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Sinteza, struktura i svojstva potencijalno bioloski aktivnih

derivata propanske kiselina

1ZVOD

U cilju proucavanja potencijalne bioloSke aktivnosti derivata propanske kiseline
u ovom radu su sintetisane dve serije jedinjenja. U prvoj seriji, sintetizovani su novi
kompleksi prelaznih metala [Mn(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), Zn(ll)] sa oksaprozinom
(Hoxa), nesteroidnim antiinflamatornim lekom. Lek i kompleksi okarakterisani su
elementarnom i TG analizom, FT-IC, *H NMR, *C NMR, UV-Vis spektroskopijom i
merenjem magnetne susceptibilnosti.

Na osnovu elektronskih spektara i magnetnih momenata za sve komplekse
utvrdena je (pseudo)oktaedarska geometrija. Sa izuzetkom Cu(ll)-kompleksa, gde je
ustanovljen mostovno bidentatni nacin vezivanja COO -grupa, kod svih ostalih
kompleksa na osnovu FT-IC spektara potvrdena je helatna koordinacija COO -grupa.
Opsta formula kompleksa je [M(H,0),(0xa),]-xH,0, gde je x=2za M =Mn, Co i Ni i
x=1,5 za Zn. Binuklearni Cu(Il)-kompleks, [Cu,(H,0),(OH)(oxa)s]-2H,0, ispoljava
snazne Cu—Cu interakcije antiferomagnetnog tipa. Prvi put je ispitana in vitro
antiproliferativna aktivnost sintetizovanih kompleksa prema c¢elijskim linijama
humanog karcinoma kolona (HCT-116), humanog karcinoma dojke (MDA-231),
humanog karcinoma grlica materice (HeLa) i melanoma (Fem-x). Kod svih kompleksa
uocen je statisticki zna€ajan antiproliferativni efekat. Zbog izuzetne aktivnosti, ¢ak 1 pri
nanomolarnim  koncentracijama, Ni(ll)-kompleks se pokazao kao potencijalni
antiproliferativni agens.

Drugu seriju jedinjenja ¢ini grupa novih 2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazol-
3-il)propanskih kiselina i odgovaraju¢ih metil estara. Sva jedinjenja okarakterisana su
temperaturom topljenja, elementarnom analizom, FT-IC, 'H NMR i “C NMR
spektroskopijom. Kristalna  struktura metil-2-(5-(4-metoksifenil)metilen-2,4-
-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propionata odredena je rendgenskom strukturnom analizom.
Ispitivana je antiproliferativna aktivnost sintetisanih jedinjenja na celijskim linijama
humanog karcinoma kolona (HCT-116), humanog karcinoma dojke (MDA-231) i

mijeloidne leukemije (K-562). Rezultati ukazuju na bolju antiproliferativnost aktivnost



sintetisanih metil estara u odnosu na odgovarajuce kiseline. Dodatno je ispitivana
antimikrobna aktivnost, ali nije zabelezen njihov efekat naspram Sirokog spektra
testiranih mikroorganizama.

U nastavku istrazivanja, uradena je elektrohemijska karakterizacija oksaprozina,
cikli¢nom voltametrijom na elektrodi od zlata u 0,05 M rastvoru NaHCOs. Sintetizovan
lek, njegov analiticki standard i1 sadrzaj aktivne supstance u tableti Duraprox®
okarakterisan je jednom oksidacionom i tri redukcione reakcije. Uo¢ena je linearna
zavisnost anodnih struja od koncentracija leka na 0,83 V za analiticki standard i na 0,85
V za tabletu Duraprox®. Elektroda od zlata je modifikovana adsorpcijom govedeg
serum albumina (bovine serum albumin, BSA) u 0,1 M fosfatnom puferu (pH = 7,4) i
ispitana je koncentraciona zavisnost anodnih struja za analiticki standard oksaprozina na
BSA/Au elektrodi. Koris¢enjem Lengmirove adsorpcione termodinamicke jednacine

izraCunata je konstanta vezivanja oksaprozina za BSA/Au elektrodu.

Kljucne reci: Derivati propanske kiseline - Oksaprozin - Kompleksi prelaznih metala -
2,4-Tiazolidindion - Rendgenska strukturna analiza - Antiproliferativna aktivnost -

Cikli¢na voltametrija.

Naucna oblast: Hemijsko inZenjerstvo
Uza naucna oblast: Farmaceutsko inzenjerstvo

UDK broj: 547.293



Synthesis, Structure and Properties of Potentially Biologically Active

Propanoic Acid Derivatives

ABSTRACT

In order to examine potentially biologically active propanoic acid derivatives
two series of compounds have been synthesized. In the first series, novel transition
metal [Mn(Il), Co(ll), Ni(Il), Cu(ll), Zn(I1)] complexes with oxaprozin (Hoxa), a non-
steroidal anti-inflammatory drug, have been synthesized. The drug and complexes have
been characterized by elemental and TG analysis, FT-IR, *H NMR, *C NMR, UV-Vis
spectroscopy and magnetic susceptibility measurements.

The (pseudo)octahedral geometry has been proposed for all complexes based on
electronic spectra and magnetic moments. With exception of the Cu(ll) complex, where
bridging bidentate mode of COO™ groups has been found, FT-IR spectra confirmed
chelately coordinated COO™ groups in the other complexes. The general formula of the
complexes is [M(H20).(oxa),]-xH,0, with x=2 for M =Mn, Co and Ni and x =15
for Zn. The binuclear Cu(ll) complex, [Cu,(H20),(OH)(oxa)s]-2H0, has strong Cu—Cu
interactions of antiferromagnetic type. The complexes and Hoxa did not exhibit the
cytotoxic effect to peritoneal macrophages. For the first time these complexes have been
tested for their in vitro antiproliferative activity against human colon, breast, and cancer
cell lines, HCT-116, MDA-231, HeLa and Fem-x, respectively. For all investigated
compounds significant antiproliferative effects have been observed. Ni(ll) complex has
been shown to be a promising antiproliferative agent exerting excellent activity even in
nanomolar concentrations.

In the second series, novel 2-(5-arylidene-2,4-dioxotetrahydrothiazole-3-
-yl)propanoic acids and six corresponding methyl esters have been synthesized. All
compounds were characterized by melting points, elemental analysis, FT-IR, *H and
13C NMR spectroscopy. Crystal structure of methyl-2-(5-(4-methoxybenzylidene)-2,4-
-dioxotetrahydrothiazole-3-yl)propionate was confirmed by X-ray analysis. The
antiproliferative activity of all synthesized compounds against human colon cancer,
breast cancer and myelogenous leukemia cell lines, i.e. HCT-116, MDA-231 and K562,

respectively, was evaluated. The results indicate that antiproliferative activity of the



synthesized esters is better than the activity of the corresponding acids. Moreover, in
vitro antimicrobial activity against a wide range of tested microorganisms was
examined and not noticed.

Further, electrochemical investigation of oxaprozin, using cyclic voltammetry on
gold electrode in 0.05 M NaHCO3; was performed. The synthesized drug, its analytical
standard and its content in Duraprox® tablets were characterized with one oxidation
reaction and the three reduction reactions. All they exhibited the linear concentration
dependency of anodic currents at 0.83 V for the analytical standard and
0.85 V for Duraprox® tablets. The strong adsorption of bovine serum albumin (BSA)
on gold electrode in 0.1 M phosphate buffer solution (pH = 7.4) is shown and
concentration dependency of anodic currents of oxaprozin standard on BSA/Au is
studied. Following the Langmuir adsorption thermodynamic equation, the binding

constants of oxaprozin on BSA/Au electrode was calculated.

Keywords: Propanoic acid derivatives - Oxaprozin - Transition metal complexes -

2,4-Thiazolidinedione - X-ray analysis - Antiproliferative activity - Cyclic voltammetry.

Academic Expertise: Chemical Engineering
Major in: Pharmaceutical Engineering
UDC number: 547.293



SKRACENICE

AgenH 9, — entalpija dehidratacije

13C NMR — Nuklearna magnetna rezonanca ugljenika

'H NMR — Protonska nuklearna magnetna rezonanca

BSA — Govedi serum albumina (bovin serum albumin)

cisplatina — cis-Diamindihloridoplatine(I11) TG — Termogravimetrijska analiza
COX — Ciklooksigenaza

CT — Intramolekulski prelaz naelektrisanja (engl. charge transfer)

CV — Cikli¢na voltametrija

DMSO - Dimetilsulfoksid

DNK — Dezoksiribonukleinska kiselina

DSC — Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

Fem-X — Celijska linija melanoma

FT-IC — Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
HCT-116 — Celijska linija humanog karcinoma kolona

HeLa — Celijska linija karcinoma grli¢a materice

K — konstanta vezivanja

K-562 — Celijska linija mijeloidne leukemije

KB — koordinacioni broj

log P — Koeficijent raspodele u sistemu oktanol/voda

MDA-231 — Celijska linija humanog karcinoma dojke

MIC — Minimalna inhibiraju¢a koncentracija

MTT — (3-(4,5-dimetiltiiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid)
NSAIL — Nesteroidni antiinflamatorni lek

PPAR-y — Gama podtip receptora aktiviranih peroksizom proliferatorom
SAR — Odnosa strukture i aktivnosti (engl. structure-activity relationship)
SCE — Zasi¢ena kalomelova elektroda

TG — Termogravimetrijska analiza

TZD — Tiazolidindion

UV-Vis — Ultravioletna-vidljiva spektroskopija
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1. UVOD

Jedna od najizazovnijih oblasti nauénih istrazivanja u medicinskoj hemiji
predstavlja dizajniranje postojecih i sinteza novih lekova, kao i proucavanje uticaja
njihovih strukturnih modifikacija na biolosku aktivnost. lako je u dijagnostici razli¢itih
oboljenja, hirurskim tehnikama, nezi pacijenata i1 adjuvantnim terapijama ucinjen
znacajan napredak, tumor je i dalje jedna od najrazornijih bolesti danasnjice, koji kod
velikog broja obolelih dovodi do smrtnog ishoda. Veliki napori usmereni su ka
pronalazenju 1 sintezi lekova u borbi protiv ove bolesti. Mnogi farmaceutski centri
poceli su revidiranje bioloske aktivnosti ve¢ postojec¢ih konvencionalnih lekova za
odredene bolesti, sa tendencijom da se pronade njihova nova potencijalna primena u
lecenju drugih oboljenja.

Poznato je da lekovi sa dva ili viSe mehanizama delovanja i sa potencijalom da
se primenjuju u leenju razli¢itih bolesti mogu u nekim slucajevima da imaju vecu
terapijsku korist od lekova koji se upotrebljavaju za leCenje samo odredenog tipa
oboljenja. Upravo ovakvi lekovi mogu ispoljiti manji broj nezeljenih sporednih efekata
za razliku od kombinacija nekoliko lekova koji pojedinacno deluju na istu bolest.
Takode, uoceno je da koriS¢enje jedne klase komercijalno dostupnih lekova pri lecenju
odredene bolesti moze pored svog primarnog efekta, imati uticaj i na prevenciju nekih
drugih oboljenja i na taj nac¢in smanjiti rizik od pojave novih bolesti.

Upravo iz tog razloga, znacajni naucno-istrazivacki napori usmereni su ka
pronalazenju supstanci koje istovremeno mogu imati viSestruku farmakolosku aktivnost,
uz minimalne nezeljene efekte. Ostvarenje ovog cilja podrazumeva detaljno poznavanje
mehanizama delovanja ovih supstanci kao 1 utvrdivanje veze izmedu njihove strukture 1
postizanja Zeljene fizioloSke aktivnosti.

U cilju proucavanja uticaja strukturnih modifikacija na biolosku
(antiproliferativnu i antibakterijsku) aktivnost derivata propanske kiseline u ovom rada
su sintetizovane dve grupe jedinjenja. Prvu grupu jedinjenja Cine novi kompleksi
oksaprozina, nesteroidnog antiinflamatornog leka, sa atomima prelaznih metala (Mn,
Co, Ni, Cu, Zn). Struktura ispitivanih kompleksa utvrdena je na osnovu elementarne i
TG/DSC analize, magnetnih merenja, FT-IC i UV-Vis spektroskopije. Drugu grupu

jedinjenja ¢ine tiazolidindioni, strukturno modifikovani u derivate propanske kiseline.
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Struktura novosintetisanih jedinjenja potvrdena je FT-IC, 'H NMR i “C NMR
spektroskopijom, kao i rendgenskom struktrurnom analizom.

U nastavku istrazivanja ispitivana je bioloSka aktivnost svih sintetizovanih
jedinjenja kao potencijalno novih antiproliferatinih i/ili antibakterijskih agenasa. Na
osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je kako izvrSene strukturne modifikacije uti¢u na
biolosku aktivnost prouc¢avanih molekula.

U svetu se u poslednjoj deceniji dosta radi na razvoju elektrohemijskih metoda
za kvalitativno i kvantitativno odredivanje lekova na elektrodama od razli¢itih
materijala (zlato, platina, staklasti ugljenik) i u razli¢itim elektrolitima. Elektrohemijske
metode su brze, efikasnije i jeftinije od nekih rutinski primenjivanih metoda i
izvanredna su dopuna klasi¢nim hromatografskim metodama. Kako literaturni podaci o
elektrohemijskoj aktivnosti oksaprozina nisu poznati do sada, u ovom radu sistematski
je ispitano elektrohemijsko ponasanje oksaprozina cikliénom voltametrijom na elektrodi
od zlata u odabranom elektrolitu. Takode, upotrebom cikli¢ne voltametrije odreden je

stepen interakcija oksaprozina sa biomakromolekulima.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1.  Tumor, njegovo lecenje i prevencija

Ljudsko telo ¢ini konglomerat od oko 50 triliona celija, od kojih nekoliko
milijardi aktivno raste, deli se, a zatim umire na oc¢ekivani na¢in. Medicinski izraz za
tumor jeste neoplazma, ,,relativno autonoman rast ¢elija“ [1]. Tumor je zajednicki naziv
za grupu bolesti za koju je karakteristi¢an nekontrolisani rast, deoba i Sirenje ¢elija. Ovo
moze dovesti do formiranja zacaurenih benignih tumora koji se §ire i uniStavaju susedna
tkiva. Sa druge strane, nezaCaureni maligni tumori rastu brzo i mogu se raSiriti na
razli¢ite udaljene delove tela, tj. metastazirati. Metastaza predstavlja sekundarni
nekontrolisani rast grupe ¢elija, poreklom od primarnog tumora, koja je uzrok 90 %
smrtnih sluc¢ajeva svih obolelih od tumora [2].

Nekontrolisana deoba celija uzrokovana je oSte¢enjem dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK) ¢elije usled mutacija. Jedna ili viSe takvih mutacija, bilo nasledenih
(hormonski i/ili imunoloski poremecaji), bilo ste¢enih (duvan, hemikalije, radijacija),
dovodi do gubitka regulacije ¢elijskog ciklusa i programirane ¢elijske smrti — apoptoze
(slika 1). Takva ¢elija postaje inicijator i obrazac prema kojem ¢ée se stvarati nove
maligne ¢elije koje u svom genetskom kodu nemaju informaciju za normalan proces
apoptoze pa se umnozavaju bez delovanja kontrolnih mehanizama koji postoje u

ostalim, zdravim tkivima.

Loss of Normal Growth Control

Normal
cell division
° ’ Cell Suicide or Apoptosis

Cell damage—
no repair

Cancer
cell division

©
4
©
©

First Second Thlvd Fourth or
mutation mutation  mutation later mutation

Uncontrolied growth

Slika 1. Prikaz apoptoze i nekontrolisanog rasta celije (preuzeto od National Caner
Institute).
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Postoji vise od 100 razlicitih tipova i podtipova tumora. Karcinomi nastaju iz
epitelnih celija koje pokrivaju telo i unutrasnje organe, za razliku od sarkoma Koji
nastaju iz mezenhimalnih ¢elija (miS$i¢i, sinovija, kosti, itd.). PoSto su epitelne celije
rasprostranjene u ¢itavom telu, karcinom se moze javiti u mnogim organima (npr. koza,
pluca, dojke, prostata, bubreg, itd.).

