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Sinteza, karakterizacija i citotoksi¢na aktivnost rutenijum(Il)—

arenskih kompleksa sa piridinskim derivatima

1ZvVOD
Sposobnost rutenijum(ll)—arenskih vrsta da koordinuju razli¢ite klase liganada, Cini ih

pogodnim za fino podeSavanje hemijskih i farmaceutskih svojstava. Novosintetisani
rutenijum(ll)—arenski  kompleksi dobijeni su u reakciji polaznog jedinjenja
[RUCly(n°-p—cimen)]. sa odgovarajuéim ligandom u 1 : 2 ili 1 : 2,2 molskom odnosu u
metanolu, etanolu ili izopropanolu uz blago zagrevanje. Komercijalno dostupni ligandi
koriS¢eni za pripremu kompleksa mogu se smatrati piridinskim derivatima sa acetil
grupama, amino i hlor supstituentima ili sa jednom ili dve karboksilne grupe. Druga
grupa liganada ukljucivala je kaprilni hidrazid (hidrazid sa dugim ugljovodoni¢nim
lancem), hidrazid izonikotinske kiseline (hidrazid sa aromaticnim piridinskim
prstenom), tiosemikarbazone i semikarbazone (dobijene u reakciji 3— i 4—acetilpiridina
sa tiosemikarbazidom ili kaprilnim hidrazidom). Treca grupa liganada moze se smatrati
derivatima pikolinske kiseline sa fluor, hlor, brom ili metil supstituentima ili
pripojenom fenil grupom dajuci izohinolin—3-karboksilnu kiselinu. Sintetisana
jedinjenja okarakterisana su elementalnom analizom, masenom spektrometrijom, IC i
NMR spektroskopijama. Na osnovu dobijenih spektroskopskih podataka zakljuc¢eno je
da molekuli imaju takozvanu ,three—leg piano—stool” geometriju koja je uobicajena za
ovaj tip jedinjenja, sa bidentatno ili monodentatno koordinovanim ligandima. Strukture
rutenijum(ll)—arenskih jedinjenja sa 3-acetilpiridinom, 2,4—piridindikarboksilnom
kiselinom, 2,6-piridindikarboksilnom kiselinom, pikolinskom kiselinom, kaprilnim
hidrazidom, 6-fluorpikolinskom i 6-brompikolinskom kiselinom potvrdene su
rendgenskom strukturnom analizom. Ispitivanjem citotoksi¢ne aktivnosti otkriven je
slab antiproliferativni efekat kompleksa na ispitivane tumorske celijske linije, sa
izuzetkom dva jedinjenja, prvog sa pikolinskom kiselinom i drugog sa izohinolin-3—
karboksilnom kiselinom. Poslednje pomenuto jedinjenje pokazalo je znafajno nizu
citotoksi¢nu aktivnost prema normalnim ¢elijama (MRC-5) u odnosu na visoku
aktivnost primecenu na linijama tumorskih celija, kao 1 znaCajnu selektivnost medu
ispitivanim ¢elijama tumora. Hidroliza [RuCI(2,3-piridindikarboksilato)(n°-p-cimen)]

kompleksa i njegova interakcija sa 9-metiladeninom proudavana je ‘H NMR, *H-"H



COSY and 'H-'H NOESY spektroskopijom. Interakcija  kompleksa
[RuCl(izohinolin-3-karboksilato)(n°—p-cimen)] sa DNK izolovanom iz grudne Zlezde

goveceta pracena je UV spektroskopijom.

Kljuéne reci: rutenijum(ll)-aren, piridinski derivati, hidrazidi, tiosemikarbazoni,
semikarbazoni, derivati pikolinske kiseline, rendgenska strukturna analiza,

antiproliferativna aktivnost.
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Synthesis, characterization and cytotoxic activity of ruthenium(ll)-

arene complexes with pyridine derivatives

ABSTRACT
Ability of ruthenium(ll)-arene species to coordinate to different classes of ligands,
makes them suitable for fine—tuning chemical and pharmaceutical properties. Novel
synthesized ruthenium(ll)—-arene complexes were obtained in the reaction of starting
compound [RuCly(n°~p-cymene)], with the corresponding ligand ina1: 2 or 1: 2.2
molar ratio in methanol, ethanol or isopropanol with mild heating. Commercially
available ligands used for preparation of complexes could be considered as pyridine
derivatives with acetyl grups, amino and chloro substituents, or with one or two
carboxylic groups. Second group of ligands included caprylic hydrazide (hydrazide with
long hydrocarbon chain), isonicotinic acid hydrazide (hydrazide with aromatic pyridine
ring), thiosemicarbazones and semicarbazones (derived from reaction of 3- and
4—acethylpyridine with thiosemicarbazide or caprylic hydrazide). Third group of ligands
could be considered as derivatives of picolinic acid with fluoro, chloro, bromo and
methyl substituents or fused phenyl group giving isoquinoline—3—carboxylic acid.
Synthesized compounds were characterized by elemental analysis, mass spectrometry,
IR and NMR spectroscopies. According to the obtained spectroscopic data the
molecules adopt the usual ,,three-leg piano—stool”“ geometry which is common for this
type of complexes, with ligands coordinated in a bidentate or monodentate manner. The
structures of ruthenium(ll)—arene compounds with coordinated 3-acetylpyridine, 2,4—
pyridinedicarboxylic acid, 2,6—pyridinedicarboxylic acid, picolinic acid, caprylic
hydrazide, 6-fluoropicolinic acid and 6-bromopicolinic acid were determined by X-ray
crystallography. Examination of the cytotoxic activity revealed low antiproliferative
effect of complexes in investigated tumor cell lines, with exception of two compounds,
the one with picolinic acid and the other with isoquinoline-3—carboxylic acid. Later
compound exhibited significantly lower cytotoxic activity in normal cells (MRC-5)
against high activity observed in panel of tumor cells and prominent cell type selectivity
among tumor cells. Hydrolysis of [RuCI(2,3-pyridinedicarboxylato)(n®-p—cimen)]
complex and its interaction with 9-methyladenin was studied by 'H NMR,
'H-'H COSY and 'H-'H NOESY spectroscopy. Interaction of complex



[RuCl(isoquinoline-3—carboxylato)(n°—p-cimen)] with calf thymus DNA was studied
by means of UV spectroscopy.

Keywords: ruthenium(ll)-arene, pyridine derivatives, hydrazides, thiosemicarbazones,
semicarbazones, picolinic acid derivatives, X-ray structural analysis, antiproliferative

activity
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Uvod

Ispitivanje metala u biologiji je polje koje se brzo razvija, posebno
bioorganometalna hemija, koja proucava biolosku ulogu kompleksa kod kojih je metalni
jon direktno vezan za ugljenikov atom. Organometalna hemija pruza veliki izbor
mogucnosti za razvoj novih lekova sa raznovrsnim mehanizmima delovanja [1-4].
Prednosti su brojne, od raznovrsnih struktura molekula koje se mogu dobiti, preko
razli¢itih koordinacionih brojeva i geometrija, do moguénosti izbora centralnog
metalnog jona i liganada, oksidacionih stanja, ukupne reaktivnosti i naelektrisanja.
Organometali se intenzivno ispituju kao mogucéi hemoterapeutski agensi u borbi protiv
kancera. Izborom odgovarajucih liganada 1 koordinacione geometrije moguce je “fino
podeSavanje” hemijske reaktivnosti i farmakoloskih osobina kao $to su rastvorljivost u
vodi, stabilnost, farmakokineti¢ko ponasanje [5]. Medu kompleksima metala, pokazalo
se da su kompleksi rutenijuma najpodesniji za ovakva “fina podeSavanja”. OpSta
karakteristika kompleksa rutenijuma su male brzine izmene liganada, mala opsSta
toksicnost, fizicko-hemijske osobine slicne gvozdu kao 1 afinitet prema transportnim
proteinima iz seruma [6,7].

Prvi koncept primenjen u sintezi organorutenijum kompleksa kao
antikancerogenih lekova bio je da se poveze metal-arenski deo sa bioloski aktivnim
ligandima, npr. metronidazolom, koji ima antibakterijsko dejstvo. Ovako dobijeno
jedinjenje [RuCly(metronidazol)(n°~CsHe)] bilo je prvo jedinjenje rutenijuma testirano
na antikancerogenu aktivnost [8]. Daljim ispitivanjem potvrdeno je da se povezivanjem
metala sa ligandima koji nemaju citotoksi¢nu aktivnost, kao S$to su etilendiamin,
paulonski derivati, 1,3,5~triaza—7—fosfatriciklo[3.3.1.1]dekan (pta), takode mogu dobiti
jedinjenja sa znac¢ajnom aktivnos§cu [9-12].

