0.794 -0.545 0.353 0.250 0.400 0.552

THF 0.424  0.172 0.782 0.273 0.654 -0.685 -0.788 -0.275 0.464  0.564 0.533 0.383

Ac 0.172  -0.109 0.547 0.031 0447 -0.600 -0.556 -0.143 0326 0.679 0.644 0.089

nPrOH 0.090  -0.055 0.430 0.050 0253 -0.328 -0.377 -0.107 0.197  0.395 0.239 0.100

ACN/MeOH 0.264  0.043 0.561 0.129 0468 -0.562 -0.537 -0.247 0.472  0.508 0.408 0.256

MeOH/ THF  0.027  -0.084 0.236  -0.067 0.149 -0.193 -0.187 0.018 0.340  0.345 0.125 0.063

ACN/THF 0.336  0.203 0.658 0314 0478 -0.431 -0673 -0.202 0.131  0.313 0.296 0.326

ACN/Ac 0.486  0.259 0.779 0382 0.665 -0.743 -0.723 -0.507 0.450  0.398 0.354 0.449

Najve¢i negativni koeficijent korelacije (-0.788) pokazuje sa logS (predvidena
rastvorljivost u vodi). Parameter lipofilnosti Ry’ (THF) je u saglasnosti sa logBB tj. predvidenim
mozak/krv particionim koeficijentom i PMDCK parametrom koji predvida prolazak kroz ¢elijsku
membranu. Ovako dobru povezanost sa izraCunatim parametrima lipofilnosti i to onima koji
definiSu prolazak kroz ¢elijsku membranu tj. omogucavaju bolju distribuciju u organizmu,
pokazuje i parametar lipofilnosti eksperimentalno dobijen u prisustvu acetona i metanola kao
organskog modifikatora. Primena dvokomponentnih organskih modifikatora, bez obzira na
dobijene parametre lipofilnosti, ne pokazuju znacajnu korelaciju sa izraCunatim, izuzev smese
acetonitrila i tetrahidrofurana, verovatno zbog toga Sto ova smesa, kao i pojedinacne komponente
smeSe 1maju visoku elucionu mo¢ 1 aproticne osobine. Dvokomponentni organski
modifikatoripoveéavaju broj interakcija kojima mogu da budu izlozena ispitivana jedinjenja, kao
1 povrSina stacionarne faze. Na taj nacin se povecava i broj ravnoteZza u kojima ucestvuje
ispitivano jedinjenje, pri ¢emu ne moze da ispolji svoju lipofilnost koja odgovara onoj u realnom

okruzenju. Takode, same komponente binarnog organskog modifikatora, medusobno
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predstavljaju konkurenciju na povrSini sorbenta ¢ime se najverovatnije ne postize uniformnost

stacionarne faze.

3.1.2.2. Sifove baze derivati aromati¢nih karbonilnih jedinjenja

Retencioni parametri (Rg i Rw), za devet ispitivanih polidentatnih Sifovih baza, derivata
aromati¢nih karbonilnih jedinjenja su odredeni primenom tri razli¢ite binarne mobilne faze:
metanol-voda, acetonitril-voda i tetrahidrofuran-voda. Ispitivani set jedinjenja ne pripada
homologoj seriji i predstavlja set strukturno razlicitih jedinjenja. Ispitivanje efekta organskog
modifikatora na hromatografsko ponaSanje 1 odredivanje parametra lipofilnosti kod jedinjenja
koja ¢e se razliCito ponasati u svakom primenjenom hromatografskom sistemu, zbog svojih
strukturnih razliCitosti, omogucava pronalazenje odredene pravilnost koja bi za takve serije
jedinjenja bila primenjena, kako za ispitivanja strukturno razlicitih jednjenja, tako i za ciljne
sinteze novih strukturno sliénih jedinjenja. Izabrani organski modifikatori, zbog svojih
karakteristika (proti¢nost, dielektricna konstanta, dipolni moment, sposobnost gradenja
vodoni¢nih veza) omogucéavaju ostvarivanje razliitih vrsta interakcija u RP hromatografskom
sistemu. Metanol 1 tetrahidrofuran su proti¢ni rastvaraci, acetonitril je aproti¢an, dok metanol
jedini ima sposobnost gradenja vodoni¢nih veza, slab je nuklofil i ostvaruje veze sa jakim
elektrofilima. Eksperimentalno odredeni parametri lipofilnosti, zajedno sa statistickim

parametrima su prikazani u Tabeli 3.1.11.

U cilju ispitivanja uticaja sastava mobilne faze na prepoznavanje slicnosti i/ili razlika
ispitivanih jedinjenja, uradena je korelacija eksperimentalno dobijenih parametara lipofilnosti
(Rw?) i hidrofobne povrsine (m). Korelacije za sve ispitivane mobilne faze su prikazane na Slici

3.1.3, dok su odgovarajuéi statisticki parametri dati u Tabeli 3.1.12.
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Tabela 3.1.11. Parametar lipofilnosti Ry°, nagib (m), korelacioni koeficijent (r) i greska (s)

Metanol Acetonitril Tetrahidrofuran
Br..
Ru’ m r s Ru’ m r s R’ m r s
1 0.284 0599 0960 0.110 - - - - -0.007 -0.602 -0.972 0.148

2 1.603 -1.600 -0.877 0.543 0.680 -1.000 -0.975 0.131 1423 -2.990 -0.983 0.261

3 1905 3752 0965 0.667 2671 -0456 -0976 0.134 2181 -4.163 -0.954 0.346

4 -1711 1214 0922 0328 1173 -0.667 -0974 0.133 1954 -3.036 -0.985 0.344

5 -1.898 1365 0935 0.340 -0.288 1.182 0.975 0.143 3.118 -4.770 -0.994 0.374

6 -0.409 -0.890 -0.937 0.205 0.294 0.663 0951 0.174 3.770 -4.843 -0.965 0.389

7 1543 -0.991 -0.971 0.153 1412 -1.009 -0976 0.194 0.845 -1.422 -0.947 0.161

8 -0505 -0.991 0922 0081 1089 -1325 -0971 0.187 1.180 -2.555 -0.953 0.291

9 2340 -1986 -0997 0.022 2969 -353 -0985 0.101 2.659 -3.762 -0.995 0.063

Tabela 3.1.12. Regresioni parametri za homologe serije u razli¢itim organskim modifikatorima

2

Organski modifikator r Odsecak Nagib

Metanol -0.065 0.325(+0.488) -0.199(0.298)
Acetonitril 0.596 0.458(£0.287) -0.773(+0.205)
Tetrahidrofuran 0.886 -0.544(+0.327) -0.800(%+0.095)
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Slika 3.1.3. Homologe serije u tri razli¢ita organska modifikatora: a) acetonitril, b)

tetrahidrofuran i ¢) metanol

Iz Tabele 3.1.12 se vidi da se korelacioni koeficijenti povecavaju u nizu:
MeOH<ACN<THF. Tetrahidrofuran i acetonitril su aproti¢ni rastvaraci. Takode, acetonitril ima
vecu elucionu mo¢. Iz dobijenih rezultata se vidi da acetonitril 1 tetrahidrofuran ne pokazuju
zadovoljavaju¢u selektivnost. Za razliku od njih, metanol kao proti¢ni rastvara¢, u istim
uslovima, pokazuje odli¢nu selektivnost, §to zna¢i da upotreba metanola, kao organskog
modifikatora, daje bolje razdvajanje strukturno sli¢nih jedinjenja. Naime, u toku uspostavljanja
ravnoteze, pre razvijanja hromatograma, metanol formira monosloj na stacionarnoj fazi i time
omogucava gradenja vodoni¢nih veza na datom sorbentu i ispoljavanje lipofilnosti koja je u

boljoj saglasnosti sa n-oktanolom.
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Na osnovu uspostavljenih korelacija, primenom tetrahidrofurana se omogucéava da se
ispitivana jedinjenja, uprkos strukturnim razlikama, ponaSaju kao ¢lanovi homologe serije. Stoga
moze da se zaklju¢i da je za odredivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja reverzno-faznom
tankoslojnom hromatografijom najbolje primeniti tetrahidrofuran kao organski modifikator.
Najverovatnije, visoko polarizovani m-elektronski sistem, u strukturi ispitivanih Sifovih baza,
omogucava dipol interakcije molekula 1 sa mobilnom i sa stacionarnom fazom u RP

hromatografskom sistemu kada je tetrahidrofuran upotrebljen kao organski modifikator.

Primenom PCA na retencione parametre mogu se dobiti informacije o slicnostima
strukturnih osobina jedinjenja, kao i o specificnim interakcijama u razli¢itim hromatografskim
sistemima. Takode, primenom PCA na set izracunatih deskriptora mogu se grupisati jedinjenja
na osnovu njihovih strukturnih osobina. Razli¢iti strukturni deskriptori u sebi sadrze znacajne
informacije o strukturi posmatranog molekula. Zbog toga je potrebno primeniti PCA, kako na
molekulske deskriptore, tako i na retencione parametre. PCA se moze upotrebiti i za detekciju
jedinjenja koja potpuno odstupaju iz ispitivanog seta jedinjenja, a koji mogu biti uklonjeni pre

finalnog modelovanja.

Iz dobijenih rezultata PCA analize se jasno vidi da organski modifikatori imaju uticaja na

interakcije ispitivanih jedinjenja sa stacionarnom fazom u odredenom hromatografskom sistemu
(Slika 3.1.4).

T
3 ——— -
| ™~
‘ ~
5l \
|
| 9
\ =
1L 5 ‘ ]

/ ‘ [ &)

!

‘ 5 \ \
oobl w0, ]
a | v4
5 | | 2 /
o \ g~ wr
o -1F \ ‘ n
8 : |
(7] |

|
-2F \ﬂ 4
|
\ -
3 SONN e 4
J L 1
4 3 2 1 0 1 2 3 4

Scoreson PC 1

Slika 3.1.4. PC1-PC2 zavisnost eksperimentalno odredenog parametra lipofilnosti

(Rm"):acetonitril (+), metanol (), tetrahidrofuran ().
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Ispitivana jedinjenja su primenom PCA odvojena u klase, u odnosu na Ry vrednosti koje
su dobijene primenom razli¢itih organskih modifikatora. Na Slici 3.1.4 prikazana je PC1-PC2
zavisnost eksperimentalno odredenog parametra lipofilnosti od primenjenog organskog

modifikatora.

U zavisnosti od primenjenog organskog modifikatora, posmatrane polidentatne Sifove
baze, derivati aromati¢nih karbonilnih jedinjenja, se odvajaju u tri razli¢ite grupe. Usled uticaja
organskog modifikatora, dominantni separacioni mehanizam, pored adsorpcije, je particija. Orto
izomeri ispitivanih jedinjenja (4 1 7), zajedno sa jedinjenjem 1 pokazuju zadovoljavajuce
odvajanje kada je primenjen metanol kao organski modifikator. To je u saglasnosti sa ¢injenicom
da se ispitivana jedinjenja, pri primenjenim hromatografskim uslovima i pri primeni metanola
kao organskog modifikatora, ne ponasaju kao homologa serija. Aldiminska jedinjenja, dobijena
iz aromati¢nih aldehida, imaju hidroksilnu grupu u orto polozaju u odnosu na aldehidnu grupu.
Postojanje razli¢itih intramolekulskih vodoni¢nih veza (O—H N i/ili O"H-N) i odgovarajuca
tautomerija izmedu enol-imin i keto-imin oblika, ¢ini ova jedinjenja interesantnim za ispitivanje,
bez obzira na strukturnu razlicitost. Elektronegativnost ili mogu¢nost doniranja elektronskog
para N-supstituenata, njihova pozicija i stereohemija, kao 1 moguénost gradenja vodoni¢ne veze,
moze dodatno da stabilizuje jedan od tautomera. Takode, jedinjenja 1 i 5 (m-izomeri) i jedinjenje
2 se efikasno odvajaju u acetonitril, dok sep-izomeri efikasno odvajaju u tetrahidrofuranu.
Rezultati ove analize glavne komponente su u saglasnosti sa ponasanjem ispitivanih Sifovih baza
u primenjenim hromatografskim sistemima. Svi podaci se nalaze unutar Hotelling T2 elipse, $to

ukazuje da nijedno jedinjenje ne odstupa od ispitivanog seta (nema tzv. Outliera; Slika 3.1.4).

Na Slici 3.1.5 jedinjenja su grupisana u dve glavne grupe. Prema PC1 komponenti se
razdvajaju jedinjenja sa razliCitim supstituentima (1-3, 7, i 8), dok se prema PC2 komponenti
odvajaju jedinjenja koja sadrze hidroksilnu grupu (46 i 9). Projekcija koriSéenih vektora je

prikazana na Slici 3.1.6.
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Slika 3.1.5. Skor vrednosti prve tri glavne komponente.
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Slika 3.1.6. Projekcija vektora za PC1 i PC2.

Najveci uticaj na razdvajanje jedinjenja po PC1 osi imaju parametri koji opisuju veli¢inu
i oblik molekula. Razdvajanje po PC2 je pod uticajem polarnih karakteristika (donori i akceptori
vodoni¢ne veze, hidrofilni-lipofilni balans, dipolni momenat). Ry’vrednosti (za tri organska
modifikatora) su grupisane zajedno sa deskriptorima koji su karakteristini za specificne

interakcije u odgovaraju¢im hromatografskim sistemima. Ry vrednosti odredene primenom
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metanola, kao organskog modifikatora, su u grupi sa deskriptorima koji definisu broj vodoni¢nih
veza 1 hidrofilnu povrSinu. Ry vrednosti odredene primenom tetrahidrofurana, kao organskog
modifikatora, su u grupi sa deskriptorima koji karakterisu veli¢inu i oblik molekula. Na ovaj
nacin mogu da se odrede Cinioci koji najviSe uti€¢u na hromatografsko ponaSanje ispitivanih
polidentatnih Sifovih baza u svakom od primenjenih hromatografskih sistema. Pored toga,
ispitivanje izabranog seta polidentatnih Sifovih baza, ne tako sli¢nih struktura, daje uvid na koji
nacin treba pristupiti karakterizaciji potencijalnih lekova i pruza podatke koji mogu da budu

korisni pri dizajnu i sintezi potencijalnih novih lekova.

3.1.2.2.1. Korelacija eksperimentalno odredenih i izracunatih parametara

lipofilnosti

Eksperimentalno odredeni parametri lipofilnosti ispitivanog seta polidentatnih Sifovih
baza u hromatografskim RP sistemima primenom tri organska modifikatora su korelisani sa
izraCunatim parametrima lipofilnosti u cilju sagledavanja efekta organskog modifikatora na

eksperimentalno odredivanje, kao 1 na saglasnost sa izraCunatim parametrima.

Korelisani su hromatografski odredeni parametri lipofilnosti Ry’ dobijeni primenom
metanola, acetonitrila i tetrahidrofurana, kao organskih modifikatora, i izracunatih parametara
lipofilnosti: polrz (predvidena polarizabilnost), logPC16 (predvideni heksadekan/gas podeoni
koeficijent), logPoct (predvideni oktanol/gas podeoni koeficijent), logPw (predvideni voda/gas
podeoni koeficijent), logPo/w (predvideni oktanol/voda podeoni koeficijent), logS (predvidena
rastvorljivost u vodi), CllogS (predvidena rastvorljivost u vodi nezavisna od konformacije),
logHERG (predvidena 1C50 vrednost za blokiranje HERG K™ kanala), QPPCaco (predvidena
oc¢igledna Caco celijska propustljivost), logBB (predvideni mozak/krv podeoni koeficijent),
PMDCK (predvidena ocigledna MDCK c¢elijska propustljivost) 1 logKp (predvidena

propustljivost koZze).