Maligni tumori su bolesti koje su medu vode¢im po rastu incidence Sirom celog
sveta. Procenjuje se da je u 2008. godini broj obolelih od ove bolesti porastao sa 11
milona (2007.) na 12,7 miliona, i da ¢e do 2020. godine broj obolelih porasti na 16
miliona [3,4]. Maligni tumori su glavni uzroci smrti u svetu, sa 7,6 miliona smrtnih
sluc¢ajeva (oko 13 % svih smtrnih slu¢ajeva) u 2008. godini i procenjuje se da ¢e do
2030. godine broj smrtnih ishoda porasti na 12 miliona. Lecenje malignih tumora

najvise se bazira na hirurgiji, radioterapiji i hemoterapiji.

2.1.1. Hemoterapija kancera

Re¢ ,,hemoterapija“ prvi put je uvedena od strane nemackog hemicara i
imunologa Pola Erliha (Paul Ehrlich), i oznacava leéenje bolesti hemikalijama. Erlih je
dokumentovao efikasnost ispitivanih lekova na Zivotinjama i pokazao njihovu
potencijalnu biolosku aktivnost [5].

Cilj hemoterapeutskih lekova je vise ili manje selektivno ubijanje malignih ¢elija
tumora. Tokom dvadesetog veka bilo je mnogo Kklju¢nih napredaka u razvoju i
dizajniranju lekova koji se koriste u le¢enju tumora (slika 2) [5]. U prvoj polovini XX
veka, bila je otkrivena serija antimetabolita kao S$to su antifolati, tiopurini, 5-
fluorouracili i metotreksat. Na primer, merkaptopurin je glavni predstavnik purinskih
antagonista koji se koriste u lecenju akutne leukemije. 5-Fluorouracil, pirimidinski
analog, koristi se kao hemoterapeutik u lecenju tumora debelog creva i tumora
pankreasa.

Ozbiljan problem u tretmanu hemoterapeutskim lekovima predstavlja njihova
uska margina bezbednosti (npr. terapeutski indeks), pri ¢emu je uzrok njihove
toksi¢nosti neselektivna biodistribucija u organizmu.

Efikasniji na¢in dopremanja leka u organizam jeste ciljana terapija. Ovaj nacin
upotrebe leka ima za cilj selektivnu akumulaciju leka u ciljnim ¢éelijama nezavisno od

nacina i puta unosenja leka. Primena prekursora aktivnih lekova jedan je od nacina da se
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poboljsa selektivnost antitumorskih lekova. Ovaj pristup koristi neke od karakteristika
tumora kao Sto je hipoksija, selektivna ekspresija enzima i niska ekstracelularna

pH-vrednost.
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Slika 2. Razvoj hemoterapije u periodu od 1900-2007. godine (preuzeto iz referece [5]).

Takode, rezistentnost prema lekovima i dalje ostaje jedan od glavnih problema
hemoterapije. Celije imaju sposobnost da razviju unakrsnu rezistenciju prema strukturno
slicnim lekovima, koja je poznata kao rezistencija na vise lekova (engl. multidrug

resistance, MDR) [6]. Mehanizmi koji dovode do MDR su na primer modifikacija leka
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ili njegova inaktivacija (kao u slucaju inaktivacije cis-diamindihloridoplatine(ll)
(cisplatine) od strane glutationa), smanjenje permeabilnosti ili poveéano izlucivanje

leka.

2.1.2. Nesteroidni antiinflamatorni lekovi u prevenciji tumora

Otkrica novih  hemoterapeutskih  agenasa 1  unapredivanje radio-
hemoterapeutskog tretmana moze omoguciti veéi broj prezivelih pacijenata obolelih od
tumora. Salicilna kiselina se ve¢ opsezno koristi kod pacijenata za oslobadanje od bola 1
groznice [7], a za njenu primenu u prevenciji kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih
bolesti zna se ve¢ nekoliko decenija [8-10]. Poslednjih godina pokazano je da upotreba
aspirina i drugih nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL-ova) smanjuje
moguénost oboljevanja od tumora [11]. Veliki broj studija pokazao je da ljudi koji su
redovno uzimali aspirin ili neki drugi NSAIL imaju manje problema sa adenomatoznim
polipima i da je broj prezivelih pacijenata obolelih od karcinoma debelog creva veci u
poredenju sa ljudima koji nisu koristili ove lekove [12,13]. Takode, dokazano je da
NSAIL-ovi mogu smanjiti rizik od oboljevanja karcinoma jednjaka [11], Zeluca [13],
dojke [13-16], pluca [14], prostate [17], mokrac¢ne beSike [13] i jajnika [13,18]. U nekim
studijama na glodarima, aspirinom i drugim konvencionalnim NSAIL-ovima kao §to su
piroksikam, indometacin, ibuprofen i ketoprofen, uspesno je hemijski inhibirana
indukovana tumorogeneza [19,20].

Mnoge studije pokazale su da antiproliferativni efekat NSAIL-ova potice od
njihove sposobnosti da inhibiraju enzim ciklooksigenazu (COX), odnosno njegove
izomere COX-1 i/ili COX-2 [21-23]. Uoceno je da je kod karcinoma debelog creva,
zeluca, dojke, jednjaka, pluca, jetre i pankreasa povecan nivo COX-2 enzima [24-31], a
da je nasuprot tome nivo COX-1 enzima ostao slican kao u zdravim ¢elijama [24]. Ovo
otkrice ukazuje na mogucénost povezanosti ekspresije COX-2 enzima sa
kancerogenezom i/ili progresijom odredenih tipova maligniteta kod ljudi.

Pokazano je da COX-2 doprinosi tumorogenezi i malignom fenotipu tumorskih
¢elija kroz jedan ili vise mehanizama ukljucujuci [32,33]:

e povecanje produkcije prostaglandina;
e prevodenje prokarcinogena u karcinogene;

e inhibiciju apoptoze;
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e favorizovanje angiogeneze;
e povecanje invazivnosti ¢elija tumora,;

e modulaciju inflamacije i imunoloskog odgovora.

COX je enzim koji je odgovoran za formiranje vaznih bioloskih medijatora
prostanoida, u koje spada prostaglandin. COX-2 ucestvuje u sintezi prostaglandina E,
(PGE) koji je jedan od proinflamatornih agenasa i za koji su mnoga istrazivanja
ukazala da podsti¢e rast tumora. PGE; je najvazniji prostaglandin koji se proizvodi u
mnogim ¢elijama tumora, ukljucujué¢i karcinom debelog creva [34], Zeluca [35] i dojke
[36].

Sa druge strane, povoljan efekat NSAIL-ova na suzbijanje proliferacije
tumorskih ¢elija moze se dodatno objasniti nezavisnim mehanizmima delovanja u
odnosu na COX inhibicioni mehanizam [37]. COX nezavisni efekat NSAIL-ova
posredovan je kroz modulaciju aktivnosti razli¢itih intracelularnih kinaza kao §to su:
ekstracelularnim signalom regulisane kinaze (ERK), serin/treonin-specifi¢na proteinska
kinaza (AKT), p38 mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (MAPK), c-Jun N-
terminalne kinaze (INK)
[38-41], koje indukujuéi apoptozu mogu da dovedu do promene u aktivnosti i ekspresiji
nekih transkripcionih faktora (nuklearni faktor (NF)-kB, Erg-1, AP-1, PPARY) [42-45].

2.1.3. Kompleksi prelaznih metala kao antiproliferativni agensi

Ideja o koris¢enju neorganskih jedinjenja za leCenje tumora, pre velikog uspeha
cisplatine, bila je prilicno nezastupljena. Za jedinjenja koja sadrze jone teskih metala,
koji zbog svojee toksi¢nosti izazivaju razlicite slucajeve trovanja, nije se moglo ni
pretpostaviti da deluju kao potencijalni lekovi u borbi protiv tumora. Najraniji pokusaj
da se uvede metal u razvoj lekova bio je Faulerov (Fowler) rastvor koji sadrzi 1%
kalijum-arsenit (KAsO,), i od tada po€inje razvoj terapije arsenom [46]. Neka od sli¢nih
jedinjenja, kao $to je As,QOg3, i danas se koriste [47].

Analizu veze izmedu strukture i efikasnosti kompleksa metala zapoceli su 1931.
godine nemacki naucnici, Kolier (Collier) i Kraus (Krauss). Oni su dosli do zakljucka
da: ,,Efekat teskih metala na tumore kod eksperimentalnih miSeva ne poti¢e samo od

atoma metala ve¢ i od strukture jedinjenja i tipa jedinjenja‘“ [48].
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Cisplatina prvi put je sintetizovana 1845. godine i imala je naziv Pejronov
(Peyrone) hlorid. Rozenberg (Rosenberg) i saradnici pokusali su da sintetizuju
jedinjenje, medutim dobijeni proizvod nije pokazivao biolosku aktivnost. Ispostavilo se
da ovo jedinjenje platine ima dva izomerna oblika, cis i trans, pri ¢emu je trans oblik
stabilniji ali bioloski neaktivan. 1965. godine Rozenberg je uocio bioloski potencijal
cisplatine, otkrivsi da ovaj agens uspe$no inhibira deobu c¢elije bez ikakvog uticaja na
njen rast [49,50].

Veoma brzo posle otkri¢a cisplatine, sinteza kompleksa prelaznih metala sa
odgovaraju¢im ligandima postala je interesantan i atraktivan pravac u razvoju
antiproliferativnih lekova zbog njihove potencijalne bioloske aktivnosti. Za razliku od
Cistih organskih jedinjenja, moguénost raznovrsnih koordinacionih brojeva i geometrija
graditelja kompleksa omogucava sintezu koordinacionih jedinjenja sa jedinstvenom
stereohemijom i orijentacijom organskih liganada [51].

Kriti¢ni faktori koji uti¢u na biolosku aktivnost kod koordinacionih jedinjenja
jesu vrsta liganda i oksidaciono stanje metala, koje cesto i diktira odredeni tip
koordinacije i geometrije kompleksa [52]. Prelazni metali, poznatiji kao d-blok metali,
pokazali su odli¢an antiproliferativni potencijal [53].

Prvi niz prelaznih metala [mangan (Mn), kobalt (Co), nikl (Ni), bakar (Cu) i cink
(Zn)] privukao je veliku paznju koordinacionih hemicara zbog njihove vazne uloge u
metabolizmu Coveka. Oni predstavljaju esencijalne mikroelemente koji se pojavljuju u
reaktivnim centrima mnogih enzima [54-58], pri ¢emu su njihovi efekti u velikoj meri
zavisni jedni od drugih [59].

Kao kofaktor, Mn se javlja u velikom broju enzima koji su ukljuceni u procese
hidrolize, fosforilizacije, dekarboksilacije i transaminacije. Ima znacajnu ulogu u
imunoloskom sistemu, produkciji energije u ¢eliji, odrZzavanju balansa glukoze u krvi,
antioksidativnom metabolizmu, kao i reprodukciji i metabolizmu kostiju [60]. Co kao
integralni deo molekula vitamina B12 neophodan je za rast tkiva, a deficijencija ovog
elementa rezultuje defektnom sintezom DNK [61]. Ni je osnovni element za delovanje
ureaze (enzim Kkoji omogucava hidrolizu uree). Nova otkrica ukazuju na njegove
sposobnosti da se vezuje za protein i ucestvuje u prepoznavanju antigena od strane
antitela specificnog za Ni(ll) [62]. Cu ima mnogo vaznih fizioloSkih uloga u organizmu

uklju¢ujuéi ulogu u uspostavljanju imunoloske funkcije, metabolizmu kosti i
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homeostazi. Istrazivanja s kraja proslog veka ukazala su i na druge uloge Cu kod ¢oveka
ukljucujuéi ulogu kofaktora za specificne enzime i elektron transortne proteine
ukljuCene u energetski i antioksidativni metabolizam [63]. Zn je sveprisutan u
subcelijskom metabolizmu. On je osnovna komponenta jednog ili viSe katalitickih
mesta u najmanje jednom enzimu u svakoj Klasifikaciji enzima [64]. Sirok spektar
bioloskih funkcija stavlja ga vrlo visoko na lestvici po vaznosti za organizam; ima
enzimsku aktivnost, igra vaznu ulogu u metabolizmu nukleinskih kiselina, odrzanju
strukturnog 1 funkcionalnog integriteta membrana, a ima cak i ulogu hormona.
Pokazano je da su kompleksi prelaznih metala sa NSAIL-ima znacajno aktivniji
u poredenju sa svojim matiénim lekovima i da poseduju manji broj sporednih
(nezeljenih) efekata [65]. Ova prednost koordinacionih jedinjenja u odnosu na slobodan
ligand mozZe se objasniti doprinosom vise razli¢itih faktora kao $to su [66,67]:
¢ sinergetski povoljan efekat liganda i jona metala;
e zastita liganda koji je vezan za jon metala od enzimske degradacije;
e neutralizacija negativnog naelektrisanja na ligandu nakon formiranja kompleksa;
e podesavanje hidrofobnih / hidrofilnih svojstava na nacin koji omoguéava bolju
rastvorljivost u bioloskim te¢nostima,;

e olaksani transport kroz ¢elijsku membranu,

Mnoga istrazivanja pokazala su da kompleksi NSAIL-ova sa prelaznim
metalima Cetvrte periode poseduju izrazenu antitumorsku aktivnost. Meklofenaminska
kiselina kao i njeni kompleksi sa Mn(I1), Cu(ll) i Zn(ll) pokazali su antiproliferativni
efekat na tri celijske linije tumora: tumor plu¢a (MCF-7), tumor beSike (T24) i tumor
alveola (A-549)) [68]. Takode, i kod kompleksa prelaznih metala sa acetilsalicilnom
kiselinom (aspirinom) uocena je znacajna antiproliferativna aktivnost [69]. Dalja
istrazivanja potvrdila su da su kompleksi naproksena i mefenaminske kiseline sa Co(ll)
potencijalni antutumorski agensi [70,71]. Kod kvadratno planarnog kompleksa
ketoprofena sa Cu(ll) pokazan je znacajan antiproliferativni efekat na celije tumora
dojke (T47D) [72]. Kompleksi piroksikama i meloksikama (pripadaju grupi oksikama)
sa Cu(Il) takode su pokazali znacajan antitumorski efekat [73]. Tolfenaminska kiselina i

njeni mono- i trinuklearni kompleksi sa Zn(ll) poseduju veliku sposobnost vezivanja za
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govedi serum albumin (bovin serum albumin, BSA) S$to ih kandiduje u grupu
potencijalnih antitumorskih agenasa [74].

U poslednjih nekoliko godina mnogo je truda ulozeno u povecéanje broja
koordinacionih jedinjenja koja bi potencijalno mogla da nadu terapeutsku primenu.
Istorijski gledano, metali i kompleksi metala odigrali su klju¢nu ulogu u razvoju
savremene farmacije i hemoterapije. Medutim, njih je i dalje manje u odnosu na sve

komercijalno dostupne lekove na trzistu [75].

2.1.4. Tiazolidindioni u prevenciji kancera

Tiazolidindioni (TZD), poznati jo$ i kao glitazoni, pripadaju klasi antidijabetes
lekova. Pioglitazon, rosiglitazon, ciglitazon i troglitazon su glavni predstavnici derivata
TZD, pri ¢emu je troglitazon povuéen iz upotrebe 2000. godine zbog svog
hepatotoksi¢nog efekta. TZD poseduju veliki afinitet vezivanja za gama podtip
receptora aktiviranih peroksizom proliferatorom (engl. peroxisome-proliferator
activated receptors, PPAR-y) [76]. PPAR-i su c¢lanovi superfamilije nuklearnih
receptora koji funkcioniS$u kao transkripcioni faktori i reguliSu ekspresiju gena [77].
Nakon aktivacije, bilo sintetskim ligandima kao sto su TZD, ili prirodnim ligandima
(masne kiseline), PPAR-y formira heterodimer sa retinoid X receptorom (RXR) i
aktivira ekspresiju odredenih ciljnih gena.