Mnogo je paznje usmereno na tzv. ”polu-sendvi¢” (half-sandwich) Ru(ll)
aromati¢ne komplekse tipa [Ru(X)(YZ)(n’~aren)] (gde je YZ bidentatni helatni ili dva
monodentatna liganda, a X dobra odlazeéa grupa, npr Cl) &ja in vitro i in vivo
antikancerogena aktivnost moze da se poredi sa aktivnos$¢u cisplatine [10].

Istrazivanja sprovedena u okviru ove doktorske disertacije bila su usmerena na
dizajn citotoksi¢nih organorutenijumovih kompleksa sa arenskim p—cimenskim
jezgrom. Arenski deo kompleksa pored toga Sto stabilizuje rutenijum u +2
oksidacionom stanju, predstavlja hidrofobni deo kompleksa koji moze da olaksa

prolazak kroz c¢elijsku membranu. Sintetisani su kompleksi sa piridinskim derivatima




Uvod

koji se monodentatno ili bidentatno koordinuju za rutenijum(ll) jon, a mogu se
predstaviti opstim formulama [RuCl,L(n°-p—cimen)] odnosno [RuCIL(n°-p—cimen)].
Spektroskopski su okarakterisana 23 novosintetisana jedinjenja, a strukutra 7 jedinjenja
potvrdena je difrakcijom X-zracima. Ispitivan je uticaj ovih jedinjenja na prezivljavanje
razli¢itih tumorskih ¢elijskih linija.

Da bi se objasnila aktivnost koju su sintetisani kompleksi pokazali, ispitivana je
hidroliza kompleksa u vodenom rastvoru i rastvorima sa razli¢itim koncentracijama
hloridnih jona, zatim vezivanje za 9—metiladenin, kao model sistemom nukleinskih

baza, a nakon toga i interakcije sa DNK izolovanom iz grudne zlezde goveceta.
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2.1. Kompleksi Pt i Ru u Kklini¢kim ispitivanjima

Primena metala i metalnin kompleksa u klinickom leCenju postala je jako
znacajna, a shodno tome povecan je i njihov komercijalni znacaj. Neorganska hemija u
medicini moZe se podeliti na dve glavne oblasti. Prvu ¢ine ligandi kao lekovi koji se
ciljano vezuju za metalne jone, bilo da su ovi slobodni ili vezani za protein. Drugoj
grupi pripadaju sredstva za razli¢ita dijagnosticka snimanja i lekovi u ¢ijem se sastavu
nalaze metalni joni, koji imaju presudnu ulogu u mehanizmu delovanja [13]. Spisak
jedinjenja koji se koriste u klinickom le¢enju moze se naci u farmakopejama [14], dok
se za novim jedinjenjima i dalje traga [14,15]. Rosenberg je sa saradnicima objavio
rezultate svog istrazivanja u ¢asopisu Nature jos 1969. godine pod naslovom ”Jedinjenja
platine: nova klasa mo¢nih antitumorskih lekova”. Pokazao je da osnovna istrazivanja
mogu biti od presudne vaznosti i time ostvario veliki uticaj na neogransku i
koordinacionu hemiju. Uspeh cisplatine predstavlja odli¢an primer saradnje neorganske
hemije sa drugim nau¢nim disciplinama: medicinom, farmakologijom, molekularnom
biologijom, biohemijom [16].

Cisplatina, Slika 1. (1), je kvadratno—planarni kompleks Pt(Il) sa po dva
koordinovana molekula amonijaka i hloridna liganda u cis polozaju, cis—[PtCl,(NHzs)2].
Citotoksicnost cisplatine prema celijskim linijjama kancera u odnosu na transplatinu je
nekoliko redova velic¢ine visa [17], Sto pokazuje da izomeri sa istim setom donorskih
liganada mogu da imaju potpuno drugaciju aktivnost. Sama istorija cisplatine, njeno
otkrie 1 razvoj, izuzetna je 1 inspirativna. Njena aktivnost je otkrivena slu¢ajno, u
eksperimentu u kom je pracen uticaj elektricnog polja na rast bakterija koristeci
platinske elektrode. Zahvaljuju¢i upornosti Rosenberg—a i saradnika, slu¢ajno opaZanje
dovelo je do otkrica vrlo moc¢nog leka [16]. Upotreba i efikasnost u hemoterapiji
kancera od samog uvodenja u klinicku upotrebu kasnih sedamdesetih godina proSlog
veka do danas, temeljno su dokumentovane [18,19]. Pod fizioloSkim uslovima relativno
labilni hloridni ligandi izmenjuju se u roku od nekoliko sati hidrokso/akva ligandima, pa
nastaju delimi¢no hidrolizovane vrste koje imaju tendenciju da se vezuju za razliCite
bioloSke makromolekule [20]. Da bi ovako nastale vrste ispoljile citotoksi¢nu aktivnost,
molekul cisplatine mora nepromenjen da procesom difuzije dospe do celijskog jedra,

gde se nakon zavrSene hidrolize ostvaruje interakcija sa DNK [21,22]. Vezivanje za dve
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susedne baze guanina u lancu DNK moze da dovede do ozbiljne iskrivljenosti strukture
DNK, koja ne moZe da se popravi postoje¢im mehanizmima reparacije 1 izaziva Celijsku
smrt procesom apoptoze [21,22]. Prevremena hidroliza cisplatine u ekstracelularnom
prostoru vodi do formiranja adukta Pt sa proteinima, kao Sto je serum albumin [23].
Ovakvi nezeljeni procesi deaktiviraju do 98% intravenozno primenjene cisplatine,
uprkos vecoj koncentraciji hloridnih jona u vencelijskom prostoru u odnosu na
koncentraciju unutar celija [21,22,24]. Deaktivacija unutar celije nastaje kada se
cisplatina veze za S—donorske molekule kao Sto je glutation [21,24].

Cisplatina se koristi, obi¢no kao glavna komponenta u kombinaciji sa drugim
lekovima, za leCenje raka testisa i u terapiji raka jajnika i beSike. Uprkos ovom uspehu,
postoji mali broj tumora koji su osetljivi na dejstvo cisplatine, a neki tumori su urodeno
rezistentni [25,26]. Nedostatak je i pojava steCene rezistentnosti posle leCenja. Na
osnovu ispitivanja koja su izvrSena na celijskim linijama, doslo se do zakljucka da
cisplatina dospeva unutar ¢elija putem aktivnog transporta koji ukljucuje transporter
bakra CTR1 [27]. Nazalost, cisplatina se takode izbacuje iz ¢ellija aktivnim transportom
koji uklju¢uje multirezistentne proteine (MRP2 i verovatno MRP3) kao i transportere
bakra (ATP7B i verovatno ATP7A) [28,29]. Smanjeno preuzimanje (cellular uptake)
bilo da je posledica smanjenog unosenja u Celiju ili povecanog izbacivanja iz ¢elije, ima
za posledicu rezistentnost tumora prema cisplatini [30,31]. Poznato je da efikasan
antikancerogeni agens mora da dospe do svih Zivih Celija tumora, da se zadrZi u
dovoljnoj koncentraciji odredeni vremenski period kako bi inhibirao svoju
unutaréelijsku metu i izazvao smrt celije. Nezeljeni efekti leCenja cisplatinom su
ozbiljni 1 obuhvataju nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, ototoksi¢nost i emetogenezu.
”Druga generacija” platinskih lekova razvijena je kako bi se poboljsala toksi¢nost i/ili
prosirio spektar dejstva antikancerogene aktivnosti. Platinski kompleksi koji se koriste u

klinickom le¢enju prikazani su na Slici 1.
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Slika 1. Strukture platinskih antikancerogenih lekova koji se koriste u leCenju: (1)
cisplatina; (2) karboplatina; (3) oksaliplatina; (4) nedaplatina i (5) lobaplatina

Klinicka ispitivanja karboplatine (2) na Slici 1. pocela su 1998. godine
uglavnom zbog potrebe da se smanje nezeljeni efekti cisplatine. lako ima manju
toksi¢nost, karboplatina je uglavnom aktivna prema istim vrstama tumora kao cisplatina
[32]. Ulaskom cisplatine u klinicka ispitivanja, poceli Su napori u cilju dobijanja novih
lekova koji bi imali manju toksi¢nost, isklju¢ivali mogucnost razvoja rezistentnosti i
imali Siri spektar dejstva u odnosu na cisplatinu. Kompleks “druge generacije” koji
sadrzi 1,2—-diaminocikloheksan, oksaliplatina (3) na Slici 1. je koris¢en najpre u Evropi,
a od 2002. godine i u Americi za leCenje kolorektalnih tumora u kombinaciji sa 5-
fluorouracilom [33,34]. Nedaplatina (4) na Slici 1. odobrena je za koris¢enje u Japanu, a
lobaplatina (5) u Kini.