Dobijeni koeficijenti korelacije u Pearsonovom korelacionom matriksu (Tabela 3.1.13)
ukazuju na znacajnu zavisnost ekperimentalno odredenih parametara lipofilnosti od primenjenog
organskog modifikatora koji, prvenstveno, znatno utice na promene u monosloju na povrsini RP
sorbenta, na samu orijentaciju molekula ispitivanih jedinjenja u mobilnoj fazi, kao i njihovo

medusobno dejstvo u datom hromatografskom sistemu.
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Tabela 3.1.13. Pearsonov korelacioni matriks eksperimentalno odredenih i izraCunatih

parametara lipofilnosti

Rv’ (MeOH) Ry’ (AcN) Ry’ (THF)

polrz -0.2605 0.0643 0.7480
logPC16 -0.2367 0.0964 0.7698
logPoct -0.2407 0.0785 0.7062
logPw -0.3198 -0.0097 0.6921
logPo/w -0.2454 0.0842 0.7816
logS 0.2638 -0.0241 -0.7790
CllogS 0.2721 -0.0774 -0.7491
logHERG 0.2124 -0.1128 -0.7734
PCaco -0.4345 -0.1714 0.2737
logBB -0.1734 -0.3778 -0.2447
PMDCK -0.4341 -0.1705 0.2750
logKp -0.2534 0.1228 0.7622

Koeficijenti korelacije parametra lipofilnosti Ry’(MeOH) sa navedenim izradunatim
parametrima se nalaze u opsegu od -0.4345 do 0.2721. Statisti¢ki, ovi koeficijenti nisu znacajni,
ali je interesantno napomenuti da je ovako eksperimentalno odredena lipofilnost u pozitivnoj
korelaciji isklju¢ivo sa parametrima rastvorljivosti u vodi, $to je u skladu sa €injenicom da je
metanol proti¢ni rastvara¢ 1 slab nukleofil koji ima sposobnost da gradi vodonicne veze.
Stvaranjem polarnog monosloja na povrSini nepolarnog RP-18 sorbenta prakti¢no je favorizovao
potpuno drugacije interakcije ispitivanih polidentatnih Sifovih baza. O¢igledno su hidrofobne
interakcije bile potpuno zanemarene u ovakvom hromatografskom sistemu. Takode, koeficijenti
korelacije parametra lipofilnosti Ry’ (ACN) sa izraunatim parametrima se kre¢u u opsegu od -
0.3778 do 0.1228. Ipak, acetonitril je aproti¢an rastvara¢, koji ne gradi vodoni¢ne veze i
omogucava u takvom hromatografskom sistemu ostvarivanje hidrofobnih interakcija, kada
ispitivana jedinjenja, prakti¢no, celom svojom strukturom uticu na vezivanje. Koeficijenti
korelacije parametra lipofilnosti R;’(THF) sa izradunatim parametrima se nalaze u opsegu od -
0.7790 do 0.7816. Primena THF kao organskog modifikatora omogucéava uspostavljanje RP
hromatografskog sistema u kome su favorizovane interakcije za koje je iskljué¢ivo odgovorna

lipofilnost samog jedinjenja. U takvom sistemu dolazi do izrazaja osnovna i potpuna lipofilnost
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ispitivanih jedinjenja. Iako proti¢an rastvara¢, THF nema sposobnost gradenja vodonic¢nih veza,
ali zbog svoje srednje polarnosti moze da se primeni u Sirokom opsegu hromatografskih
odredivanja. Najve¢i koeficijent korelacije u Pearsonovom korelacionom matriksu (0,7816)
parameter lipofilnosti Ry’(THF) pokazuje sa logPo/w (predvideni oktanol/voda podeoni
koeficijent) Sto predstavlja potvrdu svega navedenog tj. da je THF modifikator koji predstavlja
izbor za primenu u RP hromatografskom sistemu pri odredivanju parametra lipofilnosti
ispitivanih ili strukturno sli¢nih jedinjenja. Najveéi negativni koeficijent korelacije (-0,7790) je
utvrden za vezu sa logS (predvidena rastvorljivost u vodi), §to je takode u skladu sa datim

objaSnjenjima i rezultatima PCA analize.

Parametri lipofilnosti serije Sifovih baza derivata B-diketona i Sifovih baza derivata
aromati¢nih karbonilnih jedinjenja su odredeni u uslovima reverzno-fazne hromatografije
primenom razli¢itih organskih modifikatora. Strukture ispitivanih jedinjenja, okarakterisane
molekulskim deskriptorima su korelisane sa eksperimentalno dobijenim parametrima lipofilnosti.
Iz dobijenih rezultata utvrden je uticaj primenjenog organskog modifikatora na hromatografsko
ponasanje ispitivanih jedinjenja i na odredivanje parametara lipofilnosti, kao 1 da primenom
odredenog modifikatora posmatran molekul moze da pokazZe svoju lipofilnost koja je adekvatna
onoj koju bi ispoljio u realnom okruZenju, kao Sto je prolazak kroz celijsku membranu. U
razli¢itim organskim modifikatorima, razli¢iti delovi strukture su uklju€eni viSe, u odnosu na
ostali deo, u interakcije sa stacionarnom i sa mobilnom fazom. Pored toga, primenjeni organski
modifikator pokazuje sposobnost modifikacije povrSine primenjenog sorbenta ¢ime utiCe na

ispoljavanje lipofilnosti posmatranih jedinjenja.

Primena metanola, na primer, kao organskog modfikatora omogucava najbolje odvajanje
strukturno sli¢nih jedinjenja. Medutim, zbog niske korelacije dobijenih retencionih parametara
Rwm 1 koncentracije metanola, to nije pogodno za odredivanje lipofilnosti. Pored toga, metanol na
povrSini sorbenta pravi monosloj kojim potpuno modifikuje njegovu povrSinu i otezava
ispoljavanje lipofilnosti posmatranih molekula. Nasuprot metanolu, primena THF, dovodi do
toga da ispitivana jedinjenja mogu da se posmatraju kao homologa serija, bez obzira na velike
razlike u strukturi kao $to je sludaj sa ispitivanim Sifovim bazama derivatima aromati¢nih
karbonilnih jedinjenja. U skladu sa ovim, THF je preporuceni organski modfikator mobilne faze
koji je pogodan za odredivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja primenom reverzno-fazne

tankoslojne hromatografije.
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3.2. Ispitivanje uticaja supstituenata na predvidanje retencije Sifovih

baza derivata p-diketona i njihovih kompleksa

3.2.1. Materijal i metode

3.2.1.1. Ispitivana jedinjenja

Ispitivano je 12 Sifovih baza (jedinjenja 1-12), derivata B-diketona, njihovih 12 Cu(ll)
kompleksa (jedinjenja 13-24) i 12 Ni(ll) kompleksa (jedinjenja 25-36) (Tabela 3.2.1). Podaci o

sastavu i postupcima sinteze ispitivanih jedinjenja su dati u poglavlju 3.1.

Tabela 3.2.1. Strukture ispitivanih Sifovih baza, derivatap-diketona, i njihovih kompleksa

o o
M B« )\)L
R N N R

1

0

R
Jedinjenje Kompleks R R B Jedinjenje Sifova baza
(13) (25) [M(acac; en)] *° CH;s CHs CH,CH; 1) H; (acac;en)
(14) (26) [M(acac phacacen)] CHs CeHs CH,CH; 2) H; (acac phacacen)
(15) (27) [M(phacaczen)] CeHs  CgHs CH,CH; 3) H; (phacac,en)
(16) (28) [M(phacac tfacacen)] ° Ce¢Hs  CFs CH2CH; (@) H. (phacac tfacacen)
(17) (29) [M(acac tfacac en)] CH;s CF; CH,CH; (5) H; (acac tfacac en)
(18) (30) [M(tfacacen)] CF; CF; CH,CH; (6) H; (tfacac,en)
(19) (31) [M(acac, pn)] © CH; CHs CH(CH3)CH 0 H. (acac pn)
(20) (32) [M(acac phacacpn)] CH;s CeHs CH(CH3)CH; (8) H; (acac phacacpn)
(21) (33) [M(phacaczpn)] CeHs  CeHs CH(CH3)CH, 9) H. (phacaczpn)
(22) (34) [M(phacac tfacacpn)] Ce¢Hs  CF; CH(CH3)CH; (10) H; (phacac tfacac pn)
(23) (35) [M(acac tfacacpn)] CHs CF; CH(CHj3)CH; (12) H; (acac tfacacpn)
(24) (36) [M(tfacaczpn)] CF; CF; CH(CH3)CH; (12) H (tfacac,pn)
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3.2.1.2. Hromatografija

Za proucavanje hromatografskog ponasanja ispitivanih jedinjenja primenjena je tehnika
horizontalne tankoslojne hromatografije. Koris¢ene su komercijalno dostupne ploce silika-gela i
RP-18 Fys4s silika-gela (Merck, Nemacka), veli¢ine 10x10 cm. Sastav primenjenih mobilnih faza
je dat u Tabeli 3.2.2. Za normalno-faznu hromatografiju upotrebljeno je 11 monokomponentnih
mobilnih faza (1-11), 2 dvokomponentne vodene mobilne faze (12, 13) i 4 nevodene
dvokomponentne mobilne faze (19-22), dok je za reverzno-faznu hromatografiju upotrebljeno 5
monokomponentnih  mobilnih  faza (1-5), 7 vodenih dvokomponentnih (12-18) 1 2
dvokomponentne nevodene faze (19, 20). Eksperimentalni postupak hromatografskog ispitivanja

je detaljno opisan u poglavlju 3.1.

Tabela 3.2.2. Primenjene mobilne faze

Br. Sastav Odnos (v/v)
1 hloroform

2 aceton

3 metanol

4 etanol

5 dihlormetan

6 ugljentetrahlorid

7 acetonitril

8 1,2,3,4-tetrahidronaftalen

9 amil-acetat

10 dioksan

11 tetrahidrofuran

12 metanol : voda 80:20
13 dioksan : voda 80:20
14 tetrahidrofuran : voda 60 : 40
15 etanol : voda 70:30
16 acetonitril : voda 70:30
17 izopropil-acetat : voda 70:30
18 aceton : voda 70:30
19 dihlormetan : ugljentetrahlorid 80:20
20 toluen : dioksan 60 : 40
21 toluen : dioksan 70:30
22 methanol : ugljentetrahlorid 60: 40
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3.2.1.3. IzraCunavanja

Sve strukture ispitivanih Sifovih baza, derivata aromati¢nih karbonilnih jedinjenja, su
generisane u HyperChem Professional softveru (verzija 7.0, Hybercube, Gainseville, FL, USA).
Geometrijska optimizacija molekulske strukture uradena je pomocu molekulsko-mehanicke
MM+ metode, koja je zasnovana na MM2 algoritmu. IzraCunavanja primenom jedne tacke je
uradena semi-empirijskom kvantno hemijskom metodom ZINDO/1. Dodatna izra¢unavanja su
uradena u Molecular Modeling Pro Plus (MMP Plus) programu. Izracunati su slede¢i deskriptori:
zapremina molekula (MV), povrSina (SA), energija najviSe popunjene orbitale (Enomo), €nergija
najnize nepopunjene orbitale (E_ymo), dipolni moment (), refraktivnost (R), polarizabilnost (o),
hidrofilno-lipofilni balans (HLB) i parameter lipofilnosti (ClogP). Statisticke kalkulacije,
korelacije, odabir varijabli i MLR modelovanja su uradena koris¢enjem NCSS statistickog
paketa (Hintze, J. (2001) NCSS and PASS Number Cruncher Statistical Systems, Kaysville,
Utah). Analiza glavne komponente (PCA) je uradena u PLS Toolbox statistickom paketu
(Eigenvector Research, Inc. v. 5.2.2.) u okviru MATLAB programa (verzija 7.4.0.287, R2007a,
MathWorks INC, Natick, MA).

3.2.2. Rezultati i diskusija

Hromatografsko ispitivanje serije Sifovih baza derivata p-diketona i njihovih Cu(ll) i
Ni(Il) kompleksa u uslovima normalno- i reverzno-fazne hromatografije je uradeno u cilju
ispitivanja veze izmedu mehanizama odvajanja u razli¢itim hromatografskim sistemima,
prvenstveno zbog prisustva razliCitih supstituenata koji mogu sukcesivno da se uvode u

posmatrane strukture.

3.2.2.1. Analiza glavne komponente (PCA)

Analiza glavne komponente omogucava grupisanje ispitivanih jedinjenja na osnovu
hromatografskog ponaSanja, kao i povezivanje hromatografskog ponasanja sa strukturnim
karakteristikama jedinjenja. Primenom ove analize posmatrane su sli¢nosti i razlike retencionih
parametara ispitivanih jedinjenja. PC1 definiSe slobodu u varijacijama retencionih parametara,

dok PC2 definiSe maksimalna odstupanja. PCA je primenjena na izraCunate molekulske
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deskriptore i retencione parametre ispitivanih jedinjenja, pri ¢emu su analizirani: i) retencioni
parametri dobijeni normalno-faznom tankoslojnom hromatografijom, ii) retencioni parametri
dobijeni reverzno-faznom tankoslojnom hromatografijom, iii) klasifikacija ispitivanih jedinjenja
na osnovu izradunatih molekulskih deskriptora (za Sifove baze i njihove komplekse

istovremeno).

3.2.2.1.1. PCA kompleksnih jedinjenja

Na Slici 3.2.1. su prikazani rezultati PCA analize u uslovima normalno-fazne i reverzno-
fazne tankoslojne hromatografije. Analiza dobijenih rezultata je pokazala da PC1 (Slika 3.2.1a)
prepoznaje razliku izmedu kompleksa sa trifluorometil- 1 fenil-grupama, ali ne razdvaja

komplekse sa razli¢itom strukturom u diaminskom mostu i1 sa razli¢itim centralnim jonima

metala.
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Slika 3.2.1. PCA kompleksa zasnovana na Ry vrednostima: a) silika-gel, b) RP silika-gel

Iz dobijenih rezultata se vidi da PC1 razdvaja komplekse po parovima (13, 25), (14, 26)
(17, 23) (16, 22), (18, 24), (19, 25), (28, 34) i (29, 35), nezavisno od centralnog jona i strukture
diaminskog mosta. Ovo je u saglasnosti sa mehanizmom razdvajanja u uslovima normalno-fazne

hromatografije na tankom sloju. Tri glavna klastera ispitivanih kompleksa se dobijaju PCA
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analizom, Sto je u saglasnosti sa njihovim strukturnim karakteristikama 1 specificnim
interakcijama koje ostvaruju u primenjenom normalno-faznom hromatografskom sistemu. Prvi
klaster sadrzi kompleksna jedinjenja sa fenil- i/ili trifluorometil-grupama (15, 16, 21, 22, 28 i
34). Navedeni supstituenti imaju negativni induktivni i sterni efekat. Druga dva klastera sadrze
asimetricne komplekse koji sadrze metil-grupu sa jedne strane, i fenil- (14, 20, 26 i 32) ili
trifluorometil- (17, 23, 29 i 35) grupu sa druge strane.Nasuprot tome, u uslovima reverzno-fazne
hromatografije duz PC1 komponente razdvajaju se kompleksi koji sadrze u svojoj strukturi fenil-
i trifluorometil- grupe (15, 16, 21, 22, 27, 28, 33 i 34) od ostalih jedinjenja, dok PC2 ne

prepoznaje sli¢nosti izmedu ispitivanih jedinjenja.