Brojne studije pokazale su da je jedan od glavnih mehanizama delovanja TZD

kao potencijalnih antiproliferativnih agenasa indukcija apoptoze (slika 3) [78].

retinoidni X receptor
"‘“"ﬁ"“'“"' * Apoptozni BAD, PTEN
proteini p53

TZD PPAR-y —>—>, Anti Apoptoza
v apoptozni Bcl-2,
korepresori proteini  Bcl-x, survivin

Slika 3. Mehanizam indukcije apoptoze od strane TZD.
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Pokazano je da se primenom troglitazona indukuje PPAR-y zavisna apoptoza
¢elija karcinoma pluca [79] i karcinoma debelog creva [80]. Takode, ciglitazon dozno i
vremenski zavisno inhibira proliferaciju ¢elijske linije karcinoma pluca [81] i indukuje
apoptozu c¢elija karcinoma dojke, karcinoma prostate i melanoma [82].

Pored indukcije apoptoze celija karcinoma, aktivacija PPAR-y moze da smanji
razvoj tumora putem prekida proliferacije ¢elija kancera delovanjem na kontrolne tacke
¢elijskog ciklusa ili inhibicijom faktora rasta u mnogim tipovima tumora [83].

PPAR-y zavisni mehanizmi antitumorskog efekta TZD nisu jedini nacini
delovanja, ve¢ postoje i PPAR-y nezavisni mehanizmi delovanja TZD [84,85], kao S§to
su ekspresija protein fosfataze [86], ciklina D1 i E, inflamatornih citokina,
transkripcionih faktora i povecana ekspresija molekula koji su u vezi sa regulacijom
rasta i sazrevanjem celija [87]. Zbog postojanja i PPAR-y nezavisnog mehanizma
delovanja TZD, neophodno je naglasiti koji od PPAR-y liganada u terapiji tumora mogu
da ispolje PPAR-y zavisan i/ili PPAR-y nezavisan mehanizam delovanja.

lako se TZD ve¢ uveliko koriste u preklini¢kim i klini¢kim studijama za terapiju
razli¢itih tipova tumora, osnovni mehanizam njihovog delovanja i dalje nije objasnjen.
Generalno se smatra da se aktivacijom PPAR-y postize antitumorski efekat derivata
TZD, ali mnogobrojne studije pokazale su i postojanje mehanizama koji su nezavisni od

prethodno predlozenog mehanizma.

2.2.  Derivati propanske Kiseline

Antiinflamatorni lekovi mogu biti steroidni, nesteroidni i imuno selektivni.
NSAIL-ovi pripadaju grupi lekova sa analgetskim, antipireti¢kim i, pri ve¢im dozama,
antiinflamatornim efektom. Pojam nesteroidni koristi se u cilju razlikovanja ovih lekova
od steroida, koji takode deluju antiinflamatorno, ali imaju niz driguh negativnih
sporednih efekata i uti¢u na psihicko stanje pacijenta.

Derivati propanske kiseline sa analgetskim i antipiretickim svojstvima pripadaju
grupi NSAIL-a (tabela 1). Sirok spektar NSAIL-ova koristi se u klini¢koj praksi za
lecenje inflamatornih bolesti, uklju¢ujuéi osteoartritis, reumatoidni artritis 1
ankiloziraju¢i spondilitis, kao i za prevenciju infarkta miokarda i Alchajmerove bolesti
[88-92].

11
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Tabela 1. Struktura derivata propanske kiseline.

naziv jedinjenja molekulska struktura
CH,
alminoprofen HZCY\N@_;O
I
CH, H HO
CH,
ibuprofen
H,C 0]
CH, HO
O CH,
ketoprofen ©
OH
0 CH,
O

tiaprofenska kiselina

naproksen

pranoprofen

12
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Pokazano je da su NSAIL-ovi inhibitori sinteze prostaglandina, koji inhibiraju
COX jedan od glavnih enzima u inflamatornoj kaskadi [93]. Jedinjenja koja inhibiraju
COX-1, dovode do gastrointestinalnih iritacija, jer je upravo ovaj enzim ukljucen u
fizioloSke funkcije zastite sluznice zeluca [94,95]. Shodno tome, veliki istrazivacki
napori usmereni su ka razvoju jedinjenja koja ¢e inhibirati Sintezu prostaglandina
selektivnom inhibicijom COX-2 enzima [96] ¢ime bi se smanjio broj nezeljenih efekata.

Oksaprozin (Wy-21,743; 3-(4,5-difeniloksazol-2-il)propanska kiselina [97];
CAS-21256-18-8) (slika 4), je prvi reprezentativni c¢lan diaril-supstituisanih
heterocikli¢nih jedinjenja, koji je nasao klinicku upotrebu kao selektivni COX-2
inhibitor [98]. Oksaprozin je dugodeluju¢i NSAIL koji se koristi za leenje brojnih
inflamatornih misSi¢noskeletnih bolesti, uklju€uju¢i reumatoidni artritis, osteoartritis,
upale tetiva, postoperativnih bolova zuba, ankiloziraju¢i spondilitis i burzitis [99-101].
Americ¢ka adminisracija za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
odobrila je zvani¢nu upotrebu oksaprozina u oktobru 1992. godine [102].
Karakteristicno je da oksaprozin, u poredenju sa ostalim lekovima iz iste klase

jedinjenja, poseduje jedinstvene hemijske 1 farmakokineti¢ke osobine.

W
O /OMOH

@)

Slika 4. Struktura 3-(4,5-difeniloksazol-2-il)propanske kiseline (oksaprozina).

Povoljan antiinflamatorni efekat oksaprozina moze da se objasni visokim
nivoom akumulacije u inflamiranoj sinoviji u poredenju sa nivoom u plazmi i1
sinovijalnoj te¢nosti. Pokazano je da se u osnovi antiinflamatornog i analgetskog
svojstva oksaprozina nalazi njegova sposobnost inhibicije COX2 enzima. Pored toga, u
novije vreme pokazano je da povoljni efekti oksaprozina mogu biti objasnjeni i

mehanizmima nezavisnim od inhibicije COX enzima [103].
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U terapiji inflamatornih oboljenja u odnosu na druge NSAIL-ove, kao §to su
aspirin, naproksen, indometacin i fenilbutazon, oksaprozin ima nekoliko prednosti,
ukljucujuéi dugacak bioloski poluzivot sa produzenim delovanjem, oralno konzumiranje
po jednodnevnom rezimu i smanjeni broj gastrointestinalnih iritacija kao sporednih
efekata [104,105]. Ove prednosti su mu omogucile da postane jedan od najvise
koris¢enih NSAIL-a u SAD [106]. Ipak, iako se generalno dobro podnosi, oksaprozin
moze da dovede do gastrointestinalnih komplikacija, disfunkcije bubrega,

hipersenzitivnosti, reakcije kod astmaticara, kao i ostecenja jetre [105,107].

2.2.1. Derivati oksaprozina

Pjuig (Puig) i saradnici [108] izucavali su seriju 3,4-diariloksazol derivata i
pokazali da kada se na fenilnom jezgru nalaze metilsulfonil- ili aminosulfonil-
supstituenti, derivati istovremeno poseduju antiinflamatornu i analgetsku aktivnost, a da
fluoro supstituenti povecavaju potencijal delovanja molekula tri puta u odnosu na
nesupstituisane derivate. Isti supstituenti uvedeni su i kod oksaprozina, pri ¢emu se
pokazalo da kod derivata oksaprozina kod kojih je uvedena aminosulfonil-grupa, ne
samo da je zadrzana analgetska i antiinflamatorna aktivnost, ve¢ je i znacajno smanjena
mogucnost lezije zeludca [109].

Kompleksi NSAIL-ova sa metalima mogu minimizirati Stetan uticaj ovih lekova
na organizam. Delotvorni efekti Cu(ll) u inhibiciji inflamacije primeceni su 40-ih
godina pros§log veka pri ispitivanju kompleksa Cu za leCenje artritisa [110]. Zanimanje
za moguce blagotvorne efekte kompleksa Cu obnovljeno je 1976. godine Sorensonovim
istrazivanjima [111]. Dalja istrazivanja potvrdila su da su kompleksi antiinflamatornih
lekova sa Cu(ll) (slika 5) aktivniji kao antiinflamatorni agensi od osnovnih neorganskih
Cu(I-soli i osnovnih NSAIL-ova [112]. Na slici 6 prikazana je struktura dimera
bakarnog kompleksa oksaprozina, jedina do sada poznata, koja je odredena

rendgenskom strukturnom analizom [112].
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B0

Aspirin
Cu-aspirin
Thuprofen

H

8

CuCls

Cu-ibuprofen
SO0 enzim

Slika 5. SOD aktivnosti opisane ICsy vrednostima (SOD-superoksid dismutaza, 1Csg-

koncentracija pri kojoj se ispoljava 50 % maksimalnog inhibitornog dejstva leka) [112].

Slika 6. Kristalna struktura [Cu,(DMSO),(0xa),] [112].
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Istovremenom upotrebom NSAIL-ova sa paracetamolom [113] ili kiselim
blokatorom (ranitidinom) [114] postize se bolji efekat na smanjenje bola i upala, nego
njihovom pojedina¢nom upotrebom, pri ¢emu se broj gastrointestinalnih iritacija

smanjuje.

2.2.2. Sinteza oksaprozina i njegovih derivata

Postupak dobijanja oksaprozina zasnovan je na Dejvidsonovoj (Davidson)
sintezi oksazola [115]. Prema ovoj metodi, supstituisani oksazoli dobijaju se reakcijama
kondezacije O-acilaciloina sa amonijakom, amonijum-acetatom ili ureom. Ova reakcija
najpogodnija je za 2,4,5-trisupstituisane oksazole sa aromati¢énim supstituentom U
polozaju C5, pri ¢emu se dobijaju mali prinosi za 2,4-disupstituisane il
monosupstituisane oksazole. Kada se amonijak ili amonijum-acetat zamene aminima,
reakcija ciklizacije se ne odigrava.

Mehanizam Dejvidsonove sinteze prikazan je na shemi 1. U reakciji benzoina
(2.1) sa hloridom ili anhidridom odgovarajuce kiseline dobija se O-acilaciloin (2.2), koji
u reakciji sa amonijum-acetatom u glacijalnoj siréetnoj kiselini kao proizvod daje
odgovarajuc¢i derivat sa oksazolovim prstenom u svojoj osnovi (2.4). Aciloksienamin

(2.3) je najverovatnije intermedijer u ovoj reakciji.
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Shema 1. Mehanizan Dejvidsonove sinteze.

Sinteza oksaprozina prikazana je na shemi 2 i odigrava se po mehanizmu
prikazanom na shemi 1. Iz benzaldehida benzoinskom kondezacijom pri odgovarajué¢im
reakcionim uslovima uz prisustvo katalizatora dobija se benzoin (a-hidroksi keton)
(2.5). Esterifikacijom anhidrida ¢ilibarne kiseline dobijenim benzoinom dobija se O-
acilacilion (hemisukcinat) (2.6), koji u reakciji sa amonijum-acetatom u siréetnoj
kiselini kao proizvod daje oksaprozin (2.7). Posle prekristalizacije iz metanola dobija se

oksaprozin visoke ¢isto¢e u prinosu od 72 % u odnosu na benzoin [116].
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Shema 2. Sinteza oksaprozina.

Kao i1 kod procesa zatvaranja prstena, pri postupku esterifikacije moguce je
izvoditi reakciju u prisustvu ili odsustvu rastvara¢a. Dodavanjem rastvara¢a omogucéava
se odigravanje reakcije pri nizim temperaturama, uz refluks. Ako se esterifikacija
odigrava bez rastvaraca, topljenjem anhidrida (¢ilibarne kiseline zajedno sa
odgovaraju¢im a-hidroksi ketonom, prihvatljive su temperature do 180 °C, pri ¢emu je
interval 100 — 140 °C optimalan [116].

Nove klase 4,5-diariloksazolovih derivata [109] (slika 7) predloZzene su radi
poboljsanja bioloske aktivnosti 1 smanjenja gastrointestinalne toksi¢nosti oksaprozina.
Ove izmene izvrSene su analizom odnosa strukture i aktivnosti (engl. structure-activity
relationship, SAR), koja uzima u obzir da ova jedinjenja inhibiraju COX-2 enzim [117],

kao i mehanizam delovanja NSAIL-a.
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Jedinjenje Ry R> R3 R4
2.8 H F H H
2.9 F H H H
2.10 H H F H
2.11 H F SO;NH; H
2.12 H SO,NH, H F
2.13 SO,NH, H H F
2.14 H F SO,CH; H
2.15 H SO,CH; H F
2.16 SO,CH; H H F

Slika 7. Derivati oksaprozina

Najbolju aktivnost iz ove grupe derivata oksaprozina pokazala je 3-[4-(4-
fluorfenil)-5-(4-aminosulfonil-3-fluorfenil)oksazol-2-il]propanska  kiselina. ~ Sinteza
jedinjenja 2.11 (shema 3), pocinje bromovanjem a-(3-fluorfenil)-4-fluoracetofenona,
koji se zatim supstitucijom prevodi u intermedijer 2.17. Ovako dobijeni derivat
benzoina se prethodno opisanim postupcima prevodi u intermedijer 2.18, koji se dalje

modifikacijama (u prisustvu HSO3Cl i NH4OH) prevodi u kona¢an proizvod [109,118].
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Shema 3. Sinteza 3-[4-(4-fluorfenil)-5-(4-aminosulfonil-3-fluorfenil)oksazol-2-il]
propanske Kkiseline. Reagensi i uslovi: (a) N-bromosukcinimid, 25°C, 5h; (b)
CH3;COCH3/H,0, NaHCO3, 50 °C, 5 h; (c) anhidrid ¢ilibarne kiseline, piridin, 90—
95 °C, 1,5h; (d) amonijum-acetat, glacijalna siréetna kiselina, 90-95 °C, 2,5 h; (e)
HSO3Cl, 25 °C, 96 h; (f) NH,OH, refluks, 2,5 h.

Derivati koji sadrze hidroksidnu grupu na jednom od fenilnih jezgara
oksaprozina takode su pokazali znafajnu antiinflamatornu aktivnost. 3-[5-(4-
Hidroksifenil)-4-feniloksazol-2-il]-propanska kiselina (slika 8, 2.19) sintetizovana je
polaze¢i od 4'-metoksibenzoina, dok je 3-[4-(4-hidroksifenil)-5-feniloksazol-2-
ilJpropanska kiselina (slika 8, 2.20) sintetizovana polaze¢i od 4-metoksibenzoina.
Odgovarajuc¢i hemisukcinati dobijeni su esterifikacijom navedenih benzoina 1 anhidrida
¢ilibarne kiseline, katalizovani trietilaminom u prisustvu toluena u atmosferi azota.
Zatvaranje oksazolovog prstena izvrSeno je klasicnim putem, uvodenjem amonijum-

acetata uz prisustvo sir¢etne kiseline kao rastvaraca i zagrevanjem uz refluks [119].

20



Doktorska disertacija Bojan BoZié
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Slika 8. Struktura hidroksi derivata oksaprozina

U industrijskoj proizvodnji oksaprozina, upotrebom toluena u reakciji
esterifikcije benzoina, kao i dodavanjem mravlje kiseline u odgovaraju¢em odnosu
prema siréetnoj kiselini kod procesa ciklizacije, dobijaju se veci prinosi oksaprozina i
izbegava se upotreba vecih koli¢ina piridina (katalizator u reakciji esterifikacije).
Toluen se dodaje u odnosu 450-550 L na 100 kg dobijenog ¢istog oksaprozina. Kao
katalizator se koristi derivat piridina (dimetilaminopiridin) u odnosu 0,5-1,5 % na
dodatu masu benzoina. Proces ciklizacije se odigrava u prisustvu siréetne i mravlje

kiseline u masenom odnosu 10:1 do 5:1 [120].

2.2.3. Fizi€ko-hemijska svojstva oksaprozina

Oksaprozin, empirijske formule CisH1sNO3 i molekulske mase 293 g mol™,
jeste beo do sivo beli prah karakteristicnog mirisa i temperature topljenja 162—-163 °C.
Umereno se rastvara u alkoholu, a nerastvoran je u vodi. Vrednost log P (koeficijent
raspodele u sistemu oktanol/voda) iznosi 3,7 (eksperimentalni podatak) pri fizioloskoj
vrednosti pH = 7,4. Vrednost pKa u vodi iznosi 4,3 (eksperimentalni podatak), a
biolosko poluvreme jedinjenja je 54,9 h [121].