Cisplatina 1 njeni derivati obelezili su prethodne tri decenije leCenja kancera
hemoterapijom. Shodno tome, dizajn lekova koji u sebi sadrze metalni jon
podrazumevao je sinteze kompleksa analognih cis—diamminplatina(ll) kompleksu.
Direktni analozi platinskih kompleksa, kompleksi nikla i paladijuma suvise su kineticki
reaktivni da bi se koristili kao lekovi, dok su aminski kompleksi iridijuma i osmijuma
suviSe inertni. Rutenijum i rodijum su metali ¢iji kompleksi najvise obecavaju. Ova
oblast se razvija velikom brzinom i sada obuhvata ogroman broj jedinjenja razli¢itih
struktura. Nije iznenadujuce §to je veliki broj jedinjenja prelaznih metala kao moguéih
lekova u fazi ispitivanja [35-38]. Razlozi zbog kojih se istrazuju jedinjenja drugih
prelaznih metala osim platine su brojna: drugacija geometrija kompleksa i dodatna

koordinaciona mesta, razli¢ita oksidaciona stanja, drugaciji afiniteti ka razli¢itim
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ligandima i drugadije kinetike supstitucionih reakcija. Organometalna jedinjenja sa
osobinama izmedu klasi¢nih neorganskih i organskih lekova, zauzimaju posebno mesto
u medicinskoj hemiji kao obecavaju¢i agensi [39—45]. U ovim jedinjenjima kombinuju
se osobine metalnog centra i za njega koordinovanog liganda, tako da se dobijaju
kompleksi raznovrsnih geometrija, od linearne do oktaedarske, mnogo mogucih
stereoizomera, razli¢itih oksido—redukcionih svojstava, a sve ovo uti¢e i na sposobnost
da se veze za biomolekule u organizmu [46].

Najvise paznje u pomenutom smislu privlacée kompleksi rutenijuma. Sa
koordinacione tacke gledista rutenijum je veoma interesantan metal: ima moguénost da
koordinuje veci broj liganada 1 nagradi komplekse razliitih geometrija. Takode,
razli¢iti ligandi daju komplekse specificnih reaktivnosti. Kompleksi rutenijuma imaju
veéi afinitet vezivanja za bioloSki vazne proteine i manju toksi¢nost prema zdravim
tkivima pa su favorizovani u odnosu na cisplatinu [47]. Rutenijum se specifi¢no
akumulira u ¢elijama koje se brzo razmnozavaju (Celije tumora), jer zbog sli¢nih
osobina rutenijum zauzima mesta za vezivanje Fe(lll) u transferinu [48]. Transferin,
inace, transportuje Fe(Ill) u krvi, ali je samo jedna tre¢ina mesta za vezivanje zauzeta,
pa su ta prazna mesta pogodna za vezivanje rutenijuma. Receptori transferina su
narocito izrazeni u ¢elijama kancera, zato se veruje da je upravo transferin odgovoran za
dostavljanje rutenijuma cCelijama kancera. Cisplatina je podlozna razvijanju
rezistentnosti, dok se kod kompleksa rutenijuma ocekuje da se rezistentnost rede
razvija.

Medu prvim kompleksima rutenijuma sintetisanim joS osamdesetih godina
proSlog veka od strane Klarka i saradnika, bili su kompleksi Ru(ll) i Ru(lll) sa
amonijakom i hloridnim jonima kao ligandima [49-51]. Struktura jednog kompleksa za
koji se mislilo da deluje vezivanjem za DNK prikazana je na Slici 2. (a) i moze se videti
da jako podse¢a na strukturu cisplatine. Jo§ jedan primer rutenijum—aminskog
kompleksa je citoloska boja, ’rutenijum crveno’’ ¢ija je struktura prikazana na Slici 2.
(b), za koju se smatra da deluje vezujuéi se za Ca(Il)—transportne proteine i na taj nacin

inhibira transport Ca(Il) u ¢elije [49,51,52].
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Slika 2. Strukture kompleksa rutenijuma: a) tetraammindihoridorutenijum(ll)
b)’’rutenijum crveno’’ c¢) trans—dihloridotetradimetilsulfoksidrutenijum(Il)

Kako bi poboljsali rastvorljivost kompleksa rutenijuma Alesio, Sava i saradnici
su sintetisali komplekse sa dimetilsulfoksidom gde je on vezan preko sumpora [53-55].
Oktaedarski kompleks trans—[RuCl,(dmso)4] prikazan na Slici 2. (c) pokazao je bolju
aktivnost u odnosu na cis izomer [53,56], Sto je suprotno diammindihloridoplatinskim
kompleksima [17]. Ovi rezulati ukazali su na verovatno drugaciji mehanizam delovanja
rutenijumskih kompleksa [56].

Prvo kompleksno jedinjenje prelaznog metala sa arenskim ligandom ¢&ija je
antiproliferativna  aktivnost ispitivana, bilo je [RuCly(metronidazol)(7°~CsHe)]
(metronidazol = 1-p-hidroksietil-2—metil-5—nitroimidazol). Struktura ovog jedinjenja
prikazana je na Slici 3. (a) [57]. Citotoksi¢nost kompleksa je veca i kompleks je
selektivniji u odnosu na sam metronidazol, koji se koristi i kao antibiotik, ali i u leCenju
malignih tumora. Dalja ispitivanja bioloSke aktivnosti ovog organometalnog jedinjenja
nisu objavljena [58]. Ispitivanje rutenijum-arenskog kompleksa
[RUCly(dmso)(7°~CsHs)] Gija je struktura prikazana na Slici 3. (b) pokazalo je
inhibitorno dejstvo na topoizomerazu Il (enzim koji reguliSe uvijanje lanaca DNK) i
predstavlja vaznu metu delovanja antitumorskih lekova [59,60].

&, O

Cl““"Ru\ 4 Cl\\\n'Ru\
7 N 7 DMSO
Cl N Cl
NO,

Slika 3. Struktura kompleksa a) [RuClz(metronidazol)(;°~CsHe)],
b) [RuCl»(dmso)(17°~CsHs)]
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Dva potencijalna rutenijumska leka, koji su uspesno zavrsili prvu fazu klinickog

ispitivanja, a trenutno su u drugoj fazi [44] prikazana su na Slici 4.
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Slika 4. Anjonski metalni kompleksi rutenijumskih lekova: a) NAMI-A i b) KP1019

Prvi rutenijumski kompleks koji je zapoceo klini¢ka ispitivanja bio je NAMI-A
[61-63], imidazol trans—[tetrahloridodimetilsulfoksidimidazolrutenat(l11)]. Ru(lll) se
nalazi u oktaedarskom okruzenju, koordinovan za N atom imidazola i S atom
dimetilsulfoksida medusobno u trans polozaju i Cetiri hloridna jona. Struktura ovog
kompleksa prikazana je na Slici 4. (a). Vazno je pomenuti da je ovo jedinjenje trenutno
u fazi klinickih ispitivanja, iako ne deluje na primarne tumore. Njegov znacaj je u
antimetastatskom delovanju, koje se ne moze uociti prilikom osnovnih ispitivanja
aktivnosti nekog jedinjenja na razlicitim celijskim linijjama. Primarni tumori lece se
operacijama, hemioterapijom i radioterapijom, dok le¢enje sekundarnih metastaza
predstavlja wveliki problem. Veruje se da je mehanizam delovanja NAMI-A
antiangiogen i antiinvazivan [64].

Drugi rutenijumski kompleks koji se ispituje je indazol trans-
[tetrahloridobis(1H-indazol)rutenat(I11)] KP1019 prikazan na Slici 4. (b) [65]. Pripada
seriji kompleksa koja je sintetisana od strane B.K. Kepplera i saradnika u Hajdelbergu, a

10



Opéti deo

kasnije razvijena u Becu. Seriji pripadaju kompleksi koji sadrze Cetiri ekvatorijalna
hloridna jona i dva aksijalna N—donorska heterocikli¢na liganda [66]. lako su ova dva
kompleksa, KP1019 i NAMI-A, strukturno sli¢na, imaju razli¢ito delovanje, prvi ima
citotoksi¢no dejstvo na celije primarnih tumora, a drugi pomenuti antimetastatsko
delovanje. Mehanizam delovanja je apoptoza, programirana celijska smrt, medutim
oblik leka koji ispoljava aktivnost jo$ nije identifikovan. Ipak, pretpostavlja se da pre
delovanja dolazi do in vivo redukcije do reaktivnije Ru(ll) vrste. Zbog toga se sve vise
paznje pridaje  pseudo—oktaedarskim organometalnim  rutenijum(ll)—arenskim
kompleksima u kojima aromat stabilizuje rutenijum u +2 oksidacionom stanju [67,68].