Na Slici 3.2.2. su prikazani biplotovi zasnovani na molekulskim deskriptorima ispitivanih
jedinjenja. PC1 razdvaja p i E ymo 0d ostalih deskriptora. E umo je deskriptor koji najbolje
opisuje ponaSanje molekula koji sadrzi metil-grupe (13, 19, 25 i 31). Molekulski deskriptor p
opisuje promene u molekulu usled sukcesivne supstitucije metil-grupe truflorometil-grupama
(17, 18, 23, 24, 29, 30, 35, 36). Na osnovu toga jedinjenja se razdvajaju i grupiSu sa

odgovarajuc¢im deskriptorima, kao $to je prikazano na Slici 3.2.2.
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Slika 3.2.2. PCA kompleksnih jedinjenja zasnovana na molekulskim deskriptorima (biplot)
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Molekulski deskriptori E_ymo 1 popisuju karakteristi¢ne osobine prisutnih supstituenata, a
samim tim i celog molekula i kroz promenu vrednosti opisuju molekul kada se vr$i postupna
supstitucija ovih grupa u ispitivanom setu jedinjenja koji se primenjuje kao model system. E, ymo
se opisuje kao sposobnost molekula da bude dobar nukleofil, dok dipolni moment pripada grupi
deskriptora koja opisuje raspodelu naelektrisanja u molekulu. Sa druge strane, na osnovu
izraCinatih vrednosti molekulskih deskriptora HLB, ClogP, SA i MV se uocava razlika pri
prisustvu trifluorometil- 1 fenil-grupa (16, 22, 28, 34). HLB je molekulski descriptor koji
pokazuje da li molekul ima hidrofobne i/ili hidrofilne grupe na svojoj povrsini (Todeschini &
Consonni, 2009). Pored toga, Exomo, @ 1 R definiSu sukcesivnu supstituciju metil-grupe fenil-
grupama (14, 15, 20, 21, 26, 27, 32, 33). Energija Exomo je direktno povezana sa jonizacionim
potencijalom i opisuje sklonost molekula za napad elektrofila (Karelson & Lobanov, 1996).

3.2.2.1.2. PCA Sifovih baza

Rezultati PCA analize uradene na eksperimentalno odredenim parametrima retencije, R,
za ispitivane Sifove baze u primenjenim normalno- i reverzno-faznim hromatografskim
sistemima, nije pokazala zadovoljavajuce razdvajanje jedinjenja po njihovoj strukturi u odnosu

na razdvajanje postignuto kod odgovaraju¢ih kompleksa (Slika 3.2.3).
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Slika 3.2.3. PCA Sifovih baza zasnovana na Ry vrednostima: a) silika-gel, b) RP silika-gel.
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U odnosu na komplekse, ¢ija je struktura kvadratno-planarna, Sifove baze imaju otvorenu
strukturu. Iz dobijenih eksperimentalnih i izraunatih podataka, kao i njihove korelacije u
uslovima normalno-fazne hromatografije nije utvrdena pravilnosti u odnosu na strukture
ispitivanih jedinjenja. Otvorena struktura Sifovih baza daje moguénost razligitih prostornih
orijentacija, koje omogucéavaju vodoniCne interakcije sa sorbentom. Medutim, evidentno
grupisanje Sifovih baza (Slika 3.2.3b) u uslovima reverzno-fazne hromatografije, pokazuje da su
zbog prisustva supstituenata koji favorizuju hidrofobne interakcije, ove interakcije dominantne u

primenjenom hromatografskom sistemu (1, 7; 2, 8, 5, 11; 3, 9, 6, 12; i 4, 10).

Na Slici 3.2.4. je prikazan biplot molekulskih deskriptora ispitivanih Sifovih baza. Duz
PC1 komponente se odvajaju deskriptori HLB i a, zajedno sa jedinjenjima koja sadrze metil- i/ili
trifluorometil-grupe. Ovo je u saglasnosti sa hromatografskim ponaSanjem ispitivanih jedinjenja
sa ovim supstituentima u strukturi. Pored toga, PC2 komponenta odvaja ispitivana jedinjenja u
saglasnosti sa elektronskim 1 geometrijskim deskriptorima. Na osnovu ovih rezultata potvrdeno
je da supstituenti imaju veliki uticaj na hromatografsko ponaSanje u primenjenim

hromatografskim sistemima, kao 1 da najveci uticaj imaju njihov sterni 1 induktivni efekti.
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Slika 3.2.4.PCA Sifovih baza zasnovana na molekulskim deskriptorima (biplot)
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Naime, u uslovima normalno-fazne hromatografije, supstitucija metil-, trifluorometil- i/ili
fenil-grupama smanjuje elektronsku gustinu donornih atoma, zbog dejstva induktivnog efekta,
$to dovodi do poveéavanja mobilnosti ispitivanih Sifovih baza usled ostvarivanja manjeg broja
vodoni¢nih interakcija. Poznato je das u trifluorometil- i fenil-grupe voluminozne, tako da je
zbog sternog efekta otezan prilaz donornih atoma silanolnim grupama na povrSini sorbenta.
Takode, jedinjenja sa propilendiaminom u strukturi diaminskog mosta su hidrofobnija u
poredenju sa onima koja sadrze etilendiamin. Medutim, zbog asimetrije diaminskog mosta
omogucena je fleksibilnost u prostornoj orjentaciji ovih jedinjenja $to dovodi do toga da donorni
atomi kiseonika i azota mogu neometano da pridu povrsini sorbenta i da sa silanolnim grupama

ostvare interakcije i vodoni¢no vezivanje, bez obzira na izrazenu hidrofobnost ovih jedinjenja.

Nasuprot tome, u uslovima reverzno-fazne hromatografije, ponasanje Sifovih baza je
uzrokovano nespecifiénim interakcijama aromati¢nih prstenova,koji su prisutni u strukturi
jedinjenja,sa sorbentom 1 specificnim interakcijama sa mobilnom fazom. Supstitucija metil-
grupa trifluorometil- i/ili fenil-grupama dovodi do povecanja hidrofobnosti jedinjenja. Primena
reverzno-fazne hromatografije rezultuje boljim razdvajanjem Sifovih baza, pri ¢emu su izrazeniji
efekati prisutnih supstituenata tj. Sifovih baza sa ve¢im brojem sp® hibridizovanih atoma. Ovaj
efekat supstituenata se smanjuje sa povecanjem duzine molekula, pri ¢emu dolazi do evidentnih
promena u retenciji. Na lipofilnost Sifovih baza i njihovih kompleksa uti¢e induktivni efekat i

veoma izrazena rezonanca karakterisitiCna za trifluorometil- i fenil-grupe.

3.2.2.2. Kvantitativni odnos strukture i retencije (QSSR)

Na osnovu retencionih parametara, za sve primenjene stacionarne i mobilne faze, su
uspostavljeni QSRR modeli za posmatrane Sifove baze i njihova Cu(Il) i Ni(Il) kompleksna
jedinjenja. Slede¢i parametri su uzeti u razmatranje za proveru pouzdanosti QSSR modela:
r’(korelacioni koeficijent), MSE (Mean square error), F (FiSerov statisticki parameter), ey
(Correlation coefficient for cross-referenced validation), PRESS (akronim za sumu kvadrata
predvidenih rezidua, predictive residual sum of squares)i SSY (Sum of the squared deviations).
Parametar PRESS jasno definiSe greSku modela.QSSR model je statisticki potvrden kao dobar,
ako je odnos PRESS/SSY manji od 0,4. Model savrSeno objasnjava utvrdenu zavisnost ukoliko

je koli¢nik PRESS/SSY manji od 0,1 (Van de Waterbeemd, 1995).
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3.2.2.2.1. QSRR kompleksa

U Tabeli 3.2.3. su prikazani statisti¢ki najbolji QSRR modeli za ispitivana jedinjenja. U
reverzno-faznim hromatografskim uslovima dominantni mehanizam razdvajanja su hidrofobne

interakcije izmedu sorbenta i jedinjenja.

Tabela 3.2.3. QSRR modeli ispitivanih jedinjenja

PRESS/
Model  Jednatina r’ MSE F r’ov  PRESS
5%

Rmv=1.871 (i0108)+0039(i001 1) Enomo-
18 0.945 0.014 113.362 0.920 0.401 0.080
0.044(0.008) 4-0.331 (+0.021)-ClogP

X Rum=29.600(10.071)-0.553(+0.406)- Eromo+0.192(:0.069) u
2 0.959 0012 27.785  0.802 0.347 0.198
+1.311(+0.461) 0+ 0.148(0.058)-MV-3.651(+1.309)- ClogP

Ru’=1.482(+1.205)-0.571(+0.166) ELumo+
3 0.924 0.067 80583  0.880 2085  0.120
0.119(0.010)- HLB+0.050(:0.003)-R

®RP-18, dihlormetan-ugljentetrahlorid(80:20)
PRP-18,dihlormetan
°RP-18, dihlormetan-ugljentetrahlorid(80:20)

Delokalizacija m-elektrona helatnog prstena je povecana supstitucijom metil-grupa fenil-
i/ili trifluorometil-grupama. Lipofilnost ispitivanih jedinjenja takode raste ovom supstitucijom.
Prema modelu 1 (Tabela 3.2.3), deskriptori koji najviSe uti¢u na retenciju ispitivanih
kompleksnih jedinjenja su: p, Enomo I ClogP. Dobijeni rezultati ukazuju da na lipofilni karakter
ispitivanih jedinjenja ne uticu samo struktura molekula, ve¢ i druge interakcije, posebno one
izmedu samih molekula ili unutar molekula §to dovodi do njihove razli¢ite orjentacije u prostoru,
$to je u saglasnosti sa biplot analizom glavnih komponenti. Na osnovu dobijenog odnosa

PRESS/SSY (Tabela 3.2.3), jasno se vidi da model 1 pripada grupi savrSenih QSRR modela.

3.2.2.2.2. QSRR Sifovih baza

U Tabeli 3.2.3 je predstavljen statisti¢ki najbolji QSRR model za seriju ispitivanih

Sifovih baza (model 2). Najveéi uticaj na retenciju, po modelu 2, imaju slede¢i deskriptori a,
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Evomo, W, MV i ClogP. U primenjenom reverzno-faznim uslovima hromatografije, usled
dominantnih hidrofobnih interakcija, ClogP je deskriptor koji ima najveci uticaj. 1z postavljenog
modela ocigledno je da deskriptori o i MV imaju manji uticaj na retenciju, dok veli¢ina molekula
nema uticaja, $to je u skladu sa veé utvrdenom ¢&injenicom da se Sifove baze nalaze u otvorenoj
formi S§to dovodi 1 do njihovog specificnog hromatografskog ponasanja. Veliki broj sp3
hibridizovanih atoma daje moguénost razli¢itih prostornih orjentacija molekula pri kontaktu sa

povr§inom sorbenta i njegovim aktivnim centrima.

3.2.2.2.3. QSRR/QSAR kompleksa

U literaturi (Baosi¢ et al., 2008) je utvrdena i opisana antimikrobna aktivnost bakar(ll) i
nikl(I) kompleksa ispitivanih tetradentatnih Sifovih baza, derivata p-diketona. QSRR i QSAR
modeli ispitivanih kompleksa su razvijeni na osnovu teorijskih vrednosti molekulskih deskriptora
koji su izraCunati za date strukture, eksperimentalno odredenih parametara retencije i parametara
lipofilnosti, kao i na osnovu rezultata ispoljene antimikrobne aktivnosti. Oba modela su
postavljena na osnovu rezultata koji su dobijeni u uslovima reverzno-fazne hromatografije. Na
ovaj nacin definisani QSAR i QSRR modeli su uporedeni. QSAR model (Tabela 3.2.3, model 3)
je statisti¢ki manje verovatan od QSRR modela (Tabela 3.2.3, model 1). Supstitucija metil-grupa
fenil- i/ili trifluorometil-grupama znacajno uti¢e na lipofilnost posmatranih kompleksnih
jedinjenja. Helacija Sifovih baza menja njihove karakteristike, a samim tim i ponaSanje u
uslovima reverzno-fazne homatografije, kao i u bioloskim sistemima. Kompleksiranjem se
smanjuje polarnost Sifovih baza i poveéava lipofilni karakter nagradenih kompleksnih jedinjenja.
Samim tim, kompleksi pokazuju veéu aktivnost u odnosu na odgovarajuéu Sifovu bazu. Iz ovih
modela i njihovog odnosa moze da se pretpostavi da je eksperimentalno odredeni retencioni
parametar Ry bolji od parametra Ry° za opisivanje lipofilnosti kompleksa Sifovih baza i sli¢nih

jedinjenja, in vivo (Peruskovié, Stevanovic, Loli¢, & Baosi¢, 2014).

Utvrdeni QSRR modeli opisuju zavisnost izmedu osobina molekula ispitivanih jedinjenja
(Sifovih baza, njihovih Cu(Il) i Ni(II) kompleksa) i hromatografski dobijenih retencionih
parametara. Uticaji supstitucije, kao i induktivnog i sternog efekta na retencione parametre
jedinjenja, ispitivani su u uslovima normalno-fazne i reverzno-fazne tankoslojne hromatografije,

a zatim analizirani primenom PCA. Utvrdeno je da za ispitivane komplekse, molekulski
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deskriptor E umo prepoznaje prisustvo metil-grupe, dok molekulski descriptor p prepoznaje
sukcesivnu supstituciju metil-grupa trifluorometil-grupama. Molekulski deskriptori HLB, ClogP,
SA | MV prepoznaju prisustvo trifluorometil- i fenil-grupa, dok Enomo, @ i R prepoznaju
sukcesivnu supstituciju metil-grupa fenil-grupama. Kod ispitivanih Sifovih baza, molekulski
deskriptori HLB i a prepoznaju jedinjenja sa metil-grupama u odnosu na jedinjenja sa
trifluorometil- i/ili fenil-grupama. Lipofilnost ovih jedinjenja in vivo je bolje opisana sa

parametrom Ry u odnosu na Ry’.
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3.3. Ispitivanje bioloSke aktivnosti

3.3.1. Antimikrobna aktivnost

Sifove baze i njihovi kompleksi, su ¢esto izu¢avani zbog bioloske aktivnosti. Neke Sifove
baze, kao i njihovi Cu(ll) kompleksi pokazuju antibakterijsku aktivnost prema Gram-negativnim
sojevima Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus pyogenes, kao i Gram-
pozitivnim Staphylococcus pyogenes i Pseudomonas aeruginosa (Mohamed et al., 2005).
Iminski derivati 2,4-dihloro-5-fluorofenila su pokazali antifungalnu aktivnost prema klini¢kim
sojevima Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Penicillium marneffei i Trichophyton
mentagrophyte (Karthikeyan et al., 2006). Antifungalnu aktivnost prema sojevima Candida,
Aspergillus i Mucor su pokazali i kompleksi Cu(ll), Mn(1l) i Co(Il) (Neelakantan et al., 2008).