Geometrijska interpretacija monomerne strukture oksaprozina odredena je
pomoc¢u B3LYP i HF teoretskih modela koriste¢i 6-31G(d,p) osnovni set. Optimizovana
struktura monomera molekula oksaprozina dobijena B3LYP/6-31G(d,p) modelom

prikazana je naslici 9 [122]:
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s

Slika 9. Optimizovana struktura oksaprozina dobijena kori§¢enjem

B3LYP/6-31G(d,p) modela.

Molekularni geometrijski parametri dimera oksaprozina odredeni su koris¢enjem
B3LYP/6-31G(d,p) modela i njegova optimizovana struktura prikazana je na slici 10.
Struktura dimera formirana je intermolekulskom vodoni¢énom vezom izmedu

karboksilnih grupa monomera molekula oksaprozina. Izracunata vrednost duzina

vodonic¢nih veza iznosi 0,2721 nm.

& ‘3
11, o? %A

Slika 10. Optimizovana struktura dimera oksaprozina dobijena koris¢enjem B3LYP/6-

31G(d,p) modela.
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Pored geometrijske interpretacije strukture monomera i dimera oksaprozina,
predstavljen je 3D prikaz za HOMO i LUMO orbitale ispitivanog molekula koje su
dobijene primenom HF/6-31G(d,p) modela (slika 11). NajviSe popunjene molekulske
orbitale (HOMO) i najnize nepopunjene molekulske orbitale (LUMO) uglavnom su
lokalizovane na oksazolovom prstenu i m-vezama fenilnih jezgara molekula

oksaprozina.

(b) LUMO

TN &

9

&

Slika 11. 3D prikaz za HOMO i LUMO molekulske orbitale kod oksaprozina [122].

Osnovne molekulske vibracije oksaprozina poti¢u od kiselinskog dela koji se
sastoje iz C=0, C-O i O-H grupa, vibracija fenilnog prstena i CH, grupa.

Eksperimentalni Ramanov i infracrveni (IC) spektar prikazani su na slikama 12 i 13.
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Slika 13. IC-spektar dimera oksaprozina
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Molekuli karboksilnih kiselina najcesée se javljaju kao centrosimetri¢ni dimeri u
kristalima sa centrom inverzije u osmoclanom prstenu koji formiraju karboksilne grupe.
Najznacajnija razlika izmedu FT-IC spektara monomera i dimera je promena u
frekvenciji COOH traka. Kod dimera, frekvencija istezanja O—H grupe pomera se ka
nizim talasnim duzinama. Posto se tipi¢ne frekvencije vibracije istezanja slobodne O-H
grupe javljaju na oko 3600 cm™, traka za O—H grupu, koja se javlja na niZim talasnim
duzinama od ocekivanih ukazuje da se uspostavljaju intermolekulske vodoni¢ne veze
izmedu molekula kiselina. Usled formiranja dimera javlja se vrlo Siroka traka ili viSe

njih izmedu 2500-3100 cm ™.

2.3. Koordinaciona jedinjenja

Aktuelne teme XXI veka u koordinacionoj hemiji polaze od aspekata o
moguénosti koris¢enja jedinstvenih osobina prelaznih metala (primena u katalizi, kod
optickih 1 magnetnih uredaja). U okviru modernog pristupa modelovanju i sintezi
lekova, prelazni metali i njihovi kompleksi sa odgovaraju¢im ligandima nalaze se u
srediStu interesovanja u medicinskoj hemiji, gde su koordinaciona jedinjenja nasla
primenu u hemoterapiji, leCenju inflamacija i mnogih drugih oboljenja.

Koordinaciona jedinjenja sastoje se od koordinacionog centra (jona metala) i
molekula ili jona liganada koji su vezani za centralni atom koordinativnom vezom.
Skup liganada oko metalnog centra ¢ini koordinacionu sferu. Broj liganada koji su
direktno vezani za centralni metal zove se koordinacioni broj (KB). On zavisi od prirode
centralnog atoma, od njegove -elektronske konfiguracije i wveli¢ine, ali i od
koordinacione sposobnosti liganda. Koordinacioni broj moze biti 2, 3, 4, 5, 6, 7 1 8, ali
je najces¢i 4 1 6. Pri ostvarivanju odgovarajuce koordinacije dolazi do izmene kako
osobina centralnog atoma, tako i osobina liganda. Homolepticki kompleksi su oni kod
kojih su svi ligandi istog tipa, u suprotnom su heterolepti¢ki. Kompleksi mogu biti
katjonski, anjonski ili neutralni u zavisnosti od sume naelektrisanja centralnog jona
metala i liganda [123, 124a].

Atom liganda koji je direktno vezan za centralni jon metala zove se donorski
atom. Ligandi koji imaju samo jedan donorski atom (NHs3, H,O, CI", CN") i koji su za
graditelja kompleksa vezani pomocu samo jednog elektronskog para zovu se

monodentatni ligandi. Postoje i ligandi sa vise od jednog donorskog atoma i oni se
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zovu polidentatni ligandi. U zavisnosti od broja donorskih atoma, ligandi mogu biti
bidentatni (karboksilatni jon, oksalatni jon, etilendiamin itd), tridentatni (dietiltriamin),
tetradentatni (trietiltertaamin), itd. Ovi ligandi se jo$ zovu i helatni ligandi [124a].

Zbog prisustva jedne karboksilne grupe, molekul oksaprozina poseduje dva
potencijalna donorska O atoma 1 pri koordinaciji ovog liganda moze nastati niz
kompleksa razlicite grade. Posto se karboksilat-grupa moze vezati na vise nacina, broj
mogucnosti za njihovo koordiniranje je veoma veliki. Nacini koordinacije COO -grupa

prikazani su na slici 14.

1. Nekoordinirana karboksilat-grupa

2o

0]

2. Monodentatna koordinacija

M
O—M /
R\ 0.
O
a) jedan akceptor b) dva akceptora
(asimetri¢no mostovno ponasanje)®
3. Bidentatna koordinacija
3.1. Helatno ponasanje
—M
N 0-1
R4< /M R—
O @)
a) simetri¢no b) asimetricno

26



Doktorska disertacija Bojan BoZié

3.2. Mostovno ponasanje

. . . oy v Db
(prikazano je simetri¢no ponasanje")

4. Polidentatna koordinacija

M
' 0—M
O\
R—( M R—
0 0-M
M M
a) mostovno ponasanje b) kombinovano ponaSanje

Slika 14. Moguénosti koordinacije COO -grupa, uskladeno u odnosu na referencu
[125a].

# Simetri¢no ili asimetri¢no vezivanje odreduje se na osnovu duZine veze metal-kiseonik (duza
veza je prikazana isprekidanom linijom).
®Kao i kod tipa 3.1. moguce je asimetri¢no i simetri¢no ponasanje.

Pored navedenih nacina koordinacije COO -grupe, u zavisnosti od poloZaja
metala u koordinativnoj vezi postoji i takozvani sin- odnosno anti-polozaji (slika 15.).
Ovi polozaji odreduju se u odnosu na vrednost torzionog ugla M-O-C-O. Sin-sin

polozaj prikazan je na slici 14, primer 3.2.

M\
@) 0—M
r— =
@) @)
/ /
M M
a) anti-anti b) anti-sin

Slika 15. Razli¢iti polozaji centralnog atoma M u polikarboksilat-ligandu.
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2.3.1. Svojstva koordinacionih jedinjenja

Mnoga svojstva koordinacionih jedinjenja (na primer magnetizam, obojenost) u
direktnoj su vezi sa elektronskom konfiguracijom kompleksa. Za objaSnjenje i proracun
hemijske veze kompleksnih jedinjenja postoje ¢etiri kvantno-mehani¢ke metode:

e metoda valentne veze pretpostavlja da su veze kovalentne i da nastaju po tzv.
donorsko-akceptorskom mehanizmu, koji pretpostavlja sposobnost centralnog
atoma da primi elektronski par i sposobnost atoma liganda da preda elektronski
par;

e teorija kristalnog polja zasnovana je na elektrostatickom modelu. Ovde se
razmatraju promene u elektronskom oblaku centralnog atoma, koje nastaju pod
uticajem liganda;

e teorija ligandnog polja je u osnovi teorija kristalnog polja, ali sa izvesnim
dodatkom za kovalentni udeo veza;

e metoda molekulskih orbitala objasnjava vezivanje centralnog jona i liganda

preklapanjem atomskih orbitala centralnog jona sa atomskim orbitalama liganda.

Magnetna svojstva koordinacionih jedinjenja [124Db]

Magnetna svojstva koordinacionih jedinjenja mogu biti od znacaja za
odredivanje tipa simetrije kristala, a na taj nacin 1 rasporeda elektrona u d orbitalama.
Veli¢ina koja karakteriSe magnetne osobine materijala je magnetna susceptibilnost (y).
Uobicajeno je da se supstance dele na dija-, para- i feromagnetike.

Dijamagnetizam se javlja kod materijala koji ne poseduju permanentne
magnetne dipole. Kod njih su svi elektroni spareni, te se spinski i orbitalni magnetni
momenti ponistavaju. Pod uticajem primenjenog magnetnog polja dolazi do indukcije
magnetnih dipola. Za dijamagnetne supstance y < 0.

Paramagnetizam se javlja kod supstanci koje poseduju permanentne magnetne
dipole, odnosno paramagnetizam poti¢e od orijentisanja stalnih orbitalno-spinskih
momenata u spoljasnjem magnetnom polju. Za paramagnetike y > 0.

Kod bi- i polimetalnih kompleksa, u kojem svaki metalni centar pojedina¢no
poseduje neparan broj elektrona, situacija je neSto drukcija. Ako postoji inteakcija
(direktna ili preko liganda) izmedu dva (ili viSe) metalna centra, elektroni se mogu

antiferomagnetno ili feromagnetno kuplovati.

28



Doktorska disertacija Bojan BoZié

Obojenost koordinacionih jedinjenja [124c,126]

Koordinaciona jedinjenja ¢iji su graditelji d-elementi (prelazni metali), ¢esto su
obojena. Obojenost kompleksa posledica je selektivne apsorpcije vidljive svetlosti, tj.
elektronskih prelaza u sistemu usled apsorpcije svetlosti. Vecina elektronskih prelaza
koji se javljaju kod obojenih kompleksa su d-d prelazi ili intramolekulski prelazi
naelektrisanja (engl. charge transfer, CT). Kod d-d prelaza, elektron je iz d orbitale pod
dejstvom svetlosti (fotona) ekscitovan u drugu d orbitalu viSe energije. Nasuprot tome,
kod CT prelaza dolazi do prelaza elektrona iz d orbitale metalna u nepopunjenu orbitalu
liganda (engl. Metal to Ligand Charge Transfer, MLCT) ili obrnuto (engl. Ligand to
Metal Charge Transfer, LMCT).

2.3.2. Karakteristike elemenata prvog niza prelaznih metala
Mangan [125b]

Mn se javlja u nekoliko oksidacionih stanja od kojih je dvovalentno stanje
(Mn(11)) najéesce i najstabilnije oksidaciono stanje. U tabeli 2 prikakazane su moguce

geometrije kompleksa za Mn(l1).

Tabela 2. Stereohemija dvovalentnog mangana.

Oksidaciono stanje Koorgig?cioni Geometrija

2 Linearna
4 Tetraedarska
4 Kvadratno planarna

Mn" d° 5 Trigonalna bipiramidalna (tbp),

pseudo tbp

6° Oktaedarska
7 Pentagonalna bipiramidalna (pbp)
8 Dodekaedarska

% najéeséi KB i geometrija

Visokospinska d ° konfiguracija svakako ima jedinstvene osobine i Mn(ll) je
najistaknutiji primer ove konfiguracije. Vec¢ina Mn(Il) kompleksa su visokospinski. U

oktaedarskom polju ova konfiguracija omoguc¢ava samo spin-zabranjene i spareno-
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-zabranjene prelaze, pa je stoga boja ovih kompleksa bela. Pored toga, kod
visokospinskih d > Mn(Il)-kompleksa javlja se temperaturno nezavisni magnetni

momenat sa vredno$éu oko 5,9 BM.

Kobalt [125c]
Co se javlja u nekoliko oksidacionih stanja, pri ¢emu su najstabilniji kompleksi
gde je centralni atom Co(ll) ili Co(lll). U tabeli 3 prikakazane su moguce geometrije

kompleksa za Co(ll).

Tabela 3. Stereohemija dvovalentnog kobalta

Oksidaciono stanje Koorgingcioni Geometrija
roj
3 Trigonalna
4° Tetraedarska
W47 4 Kvadratno planarna
Co', d
5 tbp, kvadratno piramidalna (kp)
6° Oktaedarska
8 Dodekaedarska

vvvvv

Kako Co(Il) moze da gradi veliki broj razlic¢itih kompleksa, spektralna 1
magnetna svojstva Co(ll)-kompleksa biti veoma razli¢ita. Kod visokospinskih
oktaedarskih Co(ll)- kompleksa moze se uoditi tipi¢na svetlocrvena ili ljubicasta boja i
vrednost efektivnog magnetnog momenta na sobnoj temperaturi u intervalu izmedu 4,7 i
5,2 BM. Niskospinski oktaedarski kompleksi Co(ll) su retki i imaju tendenciju da

otpustaju ligande i na taj nacin formiraju jedinjenja sa nizim KB (4 ili 5).

Nikl [125d]
Kako se 1 kod Ni javlja trend opadanja stabilnost visih oksidacionih stanja, tako
se 1 Ni(Il) javlja kao najzastupljeniji jon kod najveceg broja jedinjenja. U tabeli 4

prikakazane su moguce geometrije kompleksa za Ni(ll).
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Tabela 4. Stereohemija dvovalentnog nikla.

Oksidaciono stanje Koorgir;?cioni Geometrija
3 Trigonalna planarna
4? Tetraedarska
42 Kvadratno planarna
Ni', d® 5 tbp
5 kp
6° Oktaedarska
6 Trigonalna prizma

vvvvv

Ni formira veliki broj kompleksa sa KB 4 i 6. Kod oktaedarskih Ni(ll)
kompleksa moze se uociti karakteristi¢na plava ili ljubicasta boja koja potice od tri spin-
dozvoljena elektronska prelaza. Magnetna svosjstva kompleksa Ni(ll) su relativno

jednostavna i efektivni magnetni momenti su u intervalu od 2,9 do 3,4 BM.

Bakar [125€]

Cu se javlja u tri stabilna oksidaciona stanja: Cu(I), Cu(Il) 1 Cu(Ill) pri cemu
geometrija centralnog atoma zavisi od oksidacionog stanja (tabela 5). Cu(0) jedinjenja
nisu potvrdena kao stabilna, medutim mogu se naci kao reaktivni intermedijeri.

Zbog relativno niskog stepena simetrije kod jedinjenja gde je Cu(ll) centralni
jon, Cesto dolazi do komplikacija pri detaljnoj interpretaciji apsorpcionih spektara i
magnetnih svojstava kompleksa. Skoro svi Cu(ll) kopmleksi su plavi ili zeleni, a
magnetni momenti relativno jednostavnih kompleksa su nezavisni od temperature (osim
na ekstremno niskim temperaturama, T < 5 K) i nalaze se u intervalu od 1,75 do
2,20 BM.
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Tabela 5. Stereohemija dvovalentnog bakra.

Oksidaciono stanje Koorgirr;?cioni Geometrija

3 Trigonalna planarna

43P (Pseudo)tetraedarska

42> Kvadratno planarna

cu', o 5 top, kp

6*° (Pseudo)oktaedarska
7 Pentagonalna bipiramidalna (pbp)
8 (Pseudo)dodekaedarska

vvvvv

® ova tri stanja se Eesto ne mogu jasno razlikovati

Cink [125f]

Zn pripada 12. grupi Periodnog sistema elemenata. lako se nalazi odmah iza
bakra, cink se ne moze klasifikovati u grupu prelaznih metala, ali i pored toga on
formira veliki broj kompleksa. Oksidaciono stanje Il je jedino bitno za Zn (tabela 6).
Najces¢i KB Zn(l1)-kompleksa su 4, 5 i 6, pri ¢emu je 5 posebo zastupljen. Svi Zn(II-

kompleksi su beli i ponasaju se kao dijamagnetici.