2.2. Kompleksi rutenijuma “piano-stool” geometrije

Rutenijum(I1)—arenski kompleksi “piano-stool” geometrije koji se uopSteno
mogu prikazati strukturom kao na Slici 5. su odliéna osnova za razvijanje novih
jedinjenja. To se postize promenom aromati¢nog dela i njegovih supstituenata (R),
monodentatne odlazece grupe (X) ili helatnog liganda (YZ), a samim tim i promenom
ukupnog naelektrisanja kompleksnog jona (n+). Na ovaj nain KkontroliSu se
termodinamicka i kineticka svojstava jedinjenja, ali i ukupna strukturna arhitektura
novodizajniranih jedinjenja. Moguce je i fino podeSavanje hemijske reaktivnosti
kompleksa, Sto za posledicu moze imati kontrolisane farmakoloSke osobine npr.
smanjeno preuzimanje (cellular uptake), interakcije sa biomolekulima, nezeljene

toksi¢ne efekte, mehanizme detoksifikacije [69].

u,
‘
Y./

~--

Slika 5. Opéta strukturna formula rutenijum(ll)-arenskih ”piano—stool” kompleksa
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Sadler je sintetisao grupu jedinjenja rutenijuma sa “piano stool” geometrijom,
gde aromati¢ni ligand zauzima mesto *’sedista’’, dok tri >’noge’” zauzimaju bidentatno
koordinovan etilendiamin i hloridni jon. Ova jedinjenja su pokazala visoku
citotoksi¢nost prema ¢elijama kancera, ukljucujuci i1 ¢elijske linije koje su rezistentne
prema cisplatini [40,69,70]. lako je poznato da se kompleks kovalentno vezuje za DNK
uz gradenje vodoni¢nih veza [70], sam mehanizam vezivanja nije do kraja razjasnjen
[69,71]. Kompleks [RuCl(en)(n°-bip)]* prikazan na Slici 6. (a) se aktivira in vivo
zamenom hloridnog jona molekulom vode. Ova hidroliza je suzbijena u krvi gde je
visoka koncentracija hloridnih jona (oko 100 mM), dok je u jedru gde je koncentracija 4
mM, kompleks uglavnom hidrolizovan i u obliku [Ru(en)(Hz0)(n’—aren)]** [72].
Uprkos sli¢nostima u pretpostavljenom nacinu delovanja, postoje i1 o¢igledne razlike u
odnosu na cisplatinu: najpre drugaciji nafin vezivanja za DNK - rutenijum-arenski
kompleksi grade monofunkcionalne adukte za razliku od bifunkcionalnog vezivanja
cisplatine. Takode, DNK za koju je vezan kompleks [RuCl(en)(n®-aren)]* se teze
reparira enzimima u odnosu na DNK za koju je vezana cisplatina [73,74].

a)
e N\

/N
P —7

o L
{/NH N\'

Slika 6. Strukture rutenijum-arenskih kompleksa ”piano stool” geometrije (a) Sadler—
ove grupe i (b) antimetastatskog RAPTA kompleksa Dyson—-ove grupe

Pokazano je da je aktivnost rutenijum(ll)-arenskin  kompleksa
[RuCl(en)(n®-aren)]" zavisi od prirode vezanog aromati¢nog molekula [75]. Poveéana
hidrofobnost ima za posledicu poveéanu citotoksi¢nost. Ispitivano je dejstvo ovih
kompleksa na ¢elijskoj liniji A2780 humanog kancera jajnih ¢elija. 1Cso vrednosti posle
24 h izloZenosti kompleksima, opadaju od 17 do 0,5 pM, od benzena ka
tetrahidroantracenu [75].
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Slika 7. Rutenijum(l1) kompleksi [RuCl(en)(n°-aren)]" sa razli¢itim aromati¢nim
ligandima

Aromati¢ni ligand pored toga Sto stabilizuje rutenijum u +2 oksidacionom
stanju, predstavlja hidrofobni deo molekula, koji moze pomoc¢i u prolasku kroz ¢elijsku
membranu i imati ulogu u procesima Celijskog prepoznavanja. Povecanje aktivnosti sa
povecanjem hidrofobnosti je povezivano sa mogucénostima vec¢ih aromata da se lakSe
interkaliraju izmedu baza DNK. Dalje, uoceno je da koordinovan aromati¢ni ligand
uti¢e na stepen hidrolize Ru—Cl veze i kiselost molekula vode koji se veze umesto
hloridnog jona. Hidroliza je duplo brza kada je aromat tetrahidroantracen u poredenju sa
bipiridinom, a pK, vrednosti H,O liganda se smanjuju sa 8,01 na 7,71 [72].
Odredivanjem kiselosti koordinovanog molekula vode, moze se zakljuciti
koja je wvrsta prisutna na fizioloskoj pH vrednosti [Ru(en)(H.O)(n’~aren)]*" ili
[Ru(en)OH(n -aren)]*. Smatra se da je kompleks koji sadrZi hidrokso ligand manje
reaktivan od akva analoga [69].

Organorutenijumova jedinjenja razvijena od strane Dyson-a i saradnika
Slika 6. (b) imaju takode ”piano stool” geometriju u kojoj pored aromati¢nog liganda,
tri koordinaciona mesta zauzimaju dva hloridna jona i monodentatno vezan
1,3,5-triaza—7-fosfatriciklo[3.3.1]dekan (pta) [76]. Ova jedinjenja pokazuju malu
toksi¢nost prema celijskim linijjama raka. Slicno kao NAMI-A, imaju antimetastatsko
dejstvo, koje je neSto manje efikasno, ali je selektivho prema metastazama kancera
[41,77,78]. Kao i kod NAMI-A postoje indikacije da im se dejstvo ispoljava u reakciji

sa proteinima, a ne sa DNK.
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N,O- i O,0- helati: glicinato, L-alaninato, L-prolinato, 8-oksihinolinato,
(tropolonato) Slika 8. (a) ili acetilacetonato Slika 6. (b), sa rutenijum(ll)-arenima daju
jedinjenja umerene citotoksi¢nosti [79].

Slika 8. Kristalne strukture kompleksa sa O,0- ligandima: a) tropolonato
b) acetilacetonato [80]

Anjonski O,0- helatni ligandi u poredenju sa neutralnim etilendiaminskim
ligandom, povecavaju brzinu i stepen hidrolize, toliko da se ne mogu pratiti NMR
spektroskopijom [80]. Povecana elektronska gustina na rutenijumovom jonu 0d acetato i
tropolonato liganada znacajno povecava pKa vrednost koordinovanog molekula vode na
9,41 odnosno 9,12 Sto je znacajno vise u poredenju sa pKa = 8,25 od odgovarajuceg
kompleksa sa etilendiaminom. Helatni ligand samim tim uti¢e na brzinu i selektivnost
vezivanja za baze DNK [80].

Izbor, kako helatnog liganda YZ, tako 1 odlaze¢e grupe X odreduje ukupno
naelektrisanje ovog tipa kompleksa. Pozitivnho naelektrisani kompleksi ¢e biti
elektrostaticki privuceni negativno naelektrisanim molekulima DNK. Ipak, vece
naelektrisanje moze da oteZa prolazak kroz celijske membrane. Neutralni kompleksi sa
aromati¢nim ligandima brze prolaze kroz ¢elijsku membranu, ali unutar ¢elije kancera

zahtevaju aktivaciju, tj zamenu negativno naelektrisanog hloridnog liganda neutralnim
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molekulom vode, da bi postigli pozitivno naelektrisanje. Tako aktiviran kompleks biva

privucen elektrostatickim silama za DNK [69].

2.3. Ligandi, strukture i bioloSke osobine

Piridindikarboksilne kiseline poznate su po svojim razli¢itim bioloskim
osobinama, takode stite odredene enzime od inaktivacije toplotom [81,82]. 2,4-
piridindikarboksilna kiselina pokazala je imuno—supresivne i fibro—supresivne osobine
[83], a zajedno sa 2,5- i 2,6—dikarboksilnom kiselinom, inhibiraju ili aktiviraju neke
metaloenzime [84,85]. Bis(2,6-piridindikarboksilato)ferat(ll) ucestvuje u prenosu
elektrona u nekim modelima bioloskih sistema [86,87]. 2,6-piridindikarboksilna kiselina
ili dipikolinska kiselina vezana za 5'-kraj oligonukleotida specifi¢no cepa lanac DNK
[88]. Posto uloga piridindikarboksilnih kiselina u ovim procesima nije potpuno
objasnjena, proucavanje njihovog koordinovanja za bioloski vazne metalne jone je od
posebnog znacaja.