3.3.1.1. Materijal i metode
Antimikrobna aktivnost je odredena metodom difuzije u agaru.

Kao test mikroorganizmi koris¢eni su Gram-negativna bakterija Escherichia coli (ATCC
25922) i Gram-pozitivna bakterija Staphylococcus aureus (ATCC 25923), kao fakultativni
anaerobi i potencijalni patogeni. Pored njih, kao predstavnici potencijanih fungalnih patogena
koris¢eni su Saccharomyces cerevisiae (ATCC 24858) i Candida albicans (ATCC 24433).

Ispitivane su Sifove baze, derivati p-diketona, i njihovi Cu(ll) kompleksi (Tabela 3.2.1).

Hranljiva podloga za bakterije bila je Miler-Hinton agar (Torlak; kazein hidrolizat 17,5
g/L, mesni ekstrakt 3,0 g/L, skrob 1,5 g/L, agar 16,0 g/L). Za kulturu Saccharomyces cerevisiae
hranljiva podloga je bila sladni agar (Torlak; pepton 1 5,0 g/L, sladni ekstrakt 30,0 g/L, agar 15
g/L), dok je za kulturu Candida albicans koris¢en agar (pepton 1 Torlak 10,0 g/L, ekstrakt
kvasca 5,0 g/L, mesni ekstrakt 5,0 g/L, glukoza 10,0 g/L, natrijum-hlorid 10,0 g/L, agar 25,0
g/L). Podloge su zagrejane do kljuanja na vodenom kupatilu radi potpunog rastvaranja, a nakon

toga sterilisane u autoklavu u toku 25 min, na 121 °C.

Osnovni rastvor ispitivane supstance, koncentracije 5 mg/mL, je pripremljen

rastvaranjem supstance u smesi dimetil-sulfoksida (DMSO) i dejonizovane vode (1/3, v/v). Od
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osnovnog rastvora, meSanjem sa sterilnim fizioloskim rastvorom, pripremljena je serija
standardnih rastvora. Na taj nain, pripremljeni su rastvori ispitivane supstance sledecih
koncentracija: 5000, 2500, 1250, 625 i 312 ug/mL. Razblazenja u agaru, u Petri Soljama, su
pripremljena meSanjem 1 mL rastvora sa 9 mL otopljene podloge. Na ovaj nacin je dobijena
serija podloga sa razli¢itom koncentracijom ispitivane supstance: 500, 250, 125, 62,5 i 31,2
pg/mL. Petri Solje su ostavljene na +4 °C (kako bi doslo do difuzije), a zatim su prebacene u
termostat. Posle 24 h inkubacije na 37°C (bakterije), odnosno na 28°C (kvasci i plesni) Petri

Solje su pregledane i izmeren je poluprecnik zone inhibicije.

3.3.1.2. Rezultati i diskusija

Rezultati antimikrobnog dejstva ispitivanih jedinjenja, izrazeni kao minimalna ihibitorna

koncentracija (MIC), prikazani su u Tabeli 3.3.1.

Generalno, Sifove baze su pokazale slabu antimikrobnu aktivnost. Sifove baze 6, 8, 9i 10
pokazale su antifungalnu aktivnost prema S. cerevisiae u koncentracijama od 1,248-1,541 uM.
Jedinjenje 6 je, pored toga, pokazalo i antifungalnu aktivnost prema C. albicans. Sifova baza 12
je imala antifungalnu aktivnost samo prema soju C. albicans. Sifove baze nisu pokazale
antibakterijsku aktivnost ni prema Gram-negativnom soju Escherichia coli, ni prema Gram-

pozitivnom soju Staphylococcus aureus.

Ispitivani Cu(ll) kompleksi Sifovih baza su pokazali bolju antimikrobnu aktivnost u
poredenju sa Sifovim bazama. Izuzev kompleksa 17 i 23, svi kompleksi su pokazali antifungalnu
aktivnost prema soju S. cerevisiae (0,558-1,772 uM). Kompleksi 13-15, 18, 19 i 24 su pokazali i
antifungalnu aktivnost prema soju C. albicans (0,558-1,554 uM). Cetiri kompleksa (13, 15, 19 i

24) su pokazala antibakterijsku aktivnost prema Gram-pozitivnom soju Staphylococcus aureus.

Cu(IT) kompleksi Sifovih baza, kao i Sifove baze, nisu pokazali antibakterijsku aktivnost

prema Gram-negativnom soju Escherichia coli.

Na osnovu dobijenih rezultata, za dalja istrazivanja na ¢elijama, odabrani su kompleksi

13, 15, 19i 24, jer su pokazali najraznovrsniju antimikrobnu aktivnost.
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Tabela 3.3.1. Antimikrobna aktivnost Sifovih baza i Cu(II) kompleksa (MIC, uM)

Jedinjenje S. cerevisiae C.albicans S.aureus E.coli

1 - - - -
2 - - - -
3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 1541 1541 - -
7 - - - -
8 1.248 - - -
9 1.301 - - -

10 1514 - - -

11 - - - -

12 - 1.477 - -

13 1.772 1544 1.544 -

14 0.558 0.558 - -

15 1.158 1.158 1.158 -

16 1.323 - - -

17 - - - -

18 0.324 0.648 - -

19 1.480 1.480 1.480 -

20 1.082 - - -

21 1.121 - - -

22 1.276 - - -

23 - - - -

24 0.625 1.250 1.250 -

3.3.2. Citotoksi¢ni efekat Cu(II) kompleksa Sifovih baza

Citotoksic¢ni efekat kompleksa metala se javlja kao posledica njihovih vezuju¢ih interakcija sa
DNK, koje uvode ¢elije u zastoj ¢elijskog metabolizma, apoptozu i regeneraciju kancerske DNK.
lako mehanizam antitumorske aktivnosti pretpostavlja razliCite signalne puteve, DNK je
primarni unutaréelijski cilj svih antikancerskih supstanci. Interakcije malih molekula i DNK
Cesto za posledicu imaju ostecenje kancerske DNK, pri ¢emu dolazi do blokiranja njene deobe.

Kompleksi metala sa Sifovim bazama, pre svega kompleksi prelaznih metala, se u poslednje
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vreme ispituju u ovoj oblasti, prvenstveno zbog svoje specifi¢ne strukture i razlic¢ite bioloske
aktivnosti (Lu et al., 2014; Zhen Li, Hui Yan, Guoliang Chang, Min Hong, Jianmin Dou, 2016).

U okviru ove doktorske disertacije ispitivan je citotoksic¢ni efekat onih Cu(Il) kompleksa
Sifovih baza (13, 15, 19, 24) koji su pokazali najraznovrsniju antimikrobnu aktivnost. Radeni su
eseji za merenje vijabilnosti Celija i kulture Celija raka debelog creva (Caco-2). Ispitivan je i
apoptopski efekat odabranih Cu(Il) kompleksa, pri ¢emu je uporeden uticaj na kancerske i zdrave

¢elije.

3.3.2.1. Materijal i metode

AIM V i Dubelkov modifikovan medijum (engl. Dulbecco’s modified Eagle medium;
DMEM) su nabavljeni od Life Technologies, Inc. (Rockville, MD; USA). Govedi fetalni serum
(engl. Fetal calf serum; FCS), penicilin, streptomicin, L-glutamat, neesencijalne aminokiseline,
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT), fikol-pak, tripan plavo i dimetil-
sulfoksid (DMSO) su nabavljeni od Sigme (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Aneksin V i
propidijum-jodid su nabavljeni od Becton Dickinson Bioscience (BD, Bioscience, San Jose, CA,
USA). Caco-2 ¢celijska linija (humani kancer debelog creva) je nabavljena od ATTC (engl.
American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA).

3.3.2.1.1. I1zolovanje mononuklearnih éelija iz periferne krvi

Za izolovanje mononuklearnih celija iz periferne krvi koris¢eno je 30 mL krvi zdrave
osobe. Pri izolovanju, krv je prvo razblazena dva puta sa puferisanim fizioloskim rastvorom i
pazljivo nadslojena nad fikol u odnosu 3:1 (fikol:razblaZena krv), u tubi zapremine 50 mL. Tako
nadslojena krv se centrifugira 40 min na 400g, bez ikakvih ko¢nica pri zaustavljanju centrifuge.
Nakon centrifugiranja, plazma se odbaci (gornji sloj) 1 aspirira samo interfazni sloj, izmedu
fikola i1 Zute plazme. Tako dobijene celije se isperu dva puta sa puferisanim fizioloskim
rastvorom, a zatim se deo boji tripan plavim, dok se ostatak koristi za dalje eksperimente.
Alikvot ¢elija koje su koncentrisane u 5 mL puferisanog fizioloSkog rastvora se razblazi 20-40

puta sa tripan plavom bojom i potom se ¢elije broje na hemocitometru i mikroskopu.
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3.3.2.1.2. Aneksin V esej (esej vijabilnosti i apoptoze)

Za ovaj esej koriS¢ene su mononuklearne ¢elije iz pune krvi (engl. peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) zdrave osobe i Caco-2 ¢elije. PBMCs su gajene u AIM V®
medijumu dok su Caco-2 ¢elije gajene u medijumu navedenom u prethodnom eksperimentu.
Celije su testirane sa Cu(Il) kompleksima Sifovih baza u opsegu koncentracija od 100-0.01
ug/mL. Po jednoj koncentraciju kompleksa koris¢eno je 200.000 ¢elija. Nakon stimulacije ¢elija
sa kompleksom, celije su inkubirane 24 i 48h, nakon ¢ega su isprane puferisanim fizioloSkim
rastvorom i pri tome bojene sa Aneksin V (1 ul po tubi) i PI (1uL po tubi) 20 min na 4° C u tzv.
vezujuéem puferu koji je dobijen uz Aneksin V Kit. Nakon toga, ¢éelije su isprane vezuju¢im
puferom 1 analizirane protocnom citometrijom pomo¢i FACS Canto II instrumenta (BD
Bioscience, San Jose, SAD). Pored uzoraka postavljene su kontrolne tube za analizu i
kompenzaciju. Tuba 1 je sadrzavala samo neobojene ¢elije, tuba 2 je sadrzavala celije obojene
samo Aneksinom V, dok je tuba 3 sadrzavala cCelije obojene sa PI. Eksperiment je uraden u

duplikatu. Analiza je radena pomoc¢u FlowJo softvera verzija 10 (Treestar, Ashland, SAD).

3.3.2.1.3. MTT esej

Caco-2 celije su kultivisane u T-75 boci sa modifikovanim DMEM medijumom koji
sadrzi 10% FCS, 1% streptomicina, 1% penicilina i 1% neesencijalnih aminokiselina, a nakon
toga inkubirane na 37° C u inkubatoru pod 5% CO,. Celije su prebacene na ploicu sa 96 bunara,
24h pre samog eksperimenta, tako $to je posadeno 200.000 celija po bunaru sa zapreminom od
200 pL. Nakon 24h inkubacije, ¢elije su stimulisane sa rastvorom Cu(Il) kompleksa Sifovih baza
koji je nakon rastvaranja u DMSO profiltriran kroz 0.2 um filter. Koncentracija ovog rastvora je
bila 10 puta vefa od testiranih koncentracija u opsegu od 0.01-1000 pg/mL. Finalna
koncentracija DMSO u uzorku je bila 1%. Celije tretirane sa 1% DMSO u medijumu su
postavljene kao negativna kontrola. Celije su inkubirane 24 i 48h u inkubatoru. Nakon toga, 10
pL MTT rastvora (5 mg/mL u puferisanom fizioloSkom rastvoru) je, nakon filtriranja kroz 0.2
uM filter, dodato u svaki bunar i1 inkubirano 3h u inkubatoru. Nakon inkubacije celija sa
MTTom, medijum je izvaden paZljivo pipetom i kristali formazana su rastvoreni sa po 100 pl

DMSO rastvora. Apsorbanca je ocitana pomoc¢u ELISA c¢itaca na 550 i 620 nm. Procenat
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vijabilnih ¢elija je odreden na osnovu netretiranih ¢elija. IC50 vrednost je odredena na osnovu

koncentracije koja je neophodna da ubije 50 % c¢elija. Eksperiment je uraden u duplikatu.

3.3.2.2. Rezultati

3.3.2.2.1. Uticaj Cu(II) kompleksa Sifovih baza na citotoksi¢nost Caco-2 celija

U cilju odredivanja citotoksiénosti Cu(Il) kompleksa Sifovih baza i njihovih IC50
vrednosti na kancerskoj ¢elijskoj liniji Caco-2 uraden je MTT esej. Celije su tretirane 24 i 48h
variraju¢om koncentracijom kompleksa. Procenat vijabilnosti je opadao sa poveéanjem
koncentracije kompleksa u medijumu ¢elija. UoCena je manja koli¢ina formiranog formazana 1

neobojenost medijuma (Slika 3.3.1).

Slika 3.3.1. Formiranje formazana i pracenje obojenosti medijuma kod vijabilnih éelija.

Nakon ocitavanja ploCice odreden je procenat preostalih vijabilnih ¢elija, na osnovu
procenta vijabilnih ¢elija koje nisu tretirane ispitivanim kompleksom i koji je postavljen kao
100% vijabliteta. Na osnovu dobijenih rezultata, dobijene su linearne zavisnosti % vijabilnosti
¢elija od logaritma konentracije, za svako primenjeno vreme inkubacije (primer grafika za
kompleks 13 je prikazan na Slici 3.3.2), iz kojih je odredena IC50 vrednost (Tabela 3.3.2).
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Slika 3.3.2. Dozno-zavisna vijabilnosti Caco-2 ¢elija od koncentracije kompleksa 13

Tabela 3.3.2. IC50 vrednosti dobijene MTT esejom

I1C50 (ng/mL) Vreme inkubacije
Kompleks 24 h 48 h
13 0.34 5.98
15 1.91 6.02
19 0.02 0.61
24 211 1.94
3.3.2.2.2. Apoptotski efekat Cu(II) kompleksa Sifovih baza i poredenje uticaja na

zdrave i kancerske ¢elije

Ispitivan je apoptotski efekat izabranih kompleksa Sifovih baza (13, 15, 19, 24), kao i

poredenje njihovog uticaja na zdrave 1 kancerske celije.

Na Slici 3.3.3 predstavljeni su rezultati iz kojih se vidi uticaj kompleksa 13 na Caco-2 i
PBMC ¢elije. Utvrdeno je da vreme inkubacije ne utice na dejstvo jedinjenja 13 na PBMC ¢elije,
kao i da kompleks 13 ne dovodi do nekroze PBMC ¢elija. Pri koncentraciji ispitivanog jedinjenja
od 10 pg/mL dolazi do smanjenja broja zdravih ¢elija, nezavisno od perioda inkubacije. Takode,
nezavisno od perioda inkubacije, broj ¢elija u apoptozi je veéi pri koncentraciji kompleksa 13 od

10 pg/mL, dok je pri koncentraciji od 100 pg/mL veéi broj proapoptotskih celija. Nize
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koncentracije kompleksa nemaju veliki uticaj na proces ubijanja ¢elija. Iz ovoga se moze
zakljuciti da koncentracije kompleksa 13 koji ubija Celije iznosi 10 pg/mL (dostize se plato

zasi¢enja).