Tabela 6. Stereohemija dvovalentnog cinka

Oksidaciono stanje Koorgirr;?cioni Geometrija
2 Linearna
3 Trigonalna planarna
4 Tetraedarska, Kvadratno planarna
Zn" d%° 5 thp, kp
6 Oktaedarska
7 (pseudo)pbp
8 (Pseudo)kvadratnaantiprizma,

dodekaedarska
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2.4.  Derivati tiazolidindiona

Tiazolidindioni (TZD) su derivati tiazolidina koji pripadaju vaznoj grupi
heterocikli¢nih jedinjenja i koji poseduju karbonilnu grupu u polozajima 2 i 4 ili 5. 2,4-
Tiazolidindioni su interesantna strukturna jedinica u medicinskoj hemiji. Upravo je
TZD jezgro odgovorno za mnogobrojna farmakoloska svojstva i biolosku aktivnost
odgovarajuc¢ih agenasa. Osnovna primena derivata TZD (slika 16) je u tretmanu
obolelih od dijabetesa tipa Il [127]. Medutim, pored svoje osnovne primene u lecenju
dijabetesa, nova istrazivanja pokazala su i potencijalnu primenu velikog broja derivata
TZD kao antiartritis, antiinflamatornih [128], antibakterijskih [129] i antitumorskih
[130] agenasa.
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O

Roziglitazon

Slika 16. Hemijska struktura derivata TZD.
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Prvi derivat TZD, ciglitazon, sintetizovan je 1982. godine [131] i njegova
bioloska svojstva u le¢enju dijabetesa otkrivena su nesto kasnije [132]. Ubrzo posle toga
su sintetizovana i bioloski ispitivana mnoga druga jedinjenja koja sadrze TZD grupu,
Sto je rezultiralo u otkri¢u novih bioloski aktivnih agenasa: pioglitazona, englitazona,
troglitazona i roziglitazona. Prvi lek iz ove klase jedinjenja koji je nasao komercijalnu
primenu bio je troglitazon koji je uveden na trziste u SAD 1997. godine.

Mehanizam delovanja TZD kao antidijabetes lekova nije do kraja razjasnjen, ali
se dovodi u vezu sa posedovanjem velikog afinitet vezivanja za PPAR-y, $to izaziva
aktivaciju gena koji reguliSu metabolizam Secera i masti. Takode, TZD ispoljavaju
povoljan bioloski efekat i kroz mehanizme koji su nezavisni od PPAR-y, tj. aktivacijom

odredenih ¢lanova mitogenom-aktiviranih proteinskih (MAP) kinaza [133].

2.4.1. Sinteza derivata tiazolidindiona
1,3-Tiazolidin-2,4-dioni su derivati tiazolidina sa dve karbonilne grupe u
polozaju 2 i 4. Supstituenti u poloZaju 3 i 5 mogu biti veoma razli¢iti, pa je samim tim

spektar izvodljivih reakcija veoma Sirok.

2.4.1.1. Sinteza 2,4-tiazolidindiona

TZD prsten moze biti sintetizovan nekom od mnogobrojnih konvencionalnih

metoda kao 1 upotrebom mikrotalasnog zracenja.
Reakcija sa alkalnim tiocijanatima
Prvi 4-tiazolidindion koji je sintetizovan bio je 2,4-tiazolidindion. Hajnc

(Heintz) je 1865. godine sintetizovao Zeljeni proizvod u reakciji 2-hloretanske kiseline
sa kalijum-tiocijanatom u prisustvu razblazene hlorovodonicne kiseline (slika 17) [134].

S
HCI 7(

c” Scoonq * KSCN ——= NCSH,COOC,H, — > o N )so
H

Slika 17. Prva sinteza 2,4-tiazolidindiona.
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Reakcija sa tiosemikarbazonima

Kada se tiosemikarbazon prevede u natrijumovu so pomocu natrijum-etoksida i
reaguje sa estrom 2-hloroetanske kiseline ili viseg homologa, proizvod je ketonski
derivat 2-hidrazino-4-tiazolidinona. Ostale mogu¢nosti za kondenzaciju su zagrevanje
alkoholnog rastvora tiosemikarbazona sa 2-hloroetanskom kiselinom i natrijum-
acetatom, sa etil-hloroacetatom i N-etilpiperidinom, ili sa hloroacetanilidom u etanolu
ili 1-butanolu. Refluks 4-okso-2-tiazolin-2-ilhidrazona 15 minuta sa razblazenom
hlorovodoni¢nom kiselinom daje so 2-hidrazino-4-tiazolidindinona, dok refluktovanje
uz duzi vremenski period sa koncentrovanom kiselinom daje 2,4-tiazolidindion (slika
18) [135].

H
(1) C,H.ONa 0
NNHCSNH, 2 - =N N
(2) RCHCICOOC,H, N4<
ST R
razbl.y wj HCI

N H o S
= S
N 0= N~ O

Slika 18. Sinteza TZD u reakciji sa tiosemikarbazonima.

Reakcija sa tioureom
TZD se moze sintetisati i reakcijom kondezacije izmedu 2-hloretanske kiseline i

tiouree u prisustvu vode kao rastvaraca uz refluks u trajanju od 12h (slika 19) [136].
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Slika 19. Sinteza TZD u reakciji sa tioureom.
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Mikrotalasna sinteza

Mikrotalasna sinteza TZD prstena odigrava se u dva stupnja. U prvom stupnju
reakcije, 2-hloretanska kiselina i tiourea mesaju se na sniZenoj temperaturi kako bi se
kao intermedijer dobio 2-imino-tiazolidin-4-on, koji se zatim u drugom stupnju izlaze
mikrotalasnom zracenju (250 W, 5 minuta) i nakon toga dobio Zeljeni prooizvod (slika
20) [137.].

cl”” ScooH * N)k

) N

S S
] Q. 7(\' \/Qo @, 7(\' )so
2 H H

Slika 20. Mikrotalasna sinteza TZD prstena: (1) 0-5 °C, voda, mesanje 15 minuta; (2)

mikrotalasno zracenje — 250 W, 5 minuta.

2.4.1.2.  Reakcije 2,4-tiazolidindiona [135]

2,4-Tiazolidindioni podlezu reakcijama koje su uslovljene nukleofilnom
aktivnos$¢u metilenskog ugljenikovog atoma u polozaju 5 i kiselim protonom u polozaju
3. Kako je broj mogucih reakcija veliki, bi¢e opisane samo reakcije od znacaja za ovu
disertaciju.

Metilenski ugljenik u polozaju 5 jedinjenja 2.4-tiazolidindiona poseduje
nukleofilnu aktivnost i sposobnost da napadne neki elektrofilni centar. Ako je strukturno
moguce, reakcioni proizvod gubi vodu, pri ¢emu nastaje 5-nezasi¢eni derivat 2.4-
tiazolidindiona. Reakcija nekleofilne adicije (kondenzacija) odigrava se prema
Knoevenagelovom (Knoevenagel) mehanizmu, najces¢e u prisustvu baze kao
katalizatora, pri ¢emu nastaje anjon 2,4-tiazolidindiona kao aktivna Cestica.

Lakoc¢a formiranja anjona, a samim tim i stepena nukleofilne aktivnosti
metilenskog ugljenika, zavisi ne samo od elektron-akceptorske sposobnosti susedne
karbonilne grupe i sumpora, ve¢ i od prirode baze koja se koristi kao katalizator.

Reakcija koju treba istaéi i koja privlaci veliku paznju jeste aldolna kondenzacija
metilenske grupe sa karbonilnom grupom aldehida ili ketona. Proizvod reakcije sadrzi

a,B-nezasi¢enu karbonilnu grupu koja uti¢e na niz posebnih svojstava ovih molekula.
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Aromati¢ni aldehidi reaguju sa TZD i kao proizvod kondezacije nastaje odgovarajuci

5-ariliden-2,4-tiazolidindion. Mehanizam Knoevenagelove kondezacije prikazan je na

shemi 4.
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Shema 4. Mehanizam Knoevenagelove kondezacije izmedu TZD i odgovarajuceg

aldehida.

Postojanje imidnog protona u poloZaju 3 na atomu azota u TZD prstenu definise

kisela i bazna svojstva TZD. 2,4-Tiazolidindion je slaba kiselina sa konstantom kiselosti

1,46-10'na18°Ci1,81-10 " na 25 °C.

Ako se 2,4-tiazolidindion ili 5-supstituisani derivat TZD pretvori u so i reaguje

sa odgovaraju¢im alkil- ili aril-halogenidima, dolazi do formiranja N-alkilovanih

derivata TZD-a prema mehanizmu bimolekulske nukleofilne supstitucije (Sn2). Za

dobijanje odgovarajuc¢ih soli TZD koris¢eni su metalni natrijum rastvoren u metanolu,

kalijum-hidroksid rastvoren u etanolu, vodeni rastvor natrijum-hidroksida, kalijum-
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karbonat rastvoren u suvom acetonu ili alkalni rastvor srebro-nitrata. Alkil-halogenidi
mogu se dodavati direktno alkoholnom rastvoru, ali se bolji prinosi dobijaju ako se so
TZD izoluje, a zatim suspenduje u dimetilformamidu i naknadno tretira odgovaraju¢im
alkil-halogenidom (slika 21).

S S
KOH _ 7( _R-Br_ I
074:1 )so EtOH 0O )* _KBr O N)*o
H
Slika 21.Sinteza N-alkilovanih derivata TZD-a.

2.5.  Elektrohemijske metode u ispitivanju farmaceutskih preparata

Osnovu elektrohemije ¢ine hemijske reakcije u kojima je aktivan ucesnik
elektron kao osnovna Cestica elektriciteta i elektri¢ne struje. Interakcija izmedu
elektrona i molekula ili jona izaziva redukciju ukoliko supstanca prima elektron ili
oksidaciju ukoliko ga odaje. Elektrodna reakcija se uvek odigrava na grani¢noj povrsini
elektroda-elektrolit [138a].

Osnovni element elektrohemijskog sistema je elektrohemijska ¢elija koja sadrzi
najmanje dve elektrode i rastvor elektrolita. Na jednoj elektrodi, katodi, odigrava se
elektroredukcija, a na drugoj, anodi elektrooksidacija. Rastvor elektrolita sluzi kao
nosilac supstance koja reaguje, ali i kao prenosilac elektri¢ne energije u delu elektricnog
kola koje ¢ini ¢elija [138a].

Po opsteprihvacenoj podeli, elektroanaliticke metode se uopSteno dele na
faradejske i nefaradejske. Kod faradejskih metoda dolazi do direktne razmene elektrona
izmedu elektroaktivne vrste i radne elektrode. Zbog toga kod ovih metoda se govori 0
radnim elektrodama, a naziv faradejske potice od toga $to kroz elektroliticku celiju
protice struja (faradejska struja) odredenog intenziteta. Kod nefaradejskih metoda prema
pravilu nema direktne razmene elektrona izmedu elektroaktivne vrste i indikatorske

elektrode.

38



Doktorska disertacija Bojan BoZié

2.5.1. Voltametrija

Voltametrija je faradejska elektroanaliticka metoda koji se zasniva na merenju
zavisnosti struja-potencijal u elektrohemijskim ¢elijama. Ona obuhvata sve metode gde
se koriste stacionarne ili fiksne radne elektrode kao $to su npr. vise¢a zivina elektroda
(engl. hanging mercury drop electrode, HMDE), elektroda presvuéena tankim filmom
zive (engl. thin mercury film electrode, TMFE), elektroda od staklastog ugljenika (engl.
glassy carbon electrode, GCE), elektroda od ugljeni¢ne paste (engl. carbon paste
electrode, CPE), elektroda od zlata, elektroda od platine, elektroda od srebra itd [139].

Voltametrija obuhvata skup elektroanalitickih metoda kod kojih se podaci o
analitu dobijaju iz merenja jafine struje u zavisnosti od priklju¢enog napona pri
uslovima Kkoji izazivaju polarizaciju stacionarne elektrode ili fiksirane radne
elektrode[140].

U voltametriji se promenljivi potencijal koji se naziva ekscitacijski signal dovodi
na elektrohemijsku ¢eliju koja sadrzi radnu elektrodu. Ekscitacijski signal stvara
odgovor struje (faradejske) koja proti¢e kroz éeliju u toku reakcije analita na radnoj
elektrodi [140]. Detaljnije posmatranje struja koje teku kroz radnu elektrodu pokazuje
da se one sastoje od dve komponente, faradejske struje, koja poti¢e od redukcije ili
oksidacije analita i nefaradejske (kapacitivne ili kondezatorske struje) koja nastaje usled
praznjenja elektrohemijskog dvostrukog sloja na povrsini radne elektrode [140].

Kapacitivna ili kondenzatorska struja nastaje zbog toga §to se radna elektroda
ponasa kao kondenzator. Jednu ploc¢u tog kondenzatora €ini naelektrisanje na povrsini
radne elektrode, a drugu suprotno naelektrisani joni ili dipoli rastvaraca neposredno uz
samu elektrodu. Ovo predstavlja elektri¢ni ili elektrohemijski dvojni sloj [138a].

Sredinom 60-ih godina proslog veka doslo je do modifikacije klasi¢ne
voltametrije koja je postala znatno osetljivija i selektivnija. Tada je primena voltametrije
postala mnogo znacajnija za odredivanje velikog broja jedinjenja naro€ito u farmaciji.
Postoji mnogo nacina da se elektrodi zada odredeni potencijal i u zavisnosti od toga
postoje razlicite vrste voltametrije [140]:

e Voltametrija sa linearnom promenom potencijala;
e C(ilki¢na voltametrija;
e Voltametrija sa talozenjem i rastvaranjem (engl. stripping voltammetry);

¢ Diferencijalna pulsna voltametrija i normalna pulsna voltametrija;
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e Voltametrija sa pravougaonim impulsima (engl. square wave).

Voltametrijski sistem sastoji se od tri elektrode uronjene u rastvor analita i viska
elektrolita koji ne reaguje (osnovni elektrolit). Jedna od tri elektrode je radna elektroda
¢iji se potencijal odrzava na odredenoj poznatoj vrednosti ili se kao u voltametriji sa
linearnom promenom potencijala menja sa vremenom [140]:

Radna elektroda je elektroda na kojoj se ispituje zeljena pojava [138a].
Elektroda je male povrsine ¢ime se poveéava njena sklonost ka polarizaciji. Cesto je
napravljena od inertnih metala kao $to su plemeniti metali (zlato, platina) ili staklasti
ugljenik i piroliti¢ki grafit [140].

Druga elektroda je referentna elektroda ¢iji potencijal je poznat i stabilan [140].
Referentna elektroda se u ¢eliju uvodi preko Luginove kapilare. Vrh elektrode treba da
se postavi na $to je moguce krace rastojanje od radne elektrode kako bi otpornost
elektrolita izmedu elektrode i vrha kapilare mogla da se svede na zanemarljivu vrednost,
s obzirom na to da kada tece struja javlja se pad potencijala na tom rastojanju koji se
sabira sa potencijalom elektrode, te mereni potencijal ne odgovara vrednosti
elektrodnog potencijala koji se zeli meriti ili nametnuti elektrodi. Referentna elektroda
treba da se odvoji od rastvora koji se nalazi u ¢eliju pomocu elektrolitickog mosta, da
elektrolit iz ¢elije ne bi prodirao u elektrolit referentne elektrode i obrnuto [138a].

Treca elektroda je kontra elektroda (pomocna elektroda) koja je Cesto zica od
platine ili zlata koja omogucava tok struje od izvora kroz rastvor do radne elektrode
[138a]. Kontra elektroda se stavlja na vec¢u ili manju udaljenost od radne elektrode. Na

slici 22 prikazan je jedan voltametrijski sistem.
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Potenciosial

Oksidacija

Slika 22. Prikaz voltametrijskog sistema (C-kontra elektroda; W-radna elektroda; R-

referentna elektroda).