2,3—piridindikarboksilna kiselina se koristi kao ligand u kompleksima metala iz
dva razloga. Moze da se ponaSa slicno kao pikolinska kiselina, odnosno vezuje se
bidentatno preko piridinskog azota i jednog atoma kiseonika karboksilne grupe u orto
polozaju, dok druga karboksilna grupa ostaje nekoordinovana [89]. U uslovima
solvotermalnih sinteza moze do¢i do dekarboksilacije karboksilne grupe u orto poloZaju
Sto dovodi do nastanka nikotinske kiseline [90,91].

Pikolinska kiselina (2—piridinkarboksilna kiselina) je bioloski vazan ligand,
ugraden u neke enzime, a aktivan je agens i nekih lekova [92-97]. Katabolit je
L-triptofana koji se nalazi u ljudskom telu [98,99]. Pikolinato—hrom(l1l1) kompleks
smanjuje rizik od pojave dijabetesa, pa se koristi kao dodatak ishrani ljudi koji imaju
prekomernu tezinu [100]. Pikolinati alkalnih metala spreavaju rast bakterije
Escherichia coli [101,102]. Takode je ispitivana je citotoksi¢na aktivnost sintetisanih
kompleksa platine sa pikolinskom kiselinom [103].

Supstituenti  na  pikolinato  ligandu  osmijum(ll)  kompleksa tipa
[OsCI(YZ)(n°~bip)] imaju znadajan efekat na stepen hidrolize, obim vezivanja za

nukleobaze i samu citotoksi¢nost [104]. Uvodenje elektron—privlacnog halogenog
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atoma ili elektron-donorske alkil grupe na aromati¢ni prsten pikolinske Kkiseline
poboljsava insulinsku aktivnost cis—[VO(pikonilato),(H,O)] [105]. Ligandi metil-,
fluor—, hlor— i brom- derivati pikolinske Kiseline upotrebljeni su za sintezu nasih
kompleksa rutenijuma, kako bi ispitali njihov uticaj na biolosku aktivnost.
Izohinolin—3-karboksilna kiselina moze se smatrati derivatom pikolinske Kiseline sa
pripojenom fenil grupom, koja povecava hidrofobni karakter u odnosu na samu
pikolinsku Kkiselinu.

Hidrazidi sami ili u smeSi sa drugim lekovima koriste se u medicini i veterini
kao antibakterijski agensi. Hidrazidi stvaraju kiseoni¢ne radikale, zato mogu da dovedu
do ostecenja prostetiCcke grupe proteina 1 degradacije polipeptidnih lanaca citohroma ¢
[106]. Hidrazid izonikotinske kiseline, izoniazid je do sad naj¢esée koriscen i proucavan
lek protiv tuberkuloze [107]. Za proucavanje bioloSke aktivnosti bilo je vazno odrediti
preko kojih se atoma izoniazid koordinuje. Azotov atom piridinskog prstena ima pK,
vrednost od 3,56 [108], $to je znatno vise u odnosu na N* atom hidrazidne grupe sa pK,
vrednoscéu od 1,91 [109].

Moguca upotreba tiosemikarbazona u terapiji kancera istrazivana je prethodnih
decenija [110]. Tiosemikarbazoni predstavljaju vaznu klasu N,S—donorskih liganada sa
Sirokim  spektrom delovanja:  antitumorskim, antivirusnim, antimalarijskim,
antibakterijskim, anti-inflamatornim i anti-HIV delovanjem [111,112]. Jedinjenje
3—aminopiridin—2—karboksaldehid tiosemikarbazon, poznato kao triapin, uslo je u drugu
fazu klini¢kih ispitivanja hemoterapeutskih lekova [113-115]. Enzim ribonukleotid
reduktaza je identifikovana kao meta delovanja inhibitornog dejstva
a—N-heterocikli¢nih tiosemikarbazona [116,117]. Glavna uloga ribonukleotid reduktaze
u sintezi DNK i izuzetno izraZeno prisustvo u ¢elijama tumora, ucinilo ju je pogodnom
metom u hemoterapiji kancera [118]. Ribonukleotid reduktaza sastoji se od dve
subjedinice R1 i R2 koje vezuju substrate i alosterne efektore, ali i gvozde koje
stabillizuje aktivne centre enzima. Inhibitorna aktivnost o—N-heterocikli¢nih
karboksaldehid tiosemikarbazona prema ribonukleotid reduktazi pretpostavljena je zbog
njihove osobine da se helatno vezuju za gvozde. Tiosemikarbazoni helatno vezuju
gvozde ili ga oduzimaju R2 subjedinici enzima, u svakom slucaju nastaje kompleks koji
inhibira dejstvo enzima [117, 119]. Pored nacdina helatnog vezivanja tiosemikarbazona

ispitivan je 1 uticaj odredenih metalnih jona na njihovu antitumorsku aktivnost
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[120-122]. Sinteza tiosemikarbazona dobijenih iz 3— i 4—acetilpiridina ¢ija je kristalna
struktura prikazana na Slici 9. moze se naci u literaturi [123]. Analogno ovim ligandima
sintetisani su i odgovarajuci semikarbazoni u rekaciji 3— i 4—acetilpiridina sa kaprilnim

hidrazidom.

Slika 9. Strukuture tiosemikarbazona sa 3— i 4—acetilpiridinom

Na Slici 10. prikazane su strukture liganada kori§¢enih u sintezama polaze¢i od
[RUCly(n°~p—cimen)], kompleksa. Svi ligandi osim L* mogu se smatrati piridinskim
derivatima. Ligand L*° je izonikotinskih hidrazid, a L**>~L™ su kondenzacioni proizvodi
3— i 4—acetilpiridina sa kaprilnim hidrazidom, odnosno tiosemikarbazidom.
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a) . b) c)
4
Ren e H ~-COOH
R N Rg o) N
Lll HL23

L% R, =R;=Rs =Ry = H; R3= COCHj

L% R, =R3=Rs = Rg = H; R, = COCHj

L% R,=NHy; R;=R,;=Rg=H; Rs =Cl

HL* R, =R3;=Rs=Rg = H; R, = COOH

HL®: R, =R, = Rs = Rg = H; R; = COOH

H,L% R, =R;=COOH; R, =Rs=Rg=H
H,L":R,=R,=COOH; R;=Rs =Rz =H

H,L% R, =Rs = COOH; R;=R,=Rg=H

H,L®%: R,=Rg=COOH; R;=R,=Rs = H

HL'%: R; =R, =Rs = Rg = H; R, = COOH

L2 R, =R, = Rg = Rg = H; Ry = C(CH3)NNHCO(CH,)sCHj
L13: R, = Ry = Rs = Rg = H; Ry = C(CH3)NNHCO(CH,)sCHj
L R, =R, =R5 =Rg=H; Rg= C(CH;)NNHCSNH,
L¥: R, = R3 =R =Rg = H; R;= C(CH3)NNHCSNH,
L': R, = Ry = Rg = Rg = H; R, = CONHNH,
HLY:R;=R,=Rs=H; R, =COOH; Rg=F

HL'®: R; = R, =R = H; R, = COOH; R =ClI

HL'%: R; = R,=Rs = H; R, = COOH; Rz = Br

HL?%: R3= R, = Rs = H; R, = COOH; Rg = CHs
HL?!: R; =R, =Rg = H; R, = COOH; R; = Br

HL?2: Ry = Rs = Rg = H; R, = COOH; Ry = CHy

Slika 10. Strukture liganada: a) piridinskih derivata b) kaprilnog hidrazida c)
izohinolin—-3—-karboksilne kiseline

2.4. Kompleksi drugih metala sa piridinskim ligandima

Kompleksi  osmijuma(ll) karakteristicne ,piano—stool“ geometrije sa
aromati¢énim ligandima i anjonskim N,O-helatima imaju reaktivnost izmedu
odgovaraju¢ih kompleksa sa N,N- i O,O-helatnim ligandima. lIzbor N,O-liganda
zna¢ajno uti¢e na svojstva kompleksa. U kompleksu [OsCl(pikolinato)(n°~p—cimen)]
koordinovana pikolinska kiselina jaca Os—N vezu Sto odrzava stabilnost kompleksa

prema gradenju inertnih hidrokso—mostnih dinuklearnih vrsta koje mogu da deaktiviraju
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komplekse osmijuma [124]. Kompleksi osmijuma sa bidentatno vezanom pikolinskom
kiselinom: [OsCl(pikolinato)(n®bifenil)] i [OsCl(pikolinato)(n®~p-cimen)] &ije su
strukturne formule prikazane na Slici 11. pokazuju izuzetnu citotoksi¢nost prema
humanim ¢elijama kancera jajnika osetljivim (A2780), ali i rezistentnim (A2780cisR)
prema dejstvu cisplatine. 1Csy vrednosti ovih jedinjenja mogu se uporediti sa
cisplatinom [125].
) _ b) —