Kada je isti kompleks testiran na kancerskoj ¢elijskoj liniji debelog creva, tzv. Caco-2,
uoceno je da se broj zdravih Caco-2 ¢elija smanjuje pri porastu koncentracije kompleksa. Tokom
prvih 24h inkubacije uocen je najveci uticaj pri koncentraciji kompleksa od 1 pg/mL. Pri toj
koncentraciji prisutan kompleks uvodi ¢elije u ranu apoptozu (proapoptozu). Medutim, nakon
inkubacije od 48h potrebna koncentracija kompleksa, koja uvodi ¢elije u apoptozu, je 10 ug/mL.
Uporedivanjem uticaja kompleksa 13 na zdrave i1 kancerske ¢elije moze se uociti efikasniji uticaj

kompleksa na kancerske ¢elije.
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Slika 3.3.3. Apoptotski efekat kompleksa 13 na a) PBMC, b) Caco-2.
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Dobijeni rezultati za kompleks 15, pokazuju da kompleks ima veliki uticaj na zdrave
¢elije. Na Slici 3.3.4 predstavljeni su rezultati uticaja ispitivanog kompleksa 15 na Caco-2 i
PBMC ¢elije. UocCava se smanjenje broja zdravih ¢elija u korist apoptoti¢nih, samo pri najvecoj
testiranoj koncentraciji ovog jedinjenja (100 pg/mL) u toku 24h, kao i pri koncentraciji od 10
pg/mL u toku 48h inkubacije. Uticaj kompleksa 15 na vijabilnost i apoptozu kancerskih ¢elija je
znacajniji 1 pri nizimm koncentracijama, mada je utvrdeno da celije u ve¢em procentu ulaze u
ranu fazu apoptoze. Pri inkubaciji PBMC ¢elija sa kompleksom 15, na 24h, skoro da ne dolazi do
apoptoze ¢elija, a nema ni proapoptoze. Pri koncentraciji od 10 ug/mL dolazi do smanjenja broja

zdravih ¢elija, nezavisno od vremena inkubacije.

Pri inkubaciji Caco-2 ¢elija sa kompleksom 15 koncentracije 0,1 ug/mL, nezavisno od
vremena inkubacije, dolazi do smanjenja broja zdravih celija. Takode, pri istoj koncentraciji i
inkubaciji od 24h je izrazen proapoptotski efekat, dok je pri inkubaciji od 48h izrazen apoptotski
efekat.
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Slika 3.3.4. Apoptotski efekat kompleksa 15 na a) PBMC, b) Caco-2.
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Uticaj kompleksa 19 na zdrave i kancerske celije prikazan je na Slici 3.3.5. Kompleks 19
ne dovodi do nekroze PBMC ¢elija, pri primeni ispitivanog opsega koncentracija. Generalno, iz
rezultata moze da se zakljuci da kompleks 19 ima viSe izrazeni inflamatorni i apoptotski efekat
na kancerskim ¢elijama, gde dolazi do porasta broja apoptotskih i proapoptotiskih celija sa
porastom koncentracije kompleksa i duzim vremenom inkubacije. Proinflamatorni efekat je vise
izrazen kod duzeg vremena inkubacije, jer je vecina Celija u fazi rane apoptoze, Sto nije uoceno
na zdravim Cdelijama. Kod zdravih celija, jedino pri inkubaciji u trajanju od 48h, sa

koncentracijom kompleksa 19 od 100 pg/mL, dolazi do povecanja broja ¢elija u proapoptozi.

Pri inkubaciji od 24h, koncentracija kompleksa 19 od 100 pg/mL smanjuje broj zdravih
¢elija Caco-2, dok ista koncentracija dovodi i do porasta broja ¢elija u apoptozi (Slika 3.3.5b).
Pri inkubaciji od 24h nema promene u broju ¢elija u proapoptozi. Pri istoj koncentraciji (100
pg/mL), inkubacijom u trajanju od 48h, se smanjuje broj zdravih ¢elija 1 dolazi do poveéanja

broja proapoptotskih ¢celija, dok se broj ¢elija u apoptozi ne menja.

19/24h 19/48h B3 Zdrave
100 3 Zdrave 80+ EZ3 Proapoptotske
E=3 Proapoptotske E3 Apoptotske
E3 Apoptotske [0 Nekroticne

[ Nekrotiéne

% c¢elijske distibucije
% ¢elijske distibucije

a) & N i & el mitve & N N oS elje  mrtve
[ Zdrave 19/48h
19/24h EZ3 Proapoptotske 80- 73 Zdrave
60- E3 Apoptotske : Proapoptotske

[ Nekrotiéne 3 E3 Apoptotske
- 604 H [ Nekrotigne

204

% ¢elijske distibucije

2{ H_

% celijske distibucije

b) & D 5 o O celje  mrtve & N N o ON celje  mrtve

Slika 3.3.5. Apoptotski efekat kompleksa 19 na a) PBMC, b) Caco-2.

77



Ispitivani kompleks 24 (Slika 3.3.6), generalno, izaziva efekat inflamacije i ¢elijske smrti
samo pri visokim koncentracijama, kako u zdravim, tako i1 u kancerskim ¢elijama. Pri inkubaciji
od 24h, kompleks 24, u koncentraciji ve¢oj od 10 ug/mL ubija ¢elije PBMC, dok je pri
inkubaciji od 48h isti efekat izrazeniji pri koncentraciji od 100 pg/mL. Do porasta broja
apoptotskih ¢elija PBMC dolazi ve¢ pri koncentraciji od 1 pg/mL (24h inkubacija) tj. pri
koncentraciji vecoj od 10 pg/mL (48h inkubacija). Takode, broj proapoptotskih celija raste pri

koncentracijama kompleksa 24 ve¢im od 10 ug/mL, nezavisno od vremena inkubacije.

Iz dobijenih rezultata se vidi da pri koncentracijama kompleksa 24 veé¢im od 10 ug/mL
dolazi do smanjenja broja ¢elija Caco-2. Pri koncentraciji od 100 pg/mL i inkubaciji od 24 h
dolazi do povecanja broja ¢éelija u apoptozi, a pri inkubaciji u trajanju od 48 h i pri koncentraciji
ispitivanog jedinjenja od 10 pg/mL. Kompleks 24, pri ispitivanim koncentracijama, ne dovodi do

nekroze i proapoptoze.
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Slika 3.3.6. Apoptotski efekat kompleksa 24 na a) PBMC, b) Caco-2.
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Na osnovu dobijenih rezultata je utvrdeno da nijedan od ispitivanih kompleksa (13, 15,
19, 24) ne dovodi do nekroze, kako zdravih (PBMC), tako ni kancerskih (Caco-2) ¢elija i stoga
se moze pretpostaviti da ispitivani kompleksi specificno deluju na ¢elije 1 navode ih da udu u
programiranu Celijsku smrt. Specificno delovanje ispitivanih kompleksa je posledica njihove
strukture 1 prisustva karakteristicnih supstituenata, kao i razlika u diaminskom mostu, koji
menjaju ukupnu lipofilnost kompleksa, kao i moguénost zauzimanja razli¢itih konformacija pri

prolasku kroz ¢elijsku membranu i pri ostvarivanju interakcija unutra celije.

Od svih ispitivanih kompleksa, kompleks 19 je pokazao da pri primenjenoj najnizoj
koncentraciji izaziva citotoksi¢ni efekat na kancerskim celijama, tj. pokazao je najveéi
inhibitorni efekat u poredenju sa ostalim ispitivanim kompleksima, $to je direktno posledica
njegove specificne strukture. U poredenju sa zdravim ¢elijama utvrdeno je da kompleks 19 ima
znatno Vvi$i uticaj na vijabilnost, proliferaciju i apoptozu kancerskih ¢éelija. Vreme inkubacije
takode utice na vijabilnost ¢elija. Iz dobijenih rezultata primenom MTT eseja se moze uociti da
duze vreme inkubacije povecava dozu neophodnu da ubije Celije, gde IC50 vrednost raste oko 5
puta, sa izuzetkom kod kompleksa 24. Jaci efekat na kancerske u odnosu na zdrave celije je
takode uocen i kod kompleksa 13 i 15. Medutim, ovi kompleksi dovode ¢elije u proapototsko
stanje, Sto je stanje rane apoptoze. Nasuprot tome, citotoksi¢ni uticaj kompleksa 24 se ne

smanjuje sa vremenom inkubacije.

3.3.2.3. Diskusija

1z dobijenih eksperimentalnih rezultata jasno se vidi da specifi¢nost u strukturi, prisustvo
odredenog supstituenta, kao i struktura diaminskog mosta direktno uticu na citotoksic¢nost
ispitivanih jedinjenja, kao i na efikasnost njihovog delovanja. Kompleksna jedinjenja Cu(ll) sa
Sifovim bazama koja su ispitivana u okviru ove doktorske disertacije imaju kvadratno-planarnu
strukturu. Ugao izmedu dva helatna prstena u kompleksu 13 iznosi samo 8.99° (N. M. Aburas et
al., 2013). Ispitivana kompleksna jedinjenja koja sadrze metil-grupe (13, 19) imaju nize
vrednosti IC50 (Tabela 3.3.2) u poredenju sa kompleksnim jedinjenjima koji sadrze fenil- (15),
odnosno trifluorometil-grupe (24). Ovo je u skladu sa dobijenim rezultatima pri ispitivanju
uticaja supstituenata na retenciju i odredivanje lipofilnosti posmatranog seta Cu(Il) kompleksa

Sifovih baza, kao i datim obja$njenjima u delu 3.2.2.1. ove doktorske disertacije. Na Slici 3.2.2
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su prikazani biplotovi zasnovani na molekulskim deskriptorima ispitivanih jedinjenja.
Molekulski deskriptor koji najbolje definiSe komplekse koji sadrze metil-grupu je E ymo Koji
opisuje sposobnost molekula da bude dobar nukleofil, $to u ovom slucaju uti¢e na lipofilnost
posmatranih jedinjenja, a favorizovano je ¢injenicom da molekuli koji sadrze simetri¢no
supstituisane metil-grupe imaju manju zapreminu od onih sa fenil- i trifluorometil-grupama, pa
ne dolaze do izrazaja sterne smetnje. Pored toga, delokalizacija w-elektrona helatnog prstena je
povecana supstitucijom metil-grupa sa fenil- i/ili trifluorometil-grupama i odgovorna je za

povecanje lipofilnosti posmatranih jedinjenja.

Analiza dobijenih rezultata ispitivanja apoptotskog efekta kompleksinih jedinjenja 13, 15,
19i 24, kao i poredenje njihovog uticaja na zdrave i kancerske ¢elije ukazuje na jasnu razliku u
mehanizmu delovanja. Ispitivani kompleksi zbog svojih strukturnih karakteristika pokazuju
razli¢it efekat deluju na zdrave i kancerske celije, pri razli¢itim koncentracijama. Kompleks 13
pri koncentraciji od 0,1 png/mL ubija ¢elije Caco-2, dok na zdrave ¢elije (PBMC) utice tek pri sto
puta vecoj koncentraciji (10 pg/mL), pri inkubaciji u trajanju od 48h. Nezavisno od vremena
inkubacije, kompleks 15 ubija ¢elije kancera (Caco-2) pri koncentraciji od 0,1 pg/mL, a na
zdrave pocinje da utiCe tek pri koncentraciji od 10 pg/mL. Dejstvom ovog kompleksa, pri
koncentraciji od 0,1 pg/mL, sa porastom vremena inkubacije (sa 24 na 48h) 1 ¢elije koje su bile u
proapoptozi prelaze u apoptozu. Kompleks 19 pri koncentraciji 1 pg/mL, i inkubaciji u trajanju
od 24h stabilizuje zdrave celije. Isti efekat je izrazen i1 pri koncentraciji od 0,01 pg/mL i
inkubaciji od 48h. Stabilizuju¢i efekat kompleksa 19 vidi se i u smanjenju broja ¢elija u
apoptozi, pri koncentraciji od 1 pg/mL i inkubaciji u trajanju od 24h. Primenom ovog
kompleksa, jedino pri inkubaciji od 48h, pri koncentracijom od 100 pg/mL, dolazi do povecanja
broja ¢elija u proapoptozi. Stabilizujuci efekat na zdrave Celije je utvrden samo pri primeni 0vog
kompleksa. Takode, pri koncentracijama vecim od 10 pg/mL 1 inkubaciji od 24h dolazi do
smanjenja broja ¢elija Caco-2, dok pri inkubaciji od 48 h do smanjenja broja ¢elija Caco-2 dolazi
pri koncentraciji od 100 pg/mL. Kompleks 24 ubija ¢elije PBMC pri koncentraciji od 10 pg/mL
(24h inkubacija), tj. pri koncentraciji od 100 pg/mL (48h inkubacija). Pri istim koncentracijama,

za iste periode inkubacije kompleks 24 ubija i ¢elije Caco-2.

Supstitucijom metil-grupe u kompleksnom jedinjenju 13 fenil-grupama, pri ¢emu se u
diaminskom mostu nalazi etilendiamin, IC50 vrednost posmatrana posle inkubacije u trajanju od

24h raste 6 puta. Ovako ocigledna i izrazena razlika u ispoljavanju citotoksicnog efekta
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ispitivanih kompleksa 13 i 15 nije posledica samo njihove lipofilnosti. Naime, lipofilnost
kompleksa 15, zbog prisustva fenil-grupa, u simetri¢noj strukturi jedinjenja koja je favorizovana
i etilendiaminskim mostom, je veca u poredenju sa kompleksom 13 (R. Baosi¢, Radojevic, et al.,
2007). Medutim, eksperimentalno dobijene IC50 vrednosti ova dva kompleksa, nakon inkubacije
u trajanju od 48h, se prakti¢no izjednacavaju, $to ukazuje na Cinjenicu da kompleks 15, zbog
prisutnih fenil-grupa, koje su voluminozne, otezano prolazi kroz ¢elijsku membranu, tj. potrebno
je vise vremena kako bi doSlo do ispoljavanja efekta citotoksi¢nosti i ¢ak do izjednacavanja
efekta delovanja u poredenju sa kompleksom 13. Ovo je u skladu sa dobijenim rezultatima pri
ispitivanju uticaja supstituenata na retenciju i odredivanje lipofilnosti posmatranog seta Cu(Il)
kompleksa Sifovih baza, kao i datim objasnjenjima u delu 3.2.2.1. ove doktorske disertacije. Na
Slici 3.2.2 su prikazani biplotovi zasnovani na molekulskim deskriptorima ispitivanih jedinjenja.
Molekulski deskriptori koji definiSu tj. prepoznaju sukcesivnu supstituciju metil-grupe fenil-
grupama su Epomo, o i R. Energija Eyomo je direktno povezana sa jonizacionim potencijalom i
opisuje sklonost molekula za napad elektrofila. Polarizabilnost oznafava efikasnost
intermolekulskih i disperzionih interakcija sa okolinom, dok je refraktivnost povezana sa
veli¢inom 1 polarizabilno$¢u prisutnih supstituenata. Takode, ovakvo eksperimentalno ponaSanje
ispitivanih jedinjenja je u saglasnosti sa ¢injenicom da supstitucija metil-grupa sa fenil-grupama
ima za posledicu, zbog sternih smetnji, povecanje ugla izmedu helatnih prstenova na 11.71°,

¢ime je otezan i usporen prolaz molekula nakon izvrSene supstitucije.