Kao $to je navedeno, voltametrijske metode se zasnivaju na promeni potencijala
stacionarne radne elektrode sa vremenom i merenja odgovarajuce struje koja se javlja
kao posledica oksido-redukcionih procesa, a ispitivana vrsta na elektrodu dospeva
procesom difuzije.

U toku preliminarnih istrazivanja elektrohemijskog ponasanja ispitivanog
sistema, voltametrijske tehnike su upravo one koje se koriste jer dobijeni voltagram
predstavlja skup informacija koji pokazuje potencijale na kojima se deSavaju
oksidacioni ili redukcioni procesi, uceS¢e homogenih reakcija u ukupnom
elektronemijskom procesu, adsorpciju elektroaktivnih vrsta i sline informacije o

ponasanju ispitivanog sistema [138a].

2.5.1.1.  Ciklicha voltametrija
Cikli¢na voltametrija predstavlja metodu koja se Siroko koristi za sagledavanje
elektrohemijskog sistema u celini, svih procesa koji se u njemu odigravaju u Sirokom
opsegu potencijala, potencijala pri kojem se odigrava svaki pojedina¢ni proces kao i
struja, kao odraz brzine tih procesa u datim uslovima. To se postize jednostrukim

koriS¢enjem ili viSestrukim ponavljanjem trougaonog pulsa potencijala, tako Sto se
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potencijal menja linearno u opsegu potrebnom da se sagledaju svi procesi, a
ograni¢enom u vodenim rastvorima, izdvajanjem vodonika na nekom negativnom ili
kiseonika na nekom pozitivnom potencijalu.

Kada se dostigne potencijal na kome odredeni proces moze da se odigrava
primetnom brzinom, struja pocinje naglo (eksponencijalno) da raste. Sa nastupanjem
difuzione polarizacije dolazi do usporavanja tog procesa, da bi se dostigao maksimum
posle koga struja za taj proces opada na nulu, ali registrovana struja zadrzava neku
minimalnu vrednost (odredenu kapacitetom elektrohemijskog dvosloja koji se puni
usled stalne promene potencijala) ukoliko se nije dostigao potencijal zapocinjanja
sledeceg procesa [138Db].

Snimanje cikli¢nih voltagrama se sastoji od reverzne promene potencijala od
vrednosti E; do vrednosti E, pa ponovo do vrednosti E; odgovaraju¢om brzinom

skeniranja (slika 23).

potencijal

E>

E1

Slika 23. Promena potencijala sa vremenom kod cikli¢ne voltametrije

Za proces oksidacije obi¢no se polazi od elektrodnog potencijala na kome nema
oksidacije i u toku snimanja elektrodni potencijal se menja ka pozitivnijim vrednostima.
Obrnuto, za proces redukcije polazi se od elektrodnog potencijala na kome nema

redukcije i elektrodni potencijal se menja ka negativnijim vrednostima.
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Elektrodni potencijal u odredenom trenutku ima vrednost:
E(t) =Ei + vt (1)

Nakon postizanja kona¢ne vrednosti elektrodnog potencijala koja se za primer
oksidacije postavlja obi¢no na vrednost nesto manju od potencijala oksidacije rastvaraca
ili osnovnog elektrolita, elektrodni potencijal se vraca na pocetnu vrednost, a elektrodni

potencijal u odredjenom trenutku ima vrednost:
E(t)=Ei—w 2

Prilikom povratka potencijala redukuje se deo vrste koja je oksidovana u
direktnom snimanju. Brzina promene potencijala v, brzina polarizacije ili brzina
skeniranja kre¢e se u intervalu od nekoliko mV/s do nekoliko miliona V/s. Tipian

cikli¢ni voltagram za reverzibilni proces dat je na slici 24.

200 -

Ta

Ava R

-300 |
go0.0 G00.0 400.0 2000 0.0

potencijal (mV)

Slika 24. 1zgled cikli¢nog voltagrama reverzibilnog procesa

Uobicajeno je da reduktivnom procesu odgovara negativna struja, a
oksidacionom pozitivna.
Svaki proces karakteriSu potencijal vrha maksimuma struje i strujni vrh na

voltagramu. Za cikli¢éne voltagrame tj. za mnoge reakcije koje se ispituju cikliénom
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voltametrijom karakteristicna je veca ili manja naspramnost pikova. U tome se razlikuju
povratni (reverzibilni) i nepovratni (ireverzibilni) procesi [138b].

Povratnim (Nernstovskim) procesom smatra se proces koji ima dovoljnu
vrednost konstante brzine da se za korisS¢enu brzinu promene potencijala (eng. sweep
rate) na svakom postignutom potencijalu uspostavi ravnoteza izmedu reaktanta i
produkta u prielektrodnom sloju ¢ija je koncentracija odredena isklju¢ivo difuzijom. U
takvom slucaju moglo bi se izvesti da je rastojanje izmedu anodnog i1 katodnog vrha
odredeno isklju¢ivo brojem elektrona razmenjenih u svakom pojedinacnom dogadaju
elektrohemijske
reakcije [138b].

Ako se razmotri jednostavna reverzibilna reakcija redukcije oksidovane vrste A

u redukovanu vrstu B, koja se moze predstaviti jednacinom:
A+ne = B (3)
moze se izvesti Randles-Sevickova jednaéina:
i, = 2,69-10°An¥?D¥3*2Co (4)

gde je ip - struja pika izrazena u amperima, A - povrsina elektrode izrazena u cm?, n -
broj izmenjenih elektrona, D - difuzioni koeficijent izrazenu jedinici cm’s?, v - brzina
promene potencijala izraZena u Vs *i Co - koncentracija oksidovanog oblika izraZena u
mol cm.
Iz Randles-Sevickove jedna¢ine proizilazi da struja pika zavisi od:

e koncentracije elektroaktivne vrste

o difuzionog koeficijenta

e Dbroja izmenjenih elektrona

e veli¢ine povrsine elektrode, i

e Dbrzine promene potencijala.

Kada je brzina prenosa elektrona nedovoljna da omogu¢i povrSinsku ravnotezu i
oblik cikliénih voltagrama se menja i zavisi od brzine polarizacije. Pri nizim
vrednostima brzine polarizacije prenos elektrona je brzi od masenog transporta
elektroaktivne vrste Sto se manifestuje dobijanjem ciklicnog voltagrama kao za

reverzibilni proces. Medutim, sa porastom brzine polarizacije raste i brzina masenog
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transpotra tako da ove dve velicine postaju uporedive i dolazi do remecéenja ravnoteze

povecanje razlike potencijala katodnog i1 anodnog pika sa poveCanjem brzine

polarizacije (slika 25) [138b, 141].

Struja
A

smanjenje konstante brzine
—h..

o
E2  Potencijal

Slika 25. Cikli¢ni voltagrami pri razli¢itim konstantama brzine (reverzibilni

proces-plava; kvazireverzibilni proces-crvena; ireverzibilni proces-zelena).

Moguce je da se isti elektrodni proces pri nizim brzinama promene potencijala
ponasa kao reverzibilni, a da pri veéim brzinama postaje ireverzibilan. Izmedu ta dva
slucaja postoji oblast u kojoj se elektrohemijski proces odvija kao kvazireverzibilan.
Kvazireverzibilni proces se javlja kada postoji ograni¢enje u brzini prenosa
naelektrisanja. Najsigurnija identifikacija ireverzibilnog procesa je odsustvo
reverzibilnog pika na cikli¢nom voltagramu.

Cikli¢na voltametrija je jedna od metoda za izuCavanje mehanizama elektrodnih
reakcija, homogenih reakcija, elektrokatalize i adsorpciono-desorpcionih procesa.
Takode, cikli¢na voltametrija moze da se koristi za odredivanje nekih supstanci in vivo.
Tipican primer je primenjena elektroda od ugljeni¢ne paste za ispitivanje askorbinske

kiseline u mozgu pacova [142]. Pored toga, postoje i brojna istrazivanja u kojima je
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koriS¢ena cikli¢na voltametrija za odredivanje konstante vezivanja raznih lekova za

proteine [143,144], kao i za DNK [145,146].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ovog rada sastoji se iz tri tematske celine:

e Sinteza, karakterizacija i bioloska aktivnost serije novih Mn(Il), Co(Il), Ni(ll),
Cu(ll) i Zn(ll) kompleksa sa oksaprozinom, nesteroidnim antiinflamatornim
lekom;

e Sinteza, karakterizacija i bioloska aktivnost serije novih 2-(5-ariliden-2,4-
-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanskih kiselina i odgovarajucih metil estara;

e Elektronemijsko ispitivanje oksaprozina i odredivanje konstante vezivanja za

bovin serum albumin (BSA).

3.1.  Sinteza, karakterizacija i bioloska aktivnost kompleksa prelaznih metala sa
oksaprozinom

Za sintezu jedinjenja koriS¢ene su slede¢e hemikalije: benzoin, C14H1,0,, p. a.
(Fluka,); C¢ilibarna kiselina, C4HgO4, p. a. (Fluka, Switzerland); amonijum-acetat,
CH3;COONH4, p. a.  (Fluka, Switzerland);  mangan(ll)-nitrat-heksahidrat,
Mn(NO3),-6H,0, p. a. (Carlo Erba, Italy); kobalt(ll)-nitrat-heksahidrat,
Co(NOs),:6H,0, p. a. (Merck, Germany); nikal(Il)-nitrat-heksahidrat, Ni(NOs),-6H,0,
p. a. (Merck, Germany); bakar(ll)-nitrat-trihidrat, Cu(NOs)2-3H,0, p. a. (Fluka,
Switzerland); zink(Il)-nitrat-heksahidrat, Zn(NOz3),-6H,0, p. a. (Kemika, Croatia);
natrijum-karbonat, Na,CO3, p. a. (Fluka, Switzerland); natrijum-hidroksid, NaOH, p. a.
(Fluka, Switzerland).

Svi reagensi upotrebljavani su bez dopunskog prec¢is¢avanja.

Osim navedenih hemikalija u ¢vrstom stanju, kori$¢eni su i razli¢iti organsKi
rastvaraci: metanol, etanol, dietil etar, dimetilsulfoksid (DMSO), glacijalna siréetna
kiselina i svi su bili p. a. ¢istoce.

Osnovni vodeni rastvori Mn(Il)-, Co(ll)-, Ni(Il)-, Cu(ll)- i Zn(ll)-nitrata
pripremani su u koncentracijama 1 M. Potrebna zapremina osnovnog rastvora

razblaZivana je pre svake sinteze do Zeljene koncentracije.
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3.1.1. Sinteza oksaprozina
Oksaprozin (Hoxa) je sintetizovan prema postupku iz literature [116] (shema 2).

| faza

Reakciona smeSa benzoina (21,2 g) i anhidrida ¢ilibarne kiseline (10,0 Q)
zagrevana je 6 h na temperaturi od 120 °C. Posle hladenja do sobne temperature
proizvod je rastvaran u etru, a zatim ekstrahovan rastvorom natrijum-karbonata.
Osnovni sloj je ispiran jo$ jednom etrom, a zatim zakiSeljen koncentrovanom
hlorovodoni¢nom kiselinom. Dobijeni proizvod u formi ulja ekstrahuje se etrom, potom
ispere vodom i susi preko no¢i sa magnezijum-sulfatom. Uparavanjem rastvaraca dobija

se zeljeni hemisukcinat kao polazni reagens za slede¢u fazu.

1l faza

U 100 mL glacijalne sir¢etne kiseline rastvoreno je 15 g hemisukcinata i
amonijum-
-acetata. Reakciona sme$a je zagrevana uz refluks 1,5 h. Posle hladenja do sobne
temperature, rastvor je izlivan u visestruko vecu zapreminu vode. Formirani talog se

izdvaja cedenjem na vakuumu, ispira vodom i rekristaliSe iz metanola.

3.1.2. Sinteza kompleksa prelaznih metala

Svi kompleksi prelaznih metala sa Hoxa sintetizovani su na sledec¢i nacin: u 50
mL vode rastvori se 2,0 mmol NaOH i potom doda ekvimolarna koli¢ina Hoxa. Rastvor
se kontinualno mesa 2 h na temperaturi od 40 °C, sve dok se ne formira bistar rastvor
natrijumove soli Hoxa (Naoxa). Zatim se u 9 mL (0,1 M) vodenog rastvora M(NO3),
(9 mmol), M = Mn(Il), Co(ll), Ni(ll), Cu(Il) i Zn(Il), lagano ukapava rastvor Naoxa uz
energi¢no mesanje 1 h. Dobijeni proizvod se ostavi da preno¢i na sobnoj temperaturi.
Formirani talog se izdvaja cedenjem na vakuumu, ispira vodom i apsolutnim etanolom,
a potom susi vakuumom na sobnoj temperaturi.

Takode, sintetizovan je monokristal kompleksa Cu sa Hoxa. Odgovarajuci
monokristal dobijen je metodom spore difuzije iz razblazenog vodenog i DMSO
rastvora. U epruveti malog poprec¢nog preseka nalazio se razblazeni DMSO rastvor

(c = 0,01 M) koji sadrzi Cu(NO3),2-3H,0. U ovaj rastvor je zatim pazljivo i sporo, zbog
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minimalnog mesanja, dodavan pipetom razblazeni vodeni rastvor Naoxa. Prvi Kristali
pojavili su se nakon sedam dana, monokristali odgovarajuce veli¢ine nastali su na
dodirnoj povrsini rastvora (blizu prvobitne granice faza) posle priblizno 5 nedelja.
Monokristali su profiltrirani i isprani malom koli¢inom vode. Stabilni su na vazduhu i

nerastvorni u uobi¢ajenim organskim rastvaracima.

3.1.3. Karakterizacija

Lek i kompleksi okarakterisani su elementarnom i TG analizom, FT-IC, ‘H
NMR, *C NMR, UV-Vis spektroskopijom i merenjem magnetne susceptibilnosti.

C, H, N-analize svih jedinjenja radene su klasi¢nim mikroanalitickim metodama
na Elemental Vario EL 11l mikroanalizeru.

Termijske analize (TG i DSC) radene su na instrumentu SDT Q600 TGA/DSC
od sobne temperature do 1000 °C. Uzorci mase manje od 10 mg zagrevani su u
atmosferi azota, pri protoku gasa od 100 cm® min™ i brzini grejanja 20 °C min .

Infracrveni spektri jedinjenja snimani su na instrumentu Bomem MB 100
spektrofotometru u oblasti 4000-400 cm ™ koris¢enjem KBr tehnike.

NMR spektri sintetisanih jedinjenja su snimljeni na aparatu Bruker AC 250 uz
tetrametilsilan (TMS) kao interni standard na 200 MHz za *H NMR i 50 MHz za **C
NMR. Svi spektri su snimljeni na sobnoj temperaturi u DMSO-ds. Hemijska pomeranja
(8) su izraZena u ppm u odnosu na TMS (84 = 0 ppm) u *H NMR spektrima, odnosno
rezidualni signal rastvaraca (3¢ = 39,5 ppm) u **C NMR spektrima.

Apsorpcioni spektri su snimljeni na spektrofotometru Shimadzu 1700 u DMSO
spektroskopske Cistoce (Fluka).