Q—@ \ |/

l
OSnuullO Osnnlllo

ClI”i Cl”1

N N

~ | (@) ’ | (@)
Q/g NS

Slika 11. Strukture osmijum(l1) kompleksa a) [OsCl(pikolinato)(n®~bifenil)]
b) [OsCl(pikolinato)(n°~p-cimen)]

U reakciji Ky[PtCly] sa 3— i 4-acetilpiridinom u molarnom odnosu 1:2 u

vodenom rastvoru, nastaju kompleksi ¢ije su strukture prikazane na Slici 12,
a) b)

|
O N, .(Cl N, t.\\Cl
17PN Cl” NT
| = = O

Slika 12. Kompleksi: a) trans—[PtCl,(3-acetilpiridin);],
b) trans—[PtCl,(4—acetilpiridin),]

Struktura kompleksa sa 4-acetilpiridinom potvrdena je i difrakcijom X-zracima
[126], ¢iji je ORTEP dijagram prikazan je na Slici 13.

Slika 13. ORTEP dijagram kompleksa trans—[PtCl,(4—acetilpiridin),]
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Kompleks je pokazao umerenu do izraZzenu aktivnost na razliCitim celijskim
linijama, sa izuzetkom LS-174 linije. Na osnovu dobijenih rezultata doSlo se do
zakljucka da polozaj acetil grupe na piridinskom prstenu bitno utie na osobine
odgovaraju¢ih kompleksa. Naime, kompleks sa 4-acetilpiridinom pokazuje bolju
aktivnost od kompleksa sa 3-acetilpiridinom prema celijskoj liniji ljudskog
osteosarkoma (U20ScisR) koja je rezistentna prema dejstvu cisplatine [126].

Antitumorske  aktivnosti  kompleksa platine sa izonikotinskom i
pikolinskom Kiselinom [Pt(dmpda)(izonikotinska kiselina).] odnosno
[Pt(dmpda)(pikolinato)*](pikolinato)™  mogu  se  porediti sa  aktivno$éu
karboplatine [127]. Kristalne strukture kompleksa prikazane su na Slici 14.

Slika 14. ORTEP dijagrami kompleksa a) [Pt(dmpda)(pikolinato)](pikolinato) i
b) [Pt(dmpda)(izonikotinska kiselina);]

Prelazni metali, nikal i kobalt reaguju sa anhidridom 2,3—piridindikarboksilne
kiseline u metanolnom rastvoru dajuéi odgovarajuée dikarboksilatne komplekse [128].
Otkriveno je da proizvod reakcije zavisi od prirode metala i molskog odnosa metala i
liganda, pa se mogu kooordinovati od jednog do tri molekula liganda zavisno od
koordinacionih mogucénosti centralnog jona. Piridindikarboksilne kiseline se vezuju
preko piridinskog azota i kiseonika deprotonovane o-karboksilne grupe, dok druga

grupa ostaje nepromenjena. Strukture kompleksa prikazane su na Slici 15.
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Slika 15. Strukture kompleksa sa piridin dikarboksilnim kiselinama:
a) [Ni(2,3-pydc)z(py)], b) [Co(2,3—pydc)2(H20):]

Difrakcijom X-zracima utvrdeno je da se CuCly i Sm(NO3); koordinuju za
hidrazinokarbonilnu grupu (CONHNHy) izonikotinskog hidrazida, dok MnCl, moze da
se veze 1 preko piridinskog azota i preko hidrazinokarbonilne grupe [129]. Estri
izonikotinske kiseline sa dugim ugljovodoni¢nim nizovima vezuju se za rutenijjumov
jon preko piridinskog azota grade¢i komplekse opste formule [RuCl,(L)(aren)]. Neki od
ovih kompleksa pokazali su znacajnu antiproliferativnu aktivnost na ispitivanim
¢elijskim linijama, sa ICso vrednostima sli¢nim kao kod cisplatine [130].

Metalni joni poput Ce(lI1), Nd(I11), Sm(I11), Eu(l11), Gd(111), Dy(111), Er(lll) i
Lu(l) u reakciji sa kaprilnim hidrazidom daju koordinaciona jedinjenja opSte formule
[ML3]AsO4-nH20 (n moze biti 0, 1 ili 2). Podaci dobijeni 1C spektroskopijom ukazuju
da se molekuli hidrazida vezuju kao helatni ligandi, dok se joni AsO;* nalaze u
spoljasnjoj sferi kompleksa [131,132]. U reakciji Ln(NOg3); sa kaprilnim hidrazidom i
NazAsS, nastaje kompleks LnL4(AsSs)-nH,0. Cetiri hidrazidna liganda se bidentatno
koordinuju, a AsS;> je u spoljadnjoj sferi [133,134]. Joni Cd**, Co** i Ni** sa
hidrazidom kaprilne kiseline daju jedinjenja oktaedarske geometrije koja se mogu
predstaviti formulama ML3X;:nH,O (gde X moze biti CI” ili NO3, an =1, 2) i
ML,(NCS), sa tiocijanatnim grupama vezanim preko azota. Hidrazidi su u ovim
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slucajevima bidentatno vezani za metal preko azota primarne amino grupe i Kiseonika

karbonilne grupe [135,136].

2.5. Kompleksi metala sa tiosemikarbazonskim ligandima

Tiosemikarbazoni imaju moguc¢nost da se koordinuju na razliCite nacine.
Benzofenon tiosemikarbazon vezuje se za jon bakra monodentatno preko sumpora Sto je
prikazano na Slici 16. [137]. Tiosemikarbazoni kao ligandi mogu se bidentatno vezati
preko sumpora i jednog azota iz hidrazinskog dela, grade¢i na taj nacin cetvoroclane ili
petoclane prstenove [138,139]. Struktura kompleksa rutenijuma sa bidentatno vezanim
tiosemikarbazonom p-nitro—benzaldehida koji gradi ¢etvoroc¢lani prsten prikazana je na
Slici 17. Koordinacione moguénosti tiosemikarbazona mogu se povecéati ako se za
njihovu sintezu koriste aldehidi i ketoni koji imaju dodatne funkcionalne grupe u
polozajima koji pogoduju helatnom koordinovanju [140]. Ovo je razlog intenzivnih
ispitivanja 2—-heterocikli¢nih tiosemikarbazona [118]. Struktura kompleksa rutenijuma
sa tridentatno vezanim tiosemikarbazonom prikazana je na Slici 18. Ako se
tiosemikarbazonska grupa pomeri u polozaj 3- ili 4- heterociklicnog prstena

mogucnosti za koordinaciju se smanjuju, a ¢esto i aktivnost [141].

Slika 16. Struktura kompleksa bakra sa monodentatno vezanim benzofenon
tiosemikarbazonom

22



Opéti deo

Slika 17. Struktura kompleksa rutenijuma sa N,S-bidentatno koordinovanim
tiosemikarbazonom koji gradi ¢etvoroclani prsten

Slika 18. Struktura kompleksa [Ru"CI(N* N*—dimetiltiosemikarbazon)(PPhs)] kao
primer tridentatnog koordinovanja tiosemikarbazona

Tiosemikarbazoni u reakciji sa platinskim i paladijumovim solima daju
mononuklearne i polinuklearne komplekse koji mogu imati antitumorsko delovanje

[142-144]. Kompleksi rutenijuma(Il) sa tiosemikarbazonima pokazali su citotoksi¢nu
aktivnost [140,145-147].
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2.6. Ispitivanje bioloske aktivnosti