Pri supstituciji metil-grupe (kompleks 19) sa trifluorometil-grupom (kompleks 24),
utvrdena je znacajna razlika u eksperimentalno dobijenim IC50 vrednostima, bez obzira na
duZinu vremena inkubacije. Lipofilnost posmatranih kompleksa je zadovoljavajuéa i daje
mogucnost kompleksima da produ kroz ¢elijsku membranu. Supstitucija manje polarne metil-
grupe, polarnijom trifluorometil-grupom dovodi do porasta lipofilnosti jedinjenja, jer lipofilnost
ispitivanih jedinjenja, kao $to je objasnjeno u delu 3.1 i 3.2 ove doktorske disertacije, nije
posledica iskljuc¢ivo same strukture, ve¢ i drugih osobina i interakcija koje mogu da ostvare u
datom sistemu. U ovom slucaju izraZena je jaka rezonanca tj. rezonancioni efekat trifluorometil-
grupe koji dovodi do porasta lipofilnosti. Ovo je u skladu sa dobijenim rezultatima pri ispitivanju
uticaja supstituenata na retenciju i odredivanje lipofilnosti posmatranog seta Cu(Il) kompleksa
Sifovih baza, kao i datim objasnjenjima u delu 3.2.2.1. ove doktorske disertacije. Na Slici 3.2.2

su prikazani biplotovi zasnovani na molekulskim deskriptorima ispitivanih jedinjenja.
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Molekulski deskriptor koji definiSe molekul na osnovu koga se prepozanje supstitucija metil-
grupe trifluorometil-grupom je dipolni momenat p, koji opisuje raspodelu naelektrisanja u
molekulu. Prisutni atomi fluora sa izrazenom elektronegativnoséu i velikim negativnim
naelektrisanjem, koje se nalazi u elektronskom oblaku trifluorometil-grupe, pokazuju verovatno
specificne interakcije u unutrasnjosti c¢elije koje dovode do utvrdenog efekta da pri istim
koncentracijama ubija neselektivno i1 zdrave 1 kancerske celije, kao i1 da na delovanje kompleksa

24 nema uticaja produzavanje vremena inkubacije (Tabela 3.3.2, Slika 3.3.6).

Pored evidentnog uticaja supstitenta na eksperimentalno odredenu biolosku aktivnost,
utvrdeno je da postoji i uticaj strukture diaminskog mosta na ispoljavanje te aktivnosti. Naime,
analizom dobijenih rezultata za komplekse 13 i 19 utvrdeno je da promena etilendiaminskog
mosta u propilendiaminski most dovodi do znatnog snizavanja IC50 vrednosti i to skoro 7 puta.
Prisustvo propilendiamina u diaminskom mostu, zbog asimetrije u strukturi, daje mogucnost
rotacije molekula kompleksa 19, $to verovatno omoguéava zauzimanje razli¢itih konformacija
pri prolasku kroz ¢elijsku membranu i pri ispoljavanju specifi¢nih interakcija u unutrasnjosti
¢elije. Promena u strukturi diaminskog mosta dovodi do pojave novog enantiomernog centra na
C atomu metilenske grupe, sto za posledicu ima odstupanje od kvadratno-planarne geometrije
usled odbijanja metil-grupa diaminskog mosta i helatnog prstena, a samim tim i povecanje ugla

izmedu helatnih prstenova.

Od svih ispitivanih kompleksa, jedino kompleks 24, pri istim koncentracijama utice i na
zdrave 1 na kancerske celije. Zbog toga, njegovo vezivanje za HSA nije ispitivano u daljem radu.
Kompleksi 13 i 15 utiCu na zdrave celije tek na koncentracijama 100 puta vec¢im od
koncentracije na kojoj pokazuju citotoksi¢no dejstvo prema kancerskim ¢elijama, dok kompleks
19, jedini, pokazuje efekat stabilizacije zdravih ¢elija i pri ispitivanim koncentracijama ne
pokazuje citotoksi¢nost prema zdravim celijama, ve¢ samo prema kancerskim. U daljem radu

ispitivani su kompleksi 13, 151 19.

82



3.4. Vezujuéi afinitet Cu(II) kompleksa Sifovih baza za humani serum

albumin: eksperimentalni i teorijski pristup

Humani serum albumin (HSA) predstavlja jedan od najviSe istrazenih proteina. Razlog
tome je njegov vezujuéi kapacitet za razliite bioaktivne komponentne, kao i njegove funkcije
transporta bioaktivnih jedinjenja, regulacije osmotskog pritiska, itd. HSA je monomerni protein
molekulske mase oko 66 kDa, koji sadrzi 17 disulfidnih mostova i jedan slobodan ostatak
cisteina Cysas. Strukturno sadrzi najvise a-heliksa koji ¢ine vise od 2/3 proteina. U okviru 3D
strukture uocavaju se tri homologa domena (I, II i III) i svaki od njih sadrzi dva subdomena (A i
B) (Bujacz & IUCr, 2012; X. M. He & Carter, 1992). Pored toga, HSA poseduje samo jedan
ostatak triptofana - Trpyis (He & Carter, 1992), pa zbog toga predstavlja odli¢an model za

ispitivanje afiniteta vezivanja nekog liganda za protein i odredivanje konstante vezivanja.

Prilikom proucavanja protein-ligand interakcija cesto se koristi fenomen gasenja
fluorescencije (eng. fluorescence quenching), koji podrazumeva bilo koji proces koji dovodi do
smanjenja intenziteta fluorescencije u uzorku. Vezivna mesta na HSA molekulu za mnoge
aromati¢ne 1 heterocikli¢ne ligande su uglavnom locirana u okviru dva hidrofobna dzepa u
subdomenima IlA (tzv. Sudlow-ovo mesto I) i 1l1A (tzv. Sudlow-ovo mesto I1) (Sudlow, Birkett,
& Wade, 1975; Zsila, 2013). Za takozvano Sudlow-ovo mesto |, ili varfarin-azopropazonsko
mesto, je poznato, da se za njega vezuju heterociklicni anjonski liganadi, kao i neki lekovi, dok
se u subdomenu IB nalazi mesto za vezivanje hema (Sudlow et al., 1975). Pored toga, deSava se
da prilikom vezivanja odredenog liganda za protein moze do¢i do promene konformacije
proteina ka vise ili manje stabilnoj strukturi. Ovo je od znacaja, jer je struktura proteina
povezana sa njegovom funkcijom, pa samim tim ako odgovarajuéi ligand menja konformaciju
proteina moze do¢i do gubljenja funkcije tog proteina. Zbog toga, prilikom ispitivanje afiniteta
vezivanja nekog liganda za protein, vaZno je da se ispita stabilnost proteina kao nosioca. Postoje
razne metode koje se koriste za ovakva ispitivanja. NajceSce se koriste CD spektroskopija,
kristalografija, NMR spektroskopija, ITC kalorimetrija i dr. U novije vreme, in silico pristup
molekulskog dokinga je zamenio mnoge od ovih metoda. U nekoliko studija pokazano je da se
Cu(II) kompleksi Sifovih baza vezuju za HSA, gase fluorescenciju triptofana, kao i da se vezuju

za odredeni domen na proteinu, S§to dovodi do zakljucka da postoji mogucnost njihovog
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transporta i dispozicije u krvnoj plazmi (da Silveira et al., 2009; M. Li, Huang, Ye, & Xie, 2015;
Sartaj Tabassum,Musheer Ahmad, Mohd Afzal, Mehvash Zaki, 2014).

Do sada nisu ispitivane protein-ligand interakcije Cu(ll) kompleksa polidentantnih
Sifovih baza sa HSA ili sa drugim proteinom. U okviru ove doktorske disertacije ispitivan je
vezujuéi afinitet onih Cu(Il) kompleksa Sifovih baza koji su pokazali citotoksi¢ni efekat na

kancerskim ¢elijama (opisano u delu 5.2 ove doktorske disertacije).

3.4.1. Materijal i metode
3.4.1.1. Odredivanje koncentracije proteina

Liofilizovan HSA protein (Sigma, Nemacka) je odmeren na analitickoj vagi 1 rastvoren u
puferisanom fizioloSkom rastvoru. Kada se dobijeni rastvor izbistrio, izvrseno je centrifugiranje
u trajanju od 5 minuta na 13400 rpm. Supernatant je kori§¢en za merenje koncentracije proteina.
Koncentracija proteina je odredena spektrofotometrijski, na osnovu eksitacionog koeficijenta
HSA i molarne mase HSA (g = 35700 M™%cm, M = 66 000 g/mol), merenjem apsorbance na

talasnoj duzini od 280 nm u kvarcnoj kiveti od 1cm.

3.4.1.2. Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentni spektri su snimani na spektrofluorimetru FluoroMax-4 (Horiba Scientific,
Japan), na sobnoj temepraturi (25°C) u kvarcnoj kiveti zapremine 3,5 ml, sa prorezom Sirine 5
nm. Emisioni spektri, u opsegu od 290-450 nm, su snimljeni pobudivanjem triptofana u strukturi
HSA koncentracije 1uM u puferisanom fizioloSkom rastvoru, sa i bez prisustva Cu(Il)
kompleksa Sifovih baza. Koncentracije rastvora ispitivanih kompleksa su bile u opsegu od 0.5-
35 uM, a pripremljeni su u 1% DMSO kao rastvarau. S obzirom da neki kompleksi mogu da
daju emisione spektre, prvo su snimljeni fluorescentni spektri svih pripremljenih rastvora Cu(ll)
kompleksa Sifovih baza, sa rastuéom koncentracijom, u puferisanom fiziologkom rastvoru.
Dobijene vrednosti su oduzete od vrednosti dobijenih za HSA-kompleks spektre, kako bi se
uklonio uticaj emisije samih kompleksa. Svi spektri su analizirani koriste¢i Origin Pro 8 softver

(Northampton, MA, USA).
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3.4.1.3. Analiza ga$enja fluorescencije HSA sa Cu(Il) kompleksima Sifovih baza
Stern-Volmer
Gasenje fluorescencije se opisuje Stern-Volmer-ovom jednac¢inom:

Fo/ F=1+ Ky [Q]

Fo i F su emisioni intenziteti proteina pre i posle dodatka liganda, K, je Stern-Volmer-ova
konstanta, a [Q] je koncentracija liganda koji se vezuje za protein (Hasni et al., 2011; Liang,
Tajmir-Riahi, & Subirade, 2008).

Iz Stern-Volmer-ove linearizacije izraCunate su konstante brzine gaSenja fluorescencije

biomolekula (Kg) primenom sledece jednacine:
Ks\/ = KQ * 70

gde je 7o poznata vrednost (5,6 ns) za zivotni vek ekscitovanog stanja HSA. Ky, je izraCunat na

osnovu nagiba Stern-Volmer-ove jednacine (Lakowicz, 1999; R. Wang et al., 2013).
Logaritamska jednacina

Za staticki mehanizam gasenje fluorescencije triptofana, konstanta vezivanja (K,), kao i broj

vezivnih mesta se mogu izracunati na osnovu sledece jednacine:
log[ (Fo—F)/F]=1log Ks+ n-log[Q]

Nagib dobijen iz ove jednacine predstavlja broj vezujucih mesta, dok odsecak predstavlja

konstantu vezivanja (Lakowicz, 2016).

3.4.1.4. CD spektroskopija

CD spektri u dalekoj ultraljubiastoj oblasti su snimljeni na JASCO J-815
spektropolarimetru (JASCO, Japan) na 25°C, u opsegu od 260 do 195 nm, u kvarcnoj kiveti sa
optickim putem od 0.01 cm. Broj akumulacija je podesen na 4, dok je brzina snimanja bila 50
nm/min. Snimani su spektri kako ¢istog HSA (10 uM), tako i kompleksa koji gradi protein sa
ispitivanim Cu(IT) kompleksnim jedinjenjem Sifove baze. Molski odnosi u kojima su mesani
protein i odgovaraju¢e kompleksno jedinjenje su: 1:0.1, 1:0.5, 1:1 1 1:5. Rezultati su

predstavljeni kao srednji molarni elipticitet aminokiselinskih ostataka proteina:
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[6] =60 /(10-n-C-d)

gde je 8 izmereni elipcititet, n je broj aminokiselinskih ostataka u proteinu (585 za HSA), C je
molarna koncentracija proteina u uzorku, dok je d duzina svetlosnog puta u kiveti. Odredivanje
procentnog udela sekundarnih struktura radeno je po Ognjenovic i dr. (Ognjenovi et al., 2014).
Koris¢en je CONTIN softver sa SP29 proteinskom bazom podataka, koji je omogucéen preko
CDPro softverskog paketa.

3.4.1.5. Molekulsko modelovanje i molekulski doking

Da bi se odredila geometrija sintetisanih kompleksa i parcijalna naelektrisanja svih atoma
u kompleksnom jedinjenju, uradeni su kvantno hemijski proracuni B3LYP metodom sa 6-
31G(d,p) bazis setom za atome ugljenika, vodonika, azota i kiseonika i LANI2DZ bazis setom za
atom bakra. Unutra$nji elektroni bakra su zamenjeni LANI2 efektivnim potencijalom, kako bi se
Sto taénije odredio njihov uticaj na elektronsku gustinu kompleksa (N. M. Aburas et al., 2013).
Parcijalna naelektrisanja atoma, kori§¢ena u doking proraunima, su izra¢unata RESP metodom.

Svi kvantno hemijski proracuni su uradenu u programu Gaussian09 (Frisch et al. 2013).

Pocetna striktura HSA proteina je preuzeta iz proteinske baze podataka (PDB) — struktura
1BMO (Sugio, Kashima, Mochizuki, Noda, & Kobayashi, 1999). Kristalografski pronadeni
molekuli rastvaraca su izbrisani iz strukture i protonovanost svih titrabilnih aminokiselinskih
ostataka u proteinu je odredena pomocu Poison-Bolcmanovog modela elektrostatickog
kontinuuma u programu H++ (Anandakrishnan, Aguilar, & Onufriev, 2012). Aminokiseline koje
su nedostajale u kristalnoj strukturi (na N i C terminalima) su modelovane u programu
CHARMM (Brooks et al., 1983). U istom programu uradena je i optimizacija strukture proteina
koris¢enjem CHARMM-27 polja sila. Na tako pripremljenoj strukturi proteina uraden je doking
liganda pomoéu mreZe (grid) centrirane na centru mase proteina, dimenzija 80 x 80 x 80 A.