Magnetni momenti, tj. magnetna susceptibilnost sintetizovanih kompleksa
odredena je na sobnoj temperaturi na magnetnoj vagi MSB-MKZ1, Sherwood Scientific
Ltd., Cambridge, England. Magnetni momenti korigovani su za vrednosti dijamagnetnih

susceptibilnosti.
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Oxaprozin (Hoxa): bela supstanca, prinos 72 %, t.t.:162-163 °C; lzracunato za
C1gH15NOs (%): C, 73,71; H, 5,15; N, 4,78. Nadeno (%): C, 73,70; H, 5,36; N, 4,90. 'H-
NMR (DMSO-d6): 12,36 (s, 1H, O-H), 7,30-7,59 (m, 10H, 2Ph-H), 3,06 (t, 2H, J = 6.6
Hz, CH,CH,COzH), 2,79 (t, 2H, J = 7 Hz, CH,CH,COH); *C-NMR (DMSO-d6):
173,5 (C1), 162,7 (C4), 144,9 (C5), 134,6 (C12), 132,3 (C13), 129,2 (C15, C17), 129,1
(C6), 128,9 (C8, C10), 128,7 (C16), 128,4 (C10), 127,7 (C14, C18), 126,6 (C7, C11),
30,5 (C2), 23,2 (C3). Odabrani FT-IC podaci (KBr) cm™*: 3034 [v(CH)], 2930 [w(CH)],
2611 [v(CH2)], 1720 [v(C= 0)], 1568 [v(CC)], 1502 [v(CC)], 1443 [4(CO), 6(CH2)],
1362 [w(CH), v(CC)], 1275 [w(CH2), J6(COH)], 1060 [46(CCC), w(CH)], 965
[Z(HCCH)], 922 [y(OHO)], 757 [6(CH2), y(COC)], 586 [t(CCOH), y(O= COH)], 524
[/(CC)]

[Mn(H20),(0oxa)2]-2H,O (K1): bela supstanca, prinos 62 %. lzracunato za
CssH3sMnN2O4 (%): C, 60,76; H, 5,10; N, 3,94. Nadeno (%): C, 60,53; H, 5,10; N,
3,97. Odabrani FT-IC podaci (KBr) cm™: 3294 [v(OH)], 3058 [v(CH)], 2943 [v(CH)],
1566 [vas(COO)], 1549 [vas(COO0)], 1447 [vs(COO)], 1431 [vs(CO0)], 760 [6(CH2),
y(COC)], 696 [6(CH), y(CH)], 443 [v(MnO)].

[Co(H,0),(0xa),]-2H,0 (K2): roze supstanca, prinos 57 %. lzraCunato za
C3sH36CoN,019 (%): C, 60,42; H, 5,07; N, 3,92. Nadeno (%): C, 60,32; H, 4,94; N,
3,94. Odabrani FT-IC podaci (KBr) cm™*: 3381 [v(OH)], 3277 [v(OH)], 3031 [v(CH)],
2949 [v(CH)], 1568 [v45(CO0)], 1549 [vas(COO0)], 1502 [w(CC)], 1446 [vs(CO0)], 1414
[vs(COO0)], 760 [6(CH2), »(COC)], 696 [6(CH), y(CH)], 675 [6(CCC)], 445 [v(Co0O)].
UV-Vis spektar (hm): 478, 510, 560, 621.

[Ni(H20).(oxa),]-2H,0 (K3): svetloplava supstanca, prinos 79 %. lzracunato za
CssH3sN2NiO1g (%): C, 60,44; H, 5,07; N, 3,92. Nadeno (%): C, 60,22; H, 5,06; N, 3,91.
Odabrani FT-IC podaci (KBr) cm™: 3389 [v(OH)], 3277 [v(OH)], 3032 [w(CH)], 2951
[V(CH)], 1568 [v4s(COO)], 1545 [vas(COO)], 1502 [v(CC)], 1444 [v(COO0)], 1414
[vs(COO0)], 760 [6(CH2), y(COC)], 696 [6(CH), y(CH)], 675 [6(CCC)], 447 [v(NiO)].
UV-Vis spektar (nm): 422, 714, 790.
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[Cu2(H20)2(OH)(0xa)s]-2H,0 (K4): plava supstanca, prinos 72 %. lzra¢unato za
Cs4Hs1CuzN304 (%): C, 59,33; H, 4,70; N, 3,84. Nadeno (%): C, 59,05; H, 5,00; N,
3,88. Odabrani FT-IC podaci (KBr) cm™*: 3420 [v(OH)], 3057 [v(CH)], 2924 [v(CH)],
1628 [v4s(COO0)], 1614 [vas(COO)], 1570 [w(CC)], 1437 [vs(COOQ)], 764 [6(CH2),
y(COC)], 694 [6(CH), y(CH)], 443 [v(CuO)]. UV-Vis spektar (nm): 721.

[Zn(H20),(0xa)2]-1,5H,0 (K5): bela supstanca, prinos 65 %. lzraGunato za
CssH3sN2095Zn (%): C, 60.64; H, 4.95; N, 3.93. Nadeno (%): C, 60,5; H, 4,92; N, 3,94.
Odabrani FT-IC podaci (KBr) cm™: 3383 [v(OH)], 3275 [v(OH)], 3057 [v(CH)], 2949
[V(CH)], 1568 [vas(COOQ)], 1547 [vas(COO)], 1444 [v(COO)], 1414 [v(COO)], 762
[0(CH2), (COC)], 696 [6(CH), y(CH)], 445 [v(ZnO)].

3.1.4. Rendgenska strukturna analiza

Kristalografski podaci su prikupljeni na difraktometru Oxford Gemini S
opremljenim sa Mercury CCD detektorom na 293 K. Za shimanje monokristala
korid¢eno je zratenje Mo Ka (A = 0,71073 A) i multi-sken korekcija za apsorpciju.
Struktura je reSena direktnim metodama (SIR92 [147]) i uta¢njavana metodom
najmanjih kvadrata (SHELXL97 [148] i WinGX [149]). Parametri pomeranja svih
atoma, osim atoma vodonika, utacnjeni su anizotropno. Atomi vodonika su smesteni u
geometrijski izracunate polozaje i uta¢njavani su koris¢enjem modela ,,jasuc¢eg atoma“

sa utvrdenim duzinama C—H veza. Atomi vodonika su uta¢njeni izotropno.

3.1.5. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti oksaprozina i njegovih

kompleksa metala

Antiproliferativni potencijal proucavanih jedinjenja prema celijskim linijama
humanog karcinoma kolona (HCT-116), humanog karcinoma dojke (MDA-231),
humanog karcinoma grlica materice (HeLa) i melanoma (Fem-X) odreden je MTT (3-
(4,5-dimetiltiiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid, Sigma Aldrich, SAD) testom.
Sve celije su pripremane i kultivisane u te¢nom medijumu DMEM (engl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium, Invitrogen, SAD) koji sadrzi L-glutamin i 4,5 g/L glukoze.
Neposredno pre upotrebe u 0,5 L medijuma dodavano je 2,5 mL antibiotika 100 U/ml
penicilina i 100 mg/mL streptomicina (PAA, Austrija) i 50 mL fetalnog govedeg
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seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBA) (PAA, Austrija) inaktivisanog 30 minuta na
37 °C u vodenom kupatilu (finalno 10 % (v/v)).

Sve celije su bile tretirane rastvorima proucavanih jedinjenja koncentracija
0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 i 50 uM tokom 48 h. Prvo je napravljen osnovni rastvor za sva
jedinjenja u radnoj koncentraciji od 1 M. Sva jedinjenja su rastvarana u DMSO. Nakon
toga su pravljena razblazenja do Zeljenih koncentracija u medijumu za kultivaciju ¢elija.
Netretirane celije su sluzile kao kontrola.

MTT test je kolorimetrijska metoda za procenu proliferacije ¢elija. Test se zasniva
na sposobnosti zivih ¢elija da preuzmu MTT i mitohondrijalnom reduktazom redukuju
ovu so do formazana (slika 26), soli nerastvorne u vodi. Koli¢ina redukovanog
formazana proporcionalna je direktno broju Zzivih ¢Celija. Vidljivi rezultat reakcije je
promena boje od zute ka tamno smedoj do sive, koju zapravo daje redukovani
formazan. Rastvaranje formazana postize se dodavanjem rastvora 1 % SDS-HCI (10 mL
10 % SDS i 0,1 mL 0,1 M HCI). U mikrotitarske ploc¢e u kojima su gajene celije
(oko 1 x 10°) u 200 pL medijuma doda se po 20 pL MTT rastvora u koncentraciji 5
mg/mL. Ploc¢e se dodatno inkubiraju 180 minuta na 37 °C. Nakon toga se reakcija
zaustavlja i formazan se rastvara dodavanjem 20 puL 1 % SDS-HCI rastvora u svaki
bunari¢ mikrotitarske ploce. Intenzitet boje je direktno srazmeran koli¢ini aktivnih
enzima, odnosno vijabilnosti ¢elija. Apsorbanca se meri na ELISA spektrofotometru
(ELISA reader Optic System 2100-C) na talasnoj duzini od 570 nm i referentnoj od 650
nm. Procenat vijabilnih ¢elija je izraCunat kao odnos izmedu apsorpcije pri svakoj od
koncentracija proucavanih jedinjenja i apsorpcije kontrole - 100.

KoriS¢en je SPSS program za statisticku obradu podataka. Statisticka obrada
rezultata uradena je jednofaktorskim ANOVA testom, pri ¢emu je p<0,05 smatrana

statisti¢ki znac¢ajnom razlikom.
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Slika 26. Redukcija MTT

3.2.  Sinteza, karakterizacija i bioloska aktivnost derivata 2-(5-ariliden-2,4-
-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanske kiseline

Za sintezu jedinjenja koris¢ene su sledece hemikalije: tiourea, CH4N,S, p. a.
(Fluka, Switzerland); 2-hloretanske kiseline, C,H30,Cl, p. a. (Fluka, Switzerland);
aromati¢ni aldehidi, p.a. (Fluka, Switzerland); morfolin, C4HgNO, p. a. (Fluka,
Switzerland); kalijum-karbonat, K,COs;, p. a. (Aldrich, Switzerland); metil-2-
bromopropionat, C4H;O,Br, p. a. (Aldrich, Switzerland); hlorovodoni¢na kiselina, HCI,
(Fluka, Switzerland); natrijum-hidroksid, NaOH, p. a. (Fluka, Switzerland).

Svi reagensi upotrebljavani su bez dopunskog preciS¢avanja.

Osim navedenih hemikalija, koriS¢eni su 1 razliCiti organski rastvaradi: etanol,
etil-acetat, N,N-dimetilformamid (DMF), glacijalna siréetna kiselina, benzen i svi su bili

p. a. Cistoce.

3.2.1. Sinteza derivata 2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanske
kiseline
Tok sinteze svih derivata 2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanske
kiseline prikazan je na shemi 5.
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Shema 5. Sinteza derivata 2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanske
Kiseline (T1-T12).

3.2.1.1.  Sinteza 2,4-tiazolidindiona [150]

Tiourea (0,48 mol) se dodaje rastvoru 2-hloretanske Kkiseline (0,5 mol) i
koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline (80,6 mL, 36 %) uz mesanje. Reakciona smesa
se zagreva uz refluks 14 h. Posle hladenja do sobne temperature, dolazi do formiranja

taloga koji se zatim filtrira, susi i prekristaliSe iz vode kako bi se dobio zeljeni proizvod.

3.2.1.2.  Sinteza 5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazola [151]

U balon od 100 mL koji je opremljen Din-Starkovom (Dean-Starck) aparaturom
za azeotropsko uklanjanje vode stavljeni su odgovaraju¢i aldehid (0,025 mol), 2,4-
dioksotetrahidrotiazol (0,025 mol), benzen (15 mL), glacijalna siréetna kiselina (0,5
mL) i morfolin (1 mL). Reakciona smesa je zagrevana uz refluks 4 h. Posle hladenja do
sobne temperature dolazi do formiranja taloga koji se zatim filtrira, susi i prekristaliSe iz

DMF kako bi se dobio zeljeni proizvod.
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3.2.1.3. Sinteza metil-2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazo-3-il)propionata (T1-T6)

U 60 mL DMF rasvori se 0,010 mol odgovaraju¢eg 5-ariliden-2,4-
dioksotetrahidrotiazola i potom doda 0,12 mol kalijum-karbonata i 0,011 mol metil-2-
-bromopropionata. Reakciona sme$a se mesa tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Potom
se izlije u trostruko veéu zapreminu vode 1 vr$i se ekstrakcija etil-acetatom. Organski
sloj se ispira 5 % rastvorom natrijum-hidroksida i vodom, a zatim susi preko noci
magnezijum-sulfatom. Rastvara¢ se ukloni destilacijom, a izdvojeni ¢vrsti proizvod se
preciScava rekristalizacijom iz etanola.

Takode, sintetizovan je monokristal T2. Bezbojni prizmati¢éni monokristal
dobijen je sporim uparavanjem rastvora etanola u zamrzivacu. Prvi kristali pojavili su se

nakon dve nedelje, a monokristal odgovaraju¢ih dimenzija nakon mesec dana.

3.2.1.4.  Sinteza 2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazo-3-il)propanske kiseline (T7—
T12)

U 40 mL glacijalne siréetne kiseline rastvori se 0,010 mol odgovarajuc¢eg metil-
2-(5-ariliden-2,4-dioksotetrahidrotiazo-3-il)propionata i doda koncentrovana
hlorovodoni¢na kiselina (10 mL). Reakciona smesa se zagreva uz refluks 2 h. Nakon
vakuum uparavanja do suva, doda se jo§ 40 mL glacijalne siréetne kiseline i 10 mL
koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline i zagreva uz refluks jo§ 2 h. Nakon vakuum
uparavanja do suva, sirov proizvod je ispran vodom i rekristalisan iz etanola kako bi se

dobio ¢ist proizvod.

3.2.2. Karakterizacija

Sva jedinjenja (T1-T12) okarakterisana su temperaturom topljenja,
elementarnom analizom, FT-IC, 'H NMR i *C NMR spektroskopijom. Aparati
koris¢eni za karakterizaciju jedinjenja navedeni su u poglavlju 3.1.

Temperatura topljenja, FT-IC, *H NMR i *C NMR spektri jedinjenja T1-T6 u

skladu su sa literaturnim podacima [152] i nesumnjivo potvrduju njihove strukture.
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2-(5-benziliden-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanska kiselina (T7):

bela supstanca, prinos: 54 %; t.t.. 177-178 °C; lzradunato za Ci3H11NO4S (%): C,
56,31; H, 4,00; N, 5,05. Nadeno (%): C, 56,36; H, 3,98; N, 5,04; FT-IC: v (KBr): 3421,
2930, 1713, 1691, 1607, 1370, 1179, 1127 cm™*; *H NMR (200 MHz, DMSO-ds): 7,95
(s, 1H, —-CH=), 7,65-7.51 (m, 5H, CgHs), 5,02 (g, J = 6,8 Hz, 1H, CHsCHCO,H), 1,51
(d, J = 7.4 Hz, 3H, CH3CHCO,H) ppm; **C NMR (50 MHz, DMSO-dg): 170,4 (CO,H),
167,0 (C=0), 165.2 (C=0), 134,1 (CgHs), 133,1 (-CH=), 131,1 (CgHs), 130,5 (CgHs),
129,7 (CgHs), 120,8 (=C-S), 50,6 (CH3;CHCO,H), 14,2 (CH3CHCO,H) ppm.

2-(5-(4-metoksibenziliden)-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanska kiselina (T8):
svetlozuta supstanca, prinos: 51 %; t.t.: 201-203 °C; lzradunato za C14H13NOsS (%):
C, 54,72; H, 4,26; N, 4,56. Nadeno (%): C, 54,69; H, 4,23; N, 4,58; FT-IC: v (KBr):
3448, 2925, 1736, 1683, 1596, 1512, 1360, 1257, 1178 cm*; *H NMR (200 MHz,
DMSO-ds): 7,90 (s, 1H, —-CH=), 7.58 (d, J = 8,4 Hz, 2H, CgH4), 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H,
CeHa), 5,14 (q, J = 6,8 Hz, 1H, CH3CHCO,H), 3,82 (s, 3H, CH30C¢Hs), 1,51 (d, J = 6,8
Hz, 3H, CH;CHCO,H) ppm; *C NMR (50 MHz, DMSO-dg): 170,5 (CO,H), 167,1
(C=0), 165,4 (C=0), 161,6 (CgHs), 134,1 (-CH=), 132,7 (Cg¢Hs), 125.6 (CgHs), 117,6
(=C-S), 115,3 (Cg¢Hs), 55,8 (CH30C¢Hs), 50,6 (CH3CHCO,H), 14,2 (CH3CHCO,H)
ppm.