Primena neorganskih jedinjenja u medicini zahteva detaljno ispitivanje najpre
reakcija u vodenoj sredini, farmakokinetike, metabolickih puteva u krvi i unutar ¢elije,
kao 1 efekat leka na izabranu celijsku metu. Koordinaciona i organometalna jedinjenja
imaju razli¢ite koordinacione sfere, raznovrsne ligande, oksidaciona stanja i redoks
potencijale, Sto pruza moguc¢nost da se sistematicno menjaju njihove kineticke i
termodinamicke 0sobine. Istrazivanja se rade u pravcu smanjenja nezeljenih, toksi¢nih
dejstava, istovremeno vode¢i raCuna da se aktivnost zadrzi na odredenom nivou.
Toksi€nost leka poti¢e od njegovog metabolizma 1 neZeljenih nasumic¢nih interakcija sa
proteinima. Humani serum albumin ima izuzetan znacaj za transport lekova [148]. Mali
peptidni molekuli sa visokim sadrzajem cisteina, kao Sto je glutation, vezuju se za
organometalna jedinjenja i smanjuju njihovu toksi¢nost, ali ih na taj nacin i deaktiviraju.
Protein transferin takode je dostupan za interakcije sa metalnim jonima poput Ru?,
Ga®* i A" &iji su jonski radijusi i naelektrisanja sli¢ni gvozdu [149]. Kristalna struktura
novosintetisanih jedinjenja zajedno sa fizickim i biofizi¢kim ispitivanjima pruzaju
informacije o mogu¢im mestima vezivanja za bioloski vazne ligande [150]. Mnogi
kompleksi metala imaju za metu delovanja lance DNK zbog njihove uloge u replikaciji i
odrzavanju zivota ¢elija. Nacini vezivanja koordinacionih jedinjenja za polinukleotide
su razli¢iti, od nekovalentnog vezivanja do koordinacije metala za nukleobaze 1 fosfatne
ostatke. Prelazni metali platina i rutenijum vezuju se za elektron-donorske atome azota
u purinskim 1 pirimidinskim bazama, naro¢ito za N7 atom iz guanina.

Mora se napraviti razlika izmedu lekova sa hemoterapeutskim dejstvom cija je
funkcija da ubiju c¢elije i lekova koji deluju reverzibilno i u kratkom periodu i to
farmakodinami¢kim mehanizmom. Terapeutski lekovi ¢e najpre biti ispitivani u kulturi
tkiva u odgovarajuéem modelu sistema. Za antikancerogene lekove, in vitro podaci
dobijeni ispitivanjem npr. proliferacije daju pocetne informacije o citotoksi¢nosti datog
leka. KoriS¢enje humanih celijskih linija sa definisanim genetickim sastavom je u
prednosti u odnosu na ranije koriS¢ene murin celijske linije (dobijene iz miSeva), koje
sada sluze za preliminarna ispitivanja i eventualno poredenje dejstva. In vivo ispitivanja
su se takode bazirala na murin modelima za odredivanje farmakoloskih osobina.

Koris¢enje humanih ksenograft tumora (transplantacija organa ili tkiva sa jednog zivog
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bi¢a na drugo), iako je znacajno skuplje od murin modela, smatra se da je viSe
relevantno stvarnoj situaciji. Kod ispitivanja efikasnosti leka, mora se uzeti u obzir i
na¢in primene. Opsteprihvacen metod za ispitivanje obuhvata intraperitonealnu
aplikaciju leka na tumor koji raste u intraperitonealnoj Supljini, ali ovaj metod nije
relevantan klini¢koj situaciji, gde se lek primenjuje intravenozno i treba da deluje na
tumor koji raste. Stoga bi pojam “antitumorska aktivnost” trebalo da se odnosi na
podatke dobijene delovanjem leka na tumore kod Zzivotinja, a ne na citotoksi¢nu
aktivnost prema razli¢itim ¢elijskim linijama [151].

Faza I klinickih ispitivanja potencijalnih lekova ukljuéuje procenu bezbednosti i
toksi¢nosti primenjenih doza i1 moze se posti¢i sa relativno malim brojem pacijenata.
Faza II klinickih ispitivanja obi¢no procenjuje efikasnost pojedinacnih agenasa na ta¢no
definisane bolesti, rak jajnika koji se prvi put javlja ili rak jajnika posle neuspelog
lecenja. U ovu fazu uljucen je veci broj pacijenata i moze proc¢i dosta vremena pre nego
se dobiju statisticki znacajni podaci. Tre¢a faza klinickih ispitivanja daje procene
efikasnosti razli¢itih kombinacija lekova, poSto se hemoterapija vecine kancera zasniva

na ovom principu [151].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Sinteze liganada i kompleksa

3.1.1. Sinteza polaznog kompleksa [RuCly(n°~p—cimen)],

Polazni kompleks je sintetisan po metodi koju su prvi put objavili Winkhaus i
Singer (1967), a kasnije je usavrsili Iwata i Ogata (1973), Bennett i Smith (1974),
Bennett (1982). U reakciji reduktivne dehidrogenacije RuCl;xH,O sa cikloheksa-1,3-
dienima u sme$i rastvarata EtOH - H,O, dobija se na vazduhu stabilan dimerni
kompleks
[RuCly(n°~aromat)], u kome su dva metalna jona povezana mostnim hloridnim
anjonima.

Sinteza je izvrSena po metodi Bennett—a [152], sa malim izmenama. RuCl;xH,0
(1,77 g, 8,50 mmol) i a~terpinen (15 Cm3, 85%, tehnicke Cistoce) rastvoreni su u 100
cm® apsolutnog etanola i refluktovani 4 sata. Nakon zavrienog refluktovanja, reakciona
smesa je uparena na vakuum uparivacu i ostavljena preko no¢i u frizideru. Za to vreme
formirao se talog koji je proceden preko levka od sinterovanog stakla. Prinos je 1,70 g.

Reakcija sinteze moZe se predstaviti na sledeci nacin:

©  RuCl<H,0 aps. EtOH, 4h, 90 C: cl Cl

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: CooH2sCl1RU»

M, = 612,20 % C H
Izradunato: 39,23 4,61
Nadeno: 39,15 4,52
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3.1.2. Sinteza kompleksa [RuCl,(LY)(m°-p—-cimen)] (1)

0,12 g (0,20 mmol) [RuCly(n°—p—cimen)], kompleksa suspendovano je u 15 cm®
izopropanola. Odmerenih 0,05 cm® (0,43 mmol) 3-acetilpiridina (L") razblazeno je sa
1 cm® izopropanola i dodato u rastvor polaznog kompleksa. Reakciona smesa je mesana
na magnetnoj meSalici bez zagrevanja. Posle 5 minuta rastvor crvene boje se izbistrio,
da bi se nakon 15 minuta formirao zut voluminozan talog. Nakon 30 minuta od pocetka
reakcije boja taloga se promenila u narandzasto—zutu. MeSanje je nastavljeno i dalje, a
prekinuto je nakon ukupno 2 sata i 15 minuta. Dobijen narandzasto-zuti talog je
proceden i ispran izopropanolom, a zatim etrom i osusen. Masa taloga je bila 0,13 g.
Prinos 76,05%.

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Sinteza kompleksa predstavljena je slede¢om reakcijom:

Cl
/Cl\ e 0 o
Ru /Ru q)
N P iPrOH, 2,5h, s.t. / N7
N =T Cl »

Elementalna analiza kompleksa

% N C H
Molekulska formula: C;7H»:Cl,NORu

Izradunato: 3,28 47,77 4,96
M, = 427,36

Nadeno: 3,62 47,63 4,99
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3.1.3. Sinteza kompleksa [RuCl,(L%)(n°-p-cimen)] (2)

0,12 g polaznog kompleksa [RuCl,(n®—p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje do
50 °C u 35 cm® izopropanola. 0,05 cm?® liganda, 4—-acetilpiridina (L?) rastvoreno je u
3cm® izopropanola. Rastvor liganda je u porcijama dodavan u rastvor polaznog
kompleksa. Boja rastvora se odmah promenila u narandzastu. Talog se formirao posle
par minuta. MeSanje je nastavljeno jo$ 40 minuta. Talog je proceden i ispran najpre
izopropanolom, zatim etrom. Posle suSenja izmereno je 0,15 g sintetisanog kompleksa.
Prinos 89,56%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledeCom reakcijom:

o}
Cl Cl
o rd . iPrOH, 1h, s.t.
SN T A
Cl Ci N Cl |
pZ 0
—
N
Elementalna analiza kompleksa
% N C H
Molekulska formula: C;7H>1CILNORuU
Izra¢unato: 3,28 47,77 4,96
M,= 427,36
Nadeno: 3,21 47,42 491
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3.1.4. Sinteza kompleksa [RuCl,(L%)n°-p—cimen)] (3)

0,10 g (0.16 mmol) [RuCly(n®—p-cimen)] rastvoreno je u 25 cm® izopropanola, na
magnetnoj mesalici uz zagrevanje do 50 °C. Ligand, 2—amino—5-hlorpiridin (L*) 0,05 g
(0,35 mmol) rastvoren je u 8 cm® izopropanola, takode uz zagrevanje. Grejanje je
prekinuto nakon Sto su rastvori pomeSani. Nakon 20 minuta meSanja boja rastvora je
pocela da se menja i postajala je sve tamnija. Reakciona smeSa se zamutila 2 sata posle
pocetka reakcije, a 10 minuta od zamuéenja formirao se talog. MeSanje na magnetnoj
meSalici je trajalo ukupno 3 sata 1 35 minuta. Talog je proceden, ispran najpre
izopropanolom, pa etrom i osuSen. Masa taloga je bila 0,12 g. Prinos 86,27%.