Doking eksperiment je uraden u programu Autodock4 (Morris et al., 2009).
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3.4.2. Rezultati
3.4.2.1. Interakcije Cu(II) kompleksa Sifovih baza sa HSA

Interkacije Cu(Il) kompleksa Sifovih baza sa HSA proteinom su pracene fluorescentnom
spektroskopijom, metodom gasenja triptofanske fluorescencije HSA proteina pri poveéanju
koncentracije kompleksa. Na Slici 3.4.1 prikazani su emisioni spektri HSA proteina sa
kompleksima 13, 15 i 19. Sva tri ispitivana kompleksa, pri povecanju njihove koncentracije,
dovode do gasenja triptofanske fluorescencije HSA koji je ekscitovan na 280 nm. Njegov
emisioni maksimum Ama na talasnoj duzini oko 340 nm, opada sa rastu¢om koncentracijom
liganda koji se vezuju za njega, tj. ispitivanih jedinjenja. Naime, uo¢ava se odredeni pomeraj
Amax Za svaki ispitivani kompleks: sa 337 nm na 346 nm za kompleks 13, 336 nm na 344 nm za
kompleks 15, 338 nm na 342 nm za kompleks 19. U emisionim spektrima HSA sa svim
kompleksima uocava se tzv. ,,crveni pomeraj* Amnax ili pomeraj ka visim talasnim duzinama, gde
se fluorescentni intenzitet HSA smanjuje za 30%, 19% i 13.8% za komplekse 13, 15 i 19,
respektivno pri odnosu kompleks:protein 10:1. Ovi rezultati ukazuju na ostvarene interakcije
ispitivanih kompleksa sa HSA proteinom. Pri najviSim vrednostima testiranith koncentracija
kompleksa uocen je veci pad intenziteta signala za 44.6%, 38% i 46.5% za komplekse 13, 15 i
19, u odnosu na intenzitet signala proteina bez prisustva kompleksa, §to moze da ukaZze na

moguénost zasi¢enja proteina sa kompleksom i gubitak njegove konformacije.
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Slika 3.4.1. Emisioni spektar 1puM HSA sa kompleksima u koncentracionom opsegu od 0.5-
35uM. a) HSA sa kompleksom 13; b) HSA sa kompleksom 15 i c) HSA sa
kompleksom 19.
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Gasenje emisije triptofana na 340 nm je primenjeno za odredivanje jacina interakcija
izmedu HSA proteina i datog kompleksa primenom Stern-Volmerove jednacine i analize ovih
podataka. Intenzitet gasenja emisije, prikazan kao linearna zavisnost odnosa Fo/F i koncentracije
ispitivanih kompleksa, omogucava odredivanje Stern-Volmer-ovu konstante, Ksv (Slika 3.4.2 i
Tabela 3.4.1).

Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da sva tri kompleksa na Stern-Volmer-ovim
graficima pokazuju linearnost, Sto zna¢i da kompleksi dovode do gaSenja emisije Trps14 HSA
proteina. Na osnovu ovoga moze da se izracuna konstanta brzine gasenja fluorescencije HSA

(Kg). Dobijene vrednosti su date u Tabeli 3.4.1.

y =0.026x +0.9826
R?=0.9857

174 ¥ = 0.0249x + 1.0042
Ri=0.8784

¥ = 0.0389x + 1.01;
R?*=0.9956

FolF
FolF

T r T T r r T T T T r T T T r ,
0 5 10 15 20 o 10 20 30 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
C (uM) C (uM) C (uM)

Slika 3.4.2. Stern-Volmer-ova linearizacija i odredivanje Ksv

a) kompleks 13, b) kompleks 15, c) kompleks 19.

Tabela 3.4.1. Parametri vezivanja ispitivanih kompleksa za HSA.

Stern-Volmer-ova logaritamska
jednacina jednacina
Kompleks Ksy (MT) Ko (M™*) Ka (M) n
13 3.9-10* 6.9-10% 5.7-10* 0.83
15 2.6:10% 4.6-10% 1.4-10* 1.16
19 2.5-10% 4.4-10% 3.1-10% 0.93
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Linearnost grafika, kao i vrednosti Ko veée od 10™ ukazuju na staticki mehanizam
gasenja emisije 1 postojanje kompleksa izmedu HSA 1 ispitivanih Cu(Il) kompleksnih jedinjenja

Sifovih baza (13, 15, 19).

S obzirom da je utvrdeni mehanizam gaSenja staticki, omogucéeno je odredivanje
konstante vezivanja (Ka) formiranog kompleksa, kao i odredivanje broja vezivnih mesta (n). 1z
dvostrukog logaritamskog grafika (Slika 3.4.3), linearizacijom prave dobija se jednacina prave u
kojoj nagib predstavlja broj vezujué¢ih mesta, dok odseCak predstavlja konstantu vezivanja

(Tabela 3.4.1) (Lakowicz, 1999).

0.0 - 0.0 - 0.0 -

y = 0.8268x - 1.2245 . y=1.1612x - 1.8388 1 e 0.2
0.2 R*=0.9407 p 0.2 RY=0.9244 >
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R*=0.9744
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Slika 3.4.3. Dvostruki logaritamski grafik: a) kompleks 13, b) kompleks 15, c) kompleks 19.

3.4.2.2. Uticaj vezivanja Cu(IT) kompleksa Sifovih baza na sekundarne strukture

HSA

Radi provere konformacionih promena na sekundarnim strukturama HSA proteina
snimljeni su CD spektri HSA i Cu(IT) kompleksa Sifovih baza u dalekoj UV oblasti (Slika 3.4.4).
CD spektri su snimljeni u molskim odnosima protein:ligand od 1:0,1 do 1:5. Izabrana je najniza
koncentracija kompleksa koja je koriS¢ena kao najvisa koncentracija pri testovima citotoksi¢nosti
u prethodnom poglavlju (3.3.2), jer sa primenjenim nizim koncentracijama ispitivanih kompleksa

nema promene u sekundarnoj strukutri HSA proteina.
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Slika 3.4.4. CD spektri: a) kompleks 13, b) kompleks 15, ¢) kompleks 19.

Na osnovu snimljenih spektara moze da se zaklju¢i da kompleks 13 nema uticaja na
promenu strukture sve dok nije postignut odnos 1:1. Naime, na Slici 3.4.4a je prikazan CD
spektar HSA proteina sa bogatim sadrzajem a-heliksa (minimumi na 208 nm i 222 nm). Pri
odnosima protein:ligand 1:1 i 1:5 dolazi do promene u strukturi proteina, dajuc¢i vec¢i molarni
elipticitet kako u minimumu tako i u maksimumu (Slika 3.4.4a). Izratunavanjem udela (%)
sekundarnih strukura utvrdeno je da dolazi do poveéanja udela a-heliksa u korist smanjenja -
plocica i to od 52% na 74% za a-heliks, tj. sa 8.7% na 0,2% za B-ploCice (Tabela 3.4.2).
Kompleks 15 uti¢e na strukturu proteina ukoliko je odnos protein:ligand 1:5, pri ¢emu je uocen
znatni pad molarnog elipticiteta u maximumu, na oko 195 nm, ali i smanjenje molarnog
elipticiteta u minimumu na oko 210 nm (Slika 3.4.4b). Preracunavanjem udela (%) sekundarnih
struktura (Tabela 3.4.3) dobija se da se udeo a-heliksa, ali i B-ploCica, znatno smanjio u korist
nerazvijene strukture, vodeci ka denaturaciji ili razvijanju proteina. Sli¢na pravilnost u ponasanju
je utvrdena i za kompleks 19 (Slika 3.4.4c i Tabela 3.4.4). Naime, u slu¢aju ova dva kompleksa

pokazano je da molski odnosi 1:1 ne uticu na promenu strukture HSA proteina.

Tabela 3.4.2. Odredivanje sekundarne strukture HSA, pre i posle dodatka kompleksa 13.

%0 sekundarne strukture

Odnos protein:kompleks a-heliks p-plo¢a p-navoj nerazvijena struktura

1:0 52,1 8,7 18,5 22,7
1:0.1 53,0 7,6 16,8 22,7
1:0,5 52,9 6,6 18,2 22,3

1:1 71,4 0,7 12,5 15,3

1:5 73,9 0,2 11,3 14,6
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Tabela 3.4.3. Odredivanje sekundarne strukture HSA, pre i posle dodatka kompleksa 15.

% sekundarne strukture

Odnos protein:kompleks a-heliks B-plo¢a p-navoj nerazvijena struktura

1:0 52,1 8,7 18,5 22,7
1:0,1 56,2 7,3 16,2 22,5
1:0,5 47,3 10,4 18,7 23,5

1:1 50,7 6,7 19,5 23,1

1:5 34,9 4,8 23,7 36,5

Tabela 3.4.4. Odredivanje sekundarne strukture HSA, pre i posle dodatka kompleksa 19.

% sekundarne strukture

Odnos protein:kompleks a-heliks B-plo¢a p-navoj nerazvijena struktura

1:0 52,1 8,7 18,5 22,7
1:0,1 54,4 6,5 17,0 22,1
1:0,5 50,6 7,2 18,7 22,5

1:1 50,7 7,3 20,1 21,9

1:5 40,2 4,1 20,9 34,8

3.4.2.3. Molekulski doking [Cu(acac,pn)] za HSA protein

Molekulski doking i izraCunavanje parametara kod kompleksa HSA-[Cu(acac,pn)]
ukazuje na potencijalno mesto vezivanja ispitivanog kompleksa u HSA. Detaljne analize
pokazale su da se ispitivano kompleksno jedinjenje [Cu(acaczpn)] (kompleksa 19) vezuje za
HSA na subdomen IB (Slika 3.4.5). HSA protein je preuzet iz proteinske baze podataka
(struktura 1BMO (Sugio et al., 1999)).
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Slika 3.4.5. Kompleks HSA-[Cu(acacpn)] i mesto vezivanja.

a) uobiCajna mesta vezivanja su obeleZena rimskim brojevima, b) IB domen kao potencijalno

mesto vezivanja kompleksa 19 (prikazan sa uvecanjem)

Mesto sa visokim afinitetom vezivanja se nalazi izmedu slede¢ih aminokiselina:
naelektrisanih, polarnih i aminokiseline sa pirolskom grupom LySgy, Tyriss, HiSiss, TYrie1,
Argigs; nepolarnih Leuspss, ey, Leusgy, Leujgs (Slika 3.4.6A). Uoceno je da je kompleks
pozicioniran najblize poloZaju koji se nalazi izmedu Leuig, | Argigs i da se najvise protein-ligand
interakcija odigrava izmedu helatnih prstenova kompleksa [Cu(acacopn)] (B1 i B3) dok prsten
propilendiaminskog mosta (B2) interaguje samo sa Leuijs (Slika 3.4.6A). Ostvarene su =
interakcije B1 helatnog prstena sa ostacima Leuigy, Leusgs, kao i sa fenolnim ostacima Tyrisg |
Tyrie1. Helatni prsten B3 interaguje sa ostatkom Lysgo, piridinskim ostatkom His;4s, kao i sa
lle1sp. 1z 2D dijagrama (Slika 3.4.6B) zakljuceno je da su Leuiis, Hisiss lle1sn i ArgQiss
aminokiseline koje stabilizuju nagradeni kompleks izmedu ispitivanog jedinjenja i HSA. Pored
alkil i m-alkil interakcija uocene su i van der Walls-ove interakcije i to sa slede¢im

aminokiselinama: Va|115, Argm, Met]_zg, Argl45, Phe14g, Glylsg i Serlgg.
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Slika 3.4.6. Interakcije HSA proteina iz subdomena IB sa [Cu(acac,pn)]
A- mesto vezivanja i alkil interakcije. B- 2D dijagram sa najznacajnijim interakcijama.

3.4.3. Diskusija

Vezujuée interakcije nekih supstanci za serum albumin in vitro uzet je kao model protein
u proteinskoj hemiji kako bi se izucavale protein-ligand interakcije (Hu, Liu, Shen, Fang, & Qu,
2005). U okviru ovog dela doktorske disertacije ispitane su interakcije kompleksa 13, 15 i 19 sa
HSA proteinom kao modelom i mogué¢im nosiocem supstance do ciljnih ¢elija. Odreden je
afinitet vezivanja kompleksa za protein, uticaj na strukturu proteina prilikom vezivanja. Za
kompleks 19 ([Cu(acac,pn)]) je odredeno i teorijsko mesto vezivanja za HSA protein. Pokazano
je da kompleksi koji imaju citotoksi¢ni efekat na Caco-2 ¢elije imaju visoki afinitet vezivanja za
HSA, da postoji jedno vezivno mesto, kako teorijski, tako i eksperimentalno, kao i da molski
odnos veoma malo uti¢e na promenu strukture proteina. lzuzetak je Cu(ll) kompleks 13 koji je

pokazao da ima sposobnost vece stabilizacije proteina.

Naime, emisioni spektri ispitivanih kompleksa pokazali su gasenje fluorescencije Trpzia
Sto ukazuje na formiranje kompleksa izmedu HSA i liganda. Uocen je pomeraj emisionog
maksimuma u crvenom opsegu spektra, §to dovodi do povecanja polarnosti mikrookruzenja
triptofanskog ostatka (Ng et al., 2013). Samim tim, to moze dovesti i do mogucih
konformacionih promena u strukturi HSA zbog intramolekulskih sila koje su ukljucene u

odrzavanje sekundarne strukture, zajedno sa smanjenjem hidrofobnosti, indukujué¢i da je
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triptofanski ostatak viSe izlozen rastvaracu (X.-F. Zhang et al., 2008). Ovaj fenomen je najvise
uofen kod kompleksa 13 koji sadrzi, u svojoj simetri¢noj strukturi, dve metil-grupe i
etilendiaminski most. Naime, pomeraj emisionog maksimuma je najznacajniji kod kompleksa
13, a uocen je i najveci pad inteziteta emisionog maksimuma. Najmanji pomeraj emisionog
maksimuma uocen je kod kompleksa 19, verovatno zbog prisutne asimetrije u diaminskom
mostu koji sadrzi propilendiamin, $to je u skladu sa rezultatima koji su dati u poglavlju 3.1 i 3.2
ove doktorske disertacije. Kod kompleksa 19 je, zbog takve strukture, izrazena promena ugla
izmedu helatnih prstenova, pri ¢emu se dobija naruSena kvadratno-planarna struktura i potpuno
drugacija konformacija u odnosu na ispitivane komplekse 13 i 15. Pored toga, svi ispitivani
kompleksi su pokazali da njthovo prisustvo dovodi do gasSenja fluorescencije triptofanskog
ostatka. Do gasenja fluorescencije dolazi usled transfera protona ili elektrona, transfera energije,
konformacione promene i intramolekulske reakcije. Daljom obradom rezultata Stern-Volmer-
ovom linerizacijom i odredivanjem Ksv i Kq konstanti pokazano je da je mehanizam vezivanja
liganda za protein staticki (Ghisaidoobe & Chung, 2014b). Staticko gaSenje emisije se zove i

gasenje nastalo usled formiranja nefluorescentnog kompleksa.

Analizom dobijenih Ksv vrednosti jasno se vidi da vrednosti variraju u zavisnosti od
primenjenog kompleksa i to u nizu 13 > 15 > 19. Ispitivani kompleksi ostvaruju interakcije i
koordiniSu sa razliCitim ostacima. Na osnovu dvostrukog logaritamskog grafika su odredene
konstante vezivanja Ka, ¢ije su vrednosti dovoljno visoke, §to ukazuje da se ligand vezuje za
protein. Dobijene Ka su znacajno niZe od npr. nekovaletne veze avidin-biotin (K = 10 M™)
(Livnah, Bayer, Wilchek, & Sussman, 1993), sugeriSu¢i moguénost oslobadanja liganda od
serum albumina u ciljnim ¢elijama, kao $to je i pokazano (M. Li et al., 2015). Dobijena Ka
vrednost je najvecéa za kompleks 13, Sto govori o ostvarivanju ja¢ih interakcija i intramolekulskih
sila sa HSA, kao i o formiranju stabilnijeg kompleksa, Sto verovatno dovodi do promene
konformacione strukture proteina. Ovo je u korelaciji sa dobijenim rezultatima i datim
objaSnjenjima pri analizi najveeg pomeranja emisionog maksimuma HSA u prisustvu
ispitivanih jedinjenja.