2-(5-(4-fluorobenziliden)-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanska kiselina (T9):
svetlozuta supstanca, prinos: 55 %; t.t.. 200-201 °C; Izra¢unato za C13H1oFNO4S (%):
C, 52,88; H, 3,41; N, 4,74. Nadeno (%): C, 52,93; H, 3,40; N, 4,73; FT-IC: v (KBr):
3432, 2927, 1719, 1679, 1596, 1376, 1242, 1176 cm *; *H NMR (200 MHz, DMSO-d):
7,97 (s, 1H, -CH=), 7,69 (d, J = 8,4 Hz, 2H, CgH,), 7,37 (d, J = 8,6 Hz, 2H, CgHy),
5,02 (g, J = 7,2 Hz, 1H, CH3CHCO2H), 1,51 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH3;CHCO,H) ppm;
C NMR (50 MHz, DMSO-dg): 170,4 (CO,H), 167,0 (C=0), 165,2 (C=0), 133,1
(-CH=), 133,0 (C¢Hs), 117,1 (CgHs), 116,9 (CgHs), 120,7 (=C-S), 50,7 (CH3;CHCO,H),
14,2 (CH3CHCO,H) ppm.
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2-(5-(4-Dimetilaminobenziliden)-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanska kiselina
(T10):

7uta supstanca, prinos: 58 %; t.t.: 233-235 °C; lzradunato za CisH1gN204S (%):
C, 56,24; H, 5,03; N, 8,74. Nadeno (%): C, 56,23; H, 5,00; N, 8,75; FT-IC: v (KBr):
3441, 2922, 1742, 1716, 1683, 1584, 1531, 1363, 1304, 1194 cm™*; *H NMR (200 MHz,
DMSO-dg): 7,79 (s, 1H, —CH=), 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 2H, CgH.), 6,80 (d, J = 8,4 Hz, 2H,
CeHy), 4,98 (g, J = 7,4 Hz, 1H, CH3CHCO,H), 3,00 (s, 6H, (CH3),N), 1,49 (d, J = 6,8
Hz, 3H, CH;CHCO,H) ppm; *C NMR (50 MHz, DMSO-d): 170,6 (CO;H), 167,3
(C=0), 165,4 (C=0), 151,9 (C¢Ha), 135,1 (-CH=), 132,8 (C¢H4), 120,0 (=C-S), 112,8
(CeHy), 112,4 (CgH4), 50,3 (CH3CHCO,H), 39,8 ((CH3)2N), 14,3 (CH3CHCO,H) ppm.

2-(5-(5-metil-2-furfuriliden)-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanska kiselina (T11):
zuta supstanca, prinos: 53 %; t.t.. 170-172 °C; lIzratunato za Ci,H11NOsS (%): C,
51,24; H, 3,94; N, 4,98. Nadeno (%): C, 51,20; H, 3,93; N, 5,00; FT-IC: v (KBr): 3431,
2925, 1725, 1681, 1618, 1567, 1515, 1368, 1235, 1174 cm*; *H NMR (200 MHz,
DMSO-de): 7,67 (s, 1H, -CH=), 7,06 (d, J = 3,2 Hz, 1H, C4H,0), 6,40 (d, J = 2,2 Hz,
1H, C4H;0), 4,97 (g, J = 7,2 Hz, 1H, CH3CHCO,H), 2,38 (s, 3H, CH3C4H,0), 1,49 (d,
J = 3,4 Hz, 3H, CH3CHCOH) ppm; *C NMR (50 MHz, DMSO-dg): 170,5 (COzH),
167,9 (C=0), 165,1 (C=0), 158,3 (C4H.0), 148,2 (C4H,0), 121,7 (-CH=), 120,3
(=C-S), 115,6 (C4H,0), 110,8 (C4H,0), 50,4 (CH3CHCO,H), 14,3 (CH3CHCO,H),
14,0 (CH3C4H20) ppm.

2-(5-(1-nafthiliden)-2,4-dioksotetrahidrotiazol-3-il)propanska kiselina (T12):

zuta supstanca, prinos: 48%; t.t.. 163-165 °C; lzracunato za Cy7H1sNO,S (%): C,
61,99; H, 4,59; N, 4,25. Nadeno (%): C, 70,04; H, 4,62; N, 4,22; FT-IC: v (KBr): 3446,
2930, 1737, 1663, 1595, 1370, 1227, 1176 cm™*; *H NMR (200 MHz, DMSO-d¢):8.57
(s, 1H, CH=), 8,13-8,00 (m, 4H, C10Hy), 7,71-7,60 (m, 5H, C1oHy), 5,07 (q, J = 7,2 Hz,
1H, CH3CHCO,H), 1,55 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CHsCHCO,H) ppm; *C NMR (50 MHz,
DMSO-ds): 170,4 (CO,H), 167,3 (C=0), 164,7 (C=0), 133,5 (-CH=), 131,4 (Cy1oHy),
131,2 (CyoHg), 131,0 (CyoHg), 130,3 (CioHg), 129,2 (CyoHo), 127,8 (CioHg), 127,2
(CioHo), 126,8 (CioHg), 125,9 (CyoHo), 1245 (CyoHg), 123,7 (=C-S), 50,6
(CH3CHCO,H), 14,2 (CH3CHCO,H) ppm.
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3.2.3. Rendgenska strukturna analiza

Kristalografski podaci su prikupljeni na istom aparatu Kkoji je naveden u
poglavlju 3.1. Za snimanje monokristala kori§¢eno je zra¢enje Mo Ko (A = 0,71073 A) i
multi-sken korekcija za apsorpciju. Struktura je reSena direktnim metodama (SIR92
[147]) i uta¢njavana metodom najmanjih kvadrata (SHELXL97 [148] u WinGX [149]).
Parametri pomeranja svih atoma, osim atoma vodonika, utanjeni su anizotropno.
Atomi vodonika su smeSteni u geometrijski izraCunate polozaje 1 utacnjavani Su
koris¢enjem modela ,,jasuc¢eg atoma* sa utvrdenim duzinama C—H veza. Polozaji atoma
vodonika H81 i H121 su navedeni u AF mapi i ovi atomi vodonika su utac¢njeni

izotropno.

3.2.4. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti derivata tiazolidindiona
Antiproliferativni potencijal proucavanih jedinjenja je odreden MTT testom
prema celijskim linijama humanog karcinoma kolona (HCT-116), humanog karcinoma
dojke (MDA-231) i mijeloidne leukemije (K-562). Postupak je opisan u poglavlju 3.1.
Sve ¢elije su bile tretirane rastvorima proucavanih jedinjenja koncentracija 0,01, 0,1, 1,

10, 501 100 uM tokom 24 h.

3.2.5. Odredivanje antimikrobne aktivnosti derivata tiazolidindiona

Standardni sojevi Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 i klini¢ki izolovanih Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus i Candida albicans su
koris¢eni za pripremanje bakterijskih suspenzija. Zamucenost pocetnih bakterijskih
suspenzija je korigovana dodavanjem 0,5 Mekfarlandovog (McFarland) standarda, a
potom su razblaZeni u odnosu 1:100 u sterilnom 0,85 % rastvoru.

Difuzioni metod je kvalitativan test koji omoguéava Kklasifikaciju
mikroorganizama kao osetljivih ili otpornih na proucavane supstance na osnovu veliine
pre¢nika zone inhibicije [153]. Petri plo¢e sa Miler—Hintonovim (Muller—Hinton)
agarom su inokulisane odgovaraju¢im bakterijskim suspenzijama. Povr§ina medijuma je
suSena 3-5 min na sobnoj temperaturi. Potom su sterilnim metalnim cilindrom
napravljeni otvori koji su napunjeni sa po 100 uL rastvora proucavanih jedinjenja

koncentracije 1000 uM. Antibakterijska aktivnost je procenjena na osnovu merenja
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prec¢nika zone inhibicije (IZ). Svi testovi su ponovljeni po tri puta. Negativna kontrola je
pripremljena sa istim rastvaracem koji je koriS§¢en za rastvaranje proucavanih jedinjenja
(5 % DMSO) da bi se pokazalo da rastvara¢ ne uti¢e na rast bakterija. Svaki test je vrSen
uz kontrolu rasta i kontrolu sterilnosti.

Minimalna inhibiraju¢a koncentracija (MIC) i minimalna baktericidna
koncentracija (MBC) odredene su mikrodilutacionim metodom [154]. Rastvori su
serijski razblazivani Miler—Hintonovim rastvorom. Razblazene bakterijske suspenzije
(10 pL) su dodavane svakom uzorku da bi se postigla koncentracija od 5-10° CFU mL~
! Na kraju je dodato 10 pL indikatorskog rastvora resazurina. Resazurin (7-hidroksi-
3H-fenoksazin-3-on-10-oksid) je oksido—redukcioni indikator za procenu rasta mikroba.
To je plava nefluoroscentna boja koja postaje ruzicasta i fluorescira kada se redukuje do
resorufina oksidoreduktazama Zivih ¢elija (slika 27). Inokulisane ploce su inkubirane na
37 °C tokom 24 h. MIC se definiSe kao najniza koncentracija proucavane supstance
koja spreCava promenu boje resazurina iz plave u ruzicastu. Svaki test podrazumevao je
kontrolu rasta i kontrolu sterilnosti. Svi testovi su ponovljeni po tri puta i MIC vrednosti
su bile konstantne. MBC je odreden dodavanjem po 10 pL uzoraka kod koga nije doslo
do promene boje indikatora, na hranljivi agarski medijum. Na kraju perioda inkubacije,

najniza koncentracija bez vidljivog rasta se definiSe kao MBC.

9
NS | iN
@ 11 ok3|doreduktaza> @ j;l
HO 0] (@) HO 0] (@)

Slika 27. Redukcija resazurina
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3.3.  Elektrohemijsko ispitivanje oksaprozina

Sledeca jedinjenja su elektrohemijski ispitivana: sintetizovan oksaprozin [116];
oksaprozin standard, p. a. (Sigma Aldrich); tableta oksaprozina, Duraprox®, (Tramedico,
Netherlands); natrijum-hidrogenkarbonat, NaHCOs3, p. a. (Merck); Bovin serum
albumin, BSA (Sigma Aldrich); monobazni natrijum-fosfat, NaH,PQO,4, p. a. (Sigma
Aldrich); dvobazni natrijum-fosfat, Na,HPQOy,, p. a. (Sigma Aldrich); demineralizovana
voda, 18 MQ (IHTM, Beograd).

Sva navedena jedinjenja su koris¢ena bez dopunskog preci$¢avanja.

Za merenje pH-vrednosti fosfatnog pufera koriséen je Mettler Toledo (FiveGo)
pH-metar. Za precis¢avanje vode korisc¢en je Milli-Q sistem.

Sintetizovan lek, njegov analiti¢ki standard i tableta Duraprox® elektrohemijski
su ispitivani tako §to je napravljen Stok rastvora jedinjenja u odgovaraju¢em elektrolitu
(0,05 M NaHCOgs ili fosfatni pufer, pH 7,4). Odgovaraju¢e zapremina Stok rastvora
jedinjenja dodavane se u elektrolit (100 mL) kako bi se dobile Zeljene koncentracije u
ispitivanom opsegu.

U svim eksperimentima koriS¢ena je komercijalna Tacusell staklena celija.
Polikristalna elektroda od zlata koristi se kao radna elektroda (Pine, 0,5 cm?), Zica od
zlata kao pomoc¢na (kontra) elektroda i zasi¢ena kalomelova elektroda (engl. saturated
calomel electrode, SCE) kao referentna elektroda. Svi potencijali dati su prema
zasi¢enoj kalomelovoj elektrodi (vs. SCE). Pre dodavanja ispitivanih jedinjenja, rastvor
elektrolita je degaziran provodenjem azota (30 minuta). Svi eksperimenti su izvodeni na
sobnoj temperaturi. Pre podetka rada polikristalna elektroda od zlata (povrsine 0,5 cm?)
polirana je aluminijumskom pastom, oc¢iS¢ena meSavinom 18 MQ vode 1 sumporne

kiseline u ultrazvu¢nom kupatilu i na kraju isprana 18 MQ vodom.

Priprema modifikovane elektrode

BSA modifikovana elektroda od zlata pripremljena je na slede¢i nacin: kap od
20 uL BSA rastvora naneSena je na radnu povrSinu elektrode od zlata i ostavljena da se
osusi na vazduhu preko noci. Elektroda je zatim potopljena 4 h u demineralizovanu
vodu (18 MQ) kako bi se uklonio sav neadsorbovan BSA [155].
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Ovo poglavlje sastoji se iz tri tematske celine u kojima su obradeni i diskutovani
dobijeni rezultati. Tema i cilj prva dva poglavlja je sinteza novog potencijalnog
antiproliferativnog agensa. Treba naglasiti da su sva jedinjenja okarakterisana i da su
rezultati analiza prikazani u poglavlju 3. Takode, svi dobijeni rezultati detaljno su
analizirani u cilju reSavanja struktura i definisanju svojstava sintetizovanih jedinjenja. U
okviru treéeg poglavlja obradena je elektrohemijska karakterizacija oksaprozina i

odreden njegov afinitet vezivanja za biomakromolekule (BSA).

4.1.  Sinteza, karakterizacija i antiproliferativna aktivnost kompleksa prelaznih
metala sa 3-(4,5-difenil-1,3-oksazol-2-il)propanskom kiselinom (oksaprozinom)

U ovom poglavlju, prikazano je istrazivanje usmereno ka sintezi novih
jedinjenja koja bi posedovala potencijalnu antiproliferativnu aktivnost. Kao §to je
naglaseno ranije u poglavlju 2, lekovi sa dva ili vise mehanizama delovanja imaju
potencijal da se primenjuju u leCenju razli¢itih bolesti. Upravo iz tog razloga ispitivana
je potencijalna antiproliferativna aktivnost Hoxa (NSAIL-a) i njegovih kompleksa sa
prelaznim metalima.

Sintetizovano je pet novih kompleksa prelaznih metala sa Hoxa (slika 28) [156],
¢ije su formule, rezultati hemijske analize i prinos prikazani u odeljku 3.1. U svim
slucajevima rezultati hemijske analize pokazuju dobra slaganja teorijskih 1
eksperimentalnih vrednosti. Kompleksi prelaznih metala sa Hoxa u daljem tekstu ¢e biti
obelezavani odgovaraju¢im oznakama iz odeljka 3.1.3.

Formule dobijenih kompleksa odredene na osnovu elementarne analize pokazuju
da molski odnos jona metala i liganda u svim jedinjenjima iznosi 1:2, osim kod
kompleksa K4 gde taj odnos jona metala i liganda iznosi 2:3. Jedinjenja K1-K3 i K5
mogu se prikazati opstom formulom [M(H,0),(0xa),;]-xH,0O, gde je x=2 za M = Mn,
Co i Nii x=15 za Zn, dok je formula K4 jedinjenja [Cu,(H20).(OH)(oxa)s]-2H,0
(slika 28).
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/ M(oxa), - xH,O
K1-K3, K5
aOH

Hoxa _NaOH Naoxa M(NO,),

Cu,(OH)(oxa), - 4H,0
K4
Slika 28. Sinteza kompleksa prelaznih metala sa Hoxa, gde je M = Mn, Co, Ni, Zn; x =

4z7zaK1-K3ix=35zaK5

Svi sintetizovani kompleksi nerastvorni su u vodi, metanolu, EtOH, acetonitrilu,
dietil etru, acetonu, DMF, dok je umerena rastvorljivost jedino zabelezena u DMSO.
Nerastvorljivost kompleksa moze se objasniti na nekoliko na¢ina [157a]. Prvenstveno
prisustvo nekoordinirane vode uslovljava veliki broj vodoni¢nih veza unutar struktura, a
ovaj faktor deluje u pravcu smanjenja rastvorljivosti, jer povecava stabilnost kristalne
reSetke. Drugi faktor koji takode utiCe na smanjenje rastvorljivosti jeste formiranje
neutralnih kompleksa (unutra$njih kompleksnih soli) $to smanjuje energiju solvatacije.
Na smanjenu rastvorljivost utice broj atoma metala koji grade komplekse (binuklearni,
trin