Sinteza kompleksa se moze predstaviti slede¢om reakcijom:

PN ~ QD
/Ru\ /Ru | iPrOH, 3,5h, st Ru l
= Cl—/  ~
Cl Cl A
+ N NH, Cl / /@/

=
H,N
Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: CisH19ClsN2Ru % N c H
M, = 434,78 IzraCunato: 6,44 41,43 4,41
Nadeno: 6,38 41,38 4,558
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3.1.5. Sinteza kompleksa [RuCl,(HL*)(n°-p—cimen)] (4)

U poklopljenoj ¢asi 0,10 g (0,16 mmol) [RuCl(n®-p—cimen)], kompleksa
rastvoreno je u 25 cm® izopropanola na magnetnoj mesalici uz zagrevanje do 50 °C.
Izonikotinska kiselina (HL*) 0,04 g suspendovana je u 8 cm® izopropanola pa je dodata
rastvoru polaznog kompleksa. Posle 20 minuta pojavilo se zamucenje, a kasnije Se
formirao i talog. Nakon 1 h i 45 minuta meSanje na magnetnoj meSalici je prekinuto.
Talog je proceden, ispiran najpre izopropanolom, zatim etrom i osusen. Masa taloga je
bila 0,10 g. Prinos 72,78%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledeCom reakcijom:

& /01\R u/Cl T >—Q

Ru
\ .
a / \01/ - iPrOH, 15h, st //Ru\N N
Yz Cl |
N Pz
COOH
Elementalna analiza kompleksa
0
Molekulska formula: C1gH1oClLNO,RuU & N C H
M. = 429 33 IzraCunato: 3,26 44,76 4,47
r— ]
Nadeno: 2,97 45,07 5,05
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3.1.6. Sinteza kompleksa [RuCl,(HL>)(n°-p—cimen)] (5)

0,10 g (0,16 mmol) [RuCly(n°~p—cimen)]. kompleksa rastvoreno je u 30 cm®
izopropanola na magnetnoj mesSalici uz zagrevanje do 50 °C. Istovremeno je rastvaran i
ligand, nikotinska kiselina (HL®) i to 0,04 g u 8 cm® izopropanola. Rastvorene supstance
su pomeSane, pri ¢emu se boja promenila iz crvene u narandzastu. Zagrevanje je
prekinuto, a meSanje je nastavljeno 7 dana. Posto se talog nije formirao, prekinuto je
meSanje i rastvor je ostavljen da stoji. Posle 3 dana pojavili su se prvi kristali na
zidovima caSe, a nakon 3 nedelje pojavio se talog. Talog je proceden, ispiran najpre
izopropanolom, pa etrom. Posle suSenja masa taloga je bila 0,12 g. Prinos 90,97%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledeCom reakcijom:

Cl COOH
N /
1PrOH 7d, s.t.
Cl Cl/Ru COOH

1/ \N\

Elementalna analiza kompleksa

Molekulska formula: C1gH19Cl,NO,RU % N C H
= 429,33 Izracunato: 3,26 44,76 4,47
Nadeno: 3,28 4450 441
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3.1.7. Sinteza kompleksa [RuCI(HL®)n°-p-cimen)] (6)

0,10 g (0,16 mmol) [RuCly(n°—p—cimen)], kompleksa suspendovano je u 15 cm®
izopropanola uz meSanje na magnetnoj meSalici bez zagrevanja. Odmerenih 0,06 g
2,3-piridindikarboksilne kiseline (H2L®) suspendovano u 5 cm® izopropanola, dodato je
polaznom kompleksu. Nakon 5 minuta od trenutka kada su rastvori pomesani, boja se
promenila iz crvene u narandZastu. Posle 45 minuta dodato je 10 cm® izopropanola, pa
je jos nekoliko puta u toku reakcije dodavan izopropanol u malim koli¢inama. Posle 3
sata reakcija je zavrSena, tj prekinuto je meSanje. Kompleks je proceden, ispran
izopropanolom, pa etrom. Nakon susenja masa taloga je bila 0,13 g. Prinos 92,99%.

Reakcija sinteze moze se predstaviti na slede¢i nacin:

Ny N
Ru Ru X )

NG J/ | iPrOH, 3h, s.t. Ru
Cl cf w + " o)y
N~ ScooH 4 |

\_7

Elementalna analiza kompleksa

Molekulska formula: C;7H1g CINO4Ru % N c H
M, = 436,84 Izradunato: 3,21 46,73 4,16
Nadeno: 3,20 46,74 4,20
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3.1.8. Sinteza kompleksa [RuCI(HL")(n°-p—-cimen)] (7)

0,10 g (0,16 mmol) [RuCly(n°~p—cimen)]. kompleksa rastvoreno je u 25 cm?
izopropanola na magnetnoj mesSalici uz zagrevanje do 50 °C. Istovremeno je rastvaran i
ligand 2,4-piridindikarboksilna kiselina (H.L") 0,06 g (3,6 mmol) u 8 cm?® izopropanola,
takode uz zagrevanje do potpunog rastvaranja. Dobijeni rastvori su pomesani pri cemu
se boja reakcione smeSe promenila u narandzastu. Posle 1 h i 10 min meSanja formirao
se talog. MeSanje na magnetnoj mesSalici je ukupno trajalo 2 h. Talog je proceden,
ispiran najpre izopropanolom, pa etrom. Posle suSenja, masa sirovog proizvoda je bila
0,10 g.

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Reakcija sinteze moZe se predstaviti na sledeci nacin:
N m
SN COOH @

/Ru\ / X iPrOH.2h st Cl/Ru\

Cl Ci o, - | N
7 O =
N~ “COOH COOH
O

Kako kompleks nije bio zadovoljavajuée Cisto¢e ispran je malom koli¢inom
izopropanola, pa onda etrom. Posle suSenja masa taloga je bila 0,05 g. Prinos 35,05%.
Sa tako ispranim kompleksom je uradena mikroanaliza €iji su rezultati prikazani u

tabeli.

Elementalna analiza kompleksa

0
Molekulska formula: C,7H1s CINO4Ru & N c H
= 436,84 Izrac¢unato: 3,21 46,73 4,16
Nadeno: 3,16 46,28 4,17
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3.1.9. Sinteza kompleksa [RuCI(HL®)(n°-p—-cimen)] (8)

0,12 g (0,20 mmol) [RuCly(n°~p-cimen)], kompleksa rastvoreno je u 35 cm’
izopropanola na magnetnoj mesSalici uz zagrevanje do 50 °C. Istovremeno je rastvaran i
ligand 2,5-piridindikarboksilna kiselina (H.L% i to 0,07 g (0,43 mmol) u 5 cm®
izopropanola. Nakon $to su rastvori pomesani, reakcija uz meSanje je trajala ukupno 4 h
i 15 minuta. Talog je proceden, ispiran najpre izopropanolom, pa sa malom koli¢inom
etra. Masa osusenog taloga je bila 0,14 g. Prinos 81,75%.

Reakcija sinteze moZe se predstaviti na sledeci nacin:

C

1 cl HOOC }—Q
~.
/Ru/\ /Ru \@ iPrOH, 4,5h, s.t. R COOH
+ _ cl—7Y~
= ¢l N~ CooH /[ TN
o |

O

Elementalna analiza kompleksa

0
Molekulska formula: C;7H1g CINO4Ru & N C H
M, = 436,84 Izrac¢unato: 3,20 46,67 4,16
Nadeno: 3,96 4653 4,28
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3.1.10. Sinteza kompleksa [RuCI(HL®)(n°—p—cimen)] (9)

0,10 g (0,16 mmol) [RuCly(n°~p—cimen)], kompleksa rastvoreno je u 25 cm?
izopropanola na magnetnoj mesSalici uz zagrevanje do 50 °C. Istovremeno je rastvaran i
ligand 2,6-piridindikarboksilna kiselina (H.L") 0,06 g (3,6 mmol) u 8 cm?® izopropanola,
takode uz zagrevanje. Posle 15 minuta zagrevanja, dobijeni rastvori su pomesani.
Reakcija se odvijala uz meSanje, a nakon 1 h i 15 minuta pojavilo se zamucenje.
Mesanje je trajalo ukupno 4 dana, pri ¢emu se poslednjeg dana boja promenila iz crvene
u zutu. Talog je proceden