U nekoliko studija pokazano je da vezivanje liganda za HSA vodi ka stabilizaciji njegove
konformacije, poput vitamina B12 (Hou et al., 2008), masnih kiselina (Guizado, 2014), lupeola
(Kallubai, Rachamallu, Yeggoni, & Subramanyam, 2015) i floretina (Barreca et al., 2017). Nasi

rezultati pokazuju da pri molskom odnosu protein:ligand od 1:1 ne dolazi do znacajne promene u
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sekundarnoj strukturi proteina. Medutim, pri vecoj koncentraciji dolazi do destabilizacije
konformacije HSA sa kompleksom 15 i kompleksom 19. Za razliku od njih kompleks 13 je
pokazao da ima sposobnost da stabilizuje konformaciju HSA proteina, time $to dolazi do porasta
udela a-heliksa, ¢ak i1 pri molskom odnosu protein:ligand 1:1. Ovo je u skladu sa
eksperimentalno odredenom konstantnom vezivanja, koja je oko 5 puta ve¢a u poredenju sa
vrednostima konstanti vezivanja koje su dobijene za druga dva ispitivana jedinjenja. Dobijeni
rezultati su u skladu sa podacima datim u literaturi, gde se definiSe sli¢no ponasanje Cu(II)
kompleksa sa 1,1-0-fenantrolinom, kao i Cu(ll)-epigalokatehingalat kompleksa (Shahabadi,
Bazvandi, & Taherpour, 2017; Singha Roy, Ghosh, & Dasgupta, 2013).

Molekulskim dokingom pokazano je da mesto vezivanja kompleksa 19 za HSA na
subdomenu IB. Ovo mesto je poznato po tome $to se za njega vezuje hem (J. Zhang et al., 2016).
Vezivanje je posledica van der Walls-ovih i m-interkacija (alkil tipa). Sam kompleks se
stabilizuje izmedu Leusss, Hisise, €142 1 Argigs, tako da arginin interaguje sa oba helatna prstena
u strukturi posmatranog jedinjenja, histidin uti¢e na stabilnost jednog od helatnih prstenova, dok

leucin stabilizuje propilendiaminski prsten diaminskog mosta.
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4. ZAKLJUCCI

Utvrden je uticaj primenjenih organskih modifikatora na hromatografsko ponasanje
ispitivanih jedinjenja i na odredivanje parametara lipofilnosti. Primenom odredenog
modifikatora molekul moze da ispolji lipofilnost, adekvatnu onoj koju bi ispoljio u
realnom okruZenju, kao $to je prolazak kroz ¢elijsku membranu. Metanol, kao organski
modfikator omogucava najbolje odvajanje strukturno sli¢nih jedinjenja, dok primenom
THF ispitivana jedinjenja mogu da se posmatraju kao homologa serija, bez obzira na
velike razlike u strukturi.

Za ispitivana jedinjenja, utvrdeni su molekulski deskriptori koji najbolje opisuju promenu
osobina molekula izazvanu sukcesivnom supstitucijom i njihov uticaj na lipofilnost. Na
osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da voluminozni supstituenti sa izrazenim
induktivnim efektom povecavaju lipofilnost. Takode, diaminski most koji sadrzi
propilensku grupu doprinosi vecoj hidrofobnosti. QSRR 1 QSAR modeli ispitivanih
kompleksa su razvijeni na osnovu teorijskih molekulskih deskriptora izracunatih za date
strukture, kao i parametara retencije i lipofilnosti.

Nijedan od ispitivanih kompleksa ne dovodi do nekroze celija ve¢ ih uvodi u
programiranu ¢elijsku smrt. Tri od cetiri kompleksa su pokazala citotoksi¢nost prema
Caco-2 kancerskim celijama, a da pri istim koncentracijama ne uti¢u na zdrave celije.
Kompleks sa najve¢im proapoptotskim efektom na kancerskim ¢elijama je pokazao i
stabiliSu¢i efekat prema zdravim celijama. Takode, utvrden je uticaj strukture na
citotoksi¢nost datih jedinjenja.

U okviru ovih ispitivanja je utvrdeno da Cu(II) kompleksi sa polidentatnim Sifovim
bazama imaju visoki afinitet vezivanja za HSA, da postoji jedno vezivno mesto, kao i da
vezivanjem ovih kompleksa dolazi do minornih promena u sekundarnim strukturama
proteina koje, u nekim sluéajevima, ¢ak dovode i do stabilizacije proteina. Doking studija
za ispitivani kompleks sa najvecim proapoptotskim efektom na kancerskim celijama
potvrduje vezivanje kompleksa za HSA u subdomenu IB, pa se samim tim HSA moze

smatrati moguéim nosiocem supstance do ciljnih ¢éelija.
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ETHYKHA OJIBOP

Xemujcku dakynrer YHusepsutera y beorpamy

Ha II penoBHoj cennnuu Etnaxor ondopa Xemujckor dakyntera, ompxano] 30. OKTOOpa
2017. romune, pasmatpan je 3axteB Huxone Cresanosuha, mactep XeMu4apa, CTYICHTa
JOKTOPCKUX aKaJIEMCKUX CTyAMja M3 XeMHje Ha XeMHjcKoM (akynTery YHHBEp3uTeTa Y
Beorpany, o naBamy carmacmoctd 3a ynotpeby XyMaHOT OHOJOIIKOT Mmarepujaiga y
MCTPaXXMBAUKe CBPXe, 32 NOTpede u3pajie JOKTOPCKE AucepTaluje no HasusoM: "IloinneHraTHe
Ilugose Gase u wuxou Cu(ll) KOMIUIEKCH: JMNOPUIHOCT M GHOJOMIKA AKTHBHOCT", Ha
Xemujckom dakynrety Yuusepsurera y Beorpany, koje he ce cnpoBomuTy oz PYKOBOJICTBOM B.
npodecopa ap Pajne baommuh.

Ha ochoBy anammse mpucnmene noxymenrauuje (3axteB 3a omoOpeme cnpoBohema
Hay1HO-MCTpaxkuBayke cTyauje; O6pasall ca mojanuMa o OArOBOPHOM UCTpaxuBauy; OGpasalg
32 J00Mjatbe NHCAaHE CATJACHOCTH 3a ydewhe y HayYHO-HCTPa)MBAYKO] CTYIMjH; J03BOJIA
peruonanye ernyke komucuje y Crokxonmy, LlIBencka) u HENOCPEHOT yBU/A Y cTambe, ETnyku

onbop Xemujckor pakynrera 10HeO je caeaehy

ONJIYKY

Onobpasa ce xopumheme OGHONOWIKOr MaTepujana HPHKYILHEHOT y Jnaboparopuju
ynusepsutercke bonnuue Kaponuncka, llsencka (30 mL myne nepudepHe BeHCKe KPBH) 01 5
30paBUX MCNIMTAHUKA, 33 aKaJeMCKy cryaujy: "Henurusame nurotokcuunor epexra Iludosux
0a3a n HUXOBUX KOMIUIEKCA HA 3/IPaBUM M KAHIEPCKHM henujama", yuju je excrnepuMeHTamTHu

IIPOTOKOJI y CKJIa/ly Ca NMPOIMCAHUM ETHYKUM HOpMama.

beorpany, 29.11.2017. ronune

Ipencenuuk Etnukor ogdopa

A

ap Haramuja ITonosuh, B. npodecop
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Od septembra 2013. godine je zaposlen na Hemijskom fakultetu u Beogradu kao asistent za uzu

nauénu oblast Analiticka hemija.

U dosadasnjem naucno-istraZzivackom radu kandidat Nikola R.Stevanovi¢ je bio
angazovan na nekoliko projekata. Od 2012. godine je angazovan na projektu Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije (broj 172017) pod nazivom: ,,Korelacija
strukture i osobina prirodnih i sintetickih molekula i njihovih kompleksa sa metalima®“. U
periodu od 2013. do 2014. godine bio je angazovan na projektu: ,,Microbial cell surface
determinants of virulence as targets for new therapeutics in Cystic Fibrosis“ (BMBS COST
Action BM1003), dok je u periodu od 2014. do 2015. godine bio angazovan na Inovacionom
projektu “Razvoj analitickih postupaka za utvrdivanje autenti¢nosti srpskog vina” (broj 451-03-

2802-IP Tip 1/78).



Kandidat je ¢lan Srpskog hemijskog drustva od 2010. godine. Aktivno ucestvuje u radu
Republicke komisije za takmi¢enja iz hemije za ucenike osnovnih $kola od 2012.godine. Bio je
¢lan organizacionog odbora 51. Savetovanja Srpskog hemijskog drustva. Ucestvovao je u radu
slede¢ih komisija na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu: Komisija za sprovodenje
upisa, Komisija za popis hemikalija i laboratorijskog materijala, Komisija za popis stakla,
Komisija za utvrdivanje predloga kandidata za izbor prodekana, Komisija za nabavku, Komisija

za popis plemenitih metala.
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U3jaBa o ayTOpCTBY

Vme u npesnme aytopa Hukona P. CteBaHoBuh
Bbpoj nHpekca 0X42/2012
UsjaBrbyjem

[a je AOKTOPCKa AUcepTaLvja Noj HacroBoM:

,MonuaexTartHe Ludose 6ase u kouxosu Cu(ll) komnnekcn: nunoduHoOcCT n
GuonouKa akTUBHOCT”

e pesynTaT COMNCTBEHOI UCTPaXKnBa4Kor pana;

e [a avcepTauvja y LenuHW HU Y Aenosuma Huje buna npearnoxeHa sa ctulame
Opyre avnriome npema CTyAMjCKMM nporpamuma Apyrux  BUCOKOLLKONCKWX
yCTaHoB3,

e [la Cy pe3yntaTu KOPEKTHO HaBedeHun n

e [a HUCAM KpLIMO/Ma ayTopcka fpasa W KOPUCTUO/Na WHTEMEKTyarHy CBOjuHY
ApYrux nuua.

MoTnuc ayTopa

Y Beorpagy, /f’ii 12, Jold.

Jesdwlat




WU3jaBa 0 MCTOBETHOCTM LUTaMNaHe U eflieKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Hukona P. CteBaHoBMh

Bpoj nHaekca 0X42/2012

CTyamjckun nporpam JOKTOP XEMMjCKUX HayKa

Hacnoe paga JMonupexTatHe Luncoee 6aze u wuxosm Cu(ll)

KOMMeKcu: NMNodUnHoCT n GMoroLIKa akTUBHOCT”

MeHTOp np Paga Baowwuh, BaHpeaHu npodecop

WsjaBrbyjeM fa je LTamnaHa Bepauja mMor JOKTOpCKor pafa WCTOBETHA €NEKTPOHCKO]
BEp3UjM Kojy cam npeaao/na pagu noxpakeHa y OWruTanHoM peno3uTopujymy
YHuBep3uteTa y beorpaay.

JosBorbaBam Aa ce objase Moju nu4HM nojaun BesaHu 3a nobuvjarwe akagemckor
Ha3WBa AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe v npesvme, roanHa n Mecto pofera u gatym
onbpaHe paga.

OBM INMYHM noZdaun Mory ce 0OjaBUTW Ha MpPEeXHUM cTpaHuulama JurutandHe
BUBNMOTEKE, Y EMNEKTPOHCKOM KaTtarory 1y nybnukauujama YHueepsuTeTa y Beorpagy.

MoTnuc ayTopa

15, 47. 2047,

Y Beorpagay,




M3jaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHuBepsutetcky Gubnuoteky ,CBeToszap MapkoBuh* na y [AurutanHu
penosnTopujyMm YHusepauteTa y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop,
HacnoBoOM:

»MonnaentatHe Lndose 6ase n wuxosu Cu(ll) komnnekcu: nunocuITHoOCT U
Ouonoluka aKkTMBHoOCT”

Koja je Moje ayTopcKo gerno.

AvcepTaunjy ca ceum npunosumMa npeaao/na cam y eneKTpOHCKOM copmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBUpaHse.

Mojy ~ROKTOpcky —AucepTauujy moxpaweHy Yy OurutanHom penosuTopujymy
YHuBepauTeTa y Beorpagy n [JOCTYNHY y OTBOPEHOM MpUCTYNy Mory Aa KopucTe cBu
Koju noLuTyjy oapeabe cappxaHe y onabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyuno/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepuyjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AENUTU NoL UCTUM ycrioBuma (CC BY-NC-SA)
3. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTeo — fenuTu nog uctum ycriosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKpy>xuTe camo jefHy of LWeCT NoHyReHnx nuueHum.
Kparak onuc nuueHum je cactaBHu Aeo oBe usjase).

MoTtnuc aytopa

MC/K;/%/

Y Beorpaay,




1. AytopcTBo. [lo3BOrbaBarte ymHOXaBare, AUCTPUOYLIMY M jaBHO CaoMLLTaBakb:e
Aiena, n npepajie, ako ce HaBene UMe ayTopa Ha HauuH onpefeH o cTpaHe aytopa
unu Aasaotia nuueHue, Yak 1y koMmepuujande cspxe. OBo je HajcnoboaHuja on ceux
niueHun.

2. AyTopcTBO — HeKkomepuwMjanHo. [l03BorbaBate yMHOXaBare, ANcTpubyumjy w
jaBHO caonuwiTasare Aena, u npepaje, ako Ce HaBele VMe ayTopa Ha HaunH oapeheH
0f CTpaHe ayTopa unu Aasaotla nuuexue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KomepLmjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKkomepuujanHo — Ge3 npepapa. [losBorbasate yMHOXaBake,
AucTpubyumrjy M jaBHO caonwTaBare Aena, 0e3 npomeHa, npeocbnuKoBarba UMM
ynotpebe fena y CBOM [erfly, ako Ce HapeAe MMe aytopa Ha Hauud ogpefeH of
CTpaHe aytopa wnu AaBaola nuueHue. OBa nuLeHUa He [03BOSbaBa KomepLujanHy
ynotpeby fena. Y ofHOCY Ha CBe ocTare NULEHLEe, 0BOM TULEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu obum npasa kopullhera gena.

4. AyTOPCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AernTy nog UCTum ycnosuma. [Joasorbasarte
yMHOXaBake, AUCTpubyLuMjy 1 jaBHO caoniiTasamwe [ena, u npepage, ako ce Hasene
nMe ayTopa Ha HauuH ofpefed of crpadHe aytopa wunv aasaoua NULEHUE U ako ce
npepaga auctpubympa noj MCTOM MM CAMYHOM nuleHuom. OBa nuueHua He
osBorbasa Komepuujansy ynotpeby nena u npepana.

5. AytopcTBO — 6e3 npepapa. [lo3BorbasaTe YMHOXaBake, AUCTPUBYLMy 1 jaBHO
caoniitagare Aena, 6es npomena, npeobnukoBara unu ynotpebe genay ceom aeny,
aKo ce HaBe[e vMe ayTtopa Ha HauuH ofpefleH of crpade ayTtopa wWnu gasaola
nuuerue. OBa NuueHLa [o3BOrbaBa kKomepumjaniy ynotpedy gena.

6. AyTOpCTBO — penuTu NojA UCTUM ycrnoBuma. [ossorbaBate YMHOXaBame,
AncTpubyuujy v jaBHO caoniuTasarbe fena, U Npepaje, ako ce HaBene UMe ayTopa Ha
HauuH ogpefieH of cTpaHe aytopa wnv JaBaoua NuUeHUe W ako ce npepaa
auctpubyupa nog MCTOM wnu cnivyHOM  nudeHuom. OBa nWUeHUa [03BOSbasa
komepupjanHy ynotpeby pena v npepapa. CrnuuHa je codTBEpPCKUM nvLEHLaMa,
O HOCHO JMLEHLaMa OTBOPEHOr Koaa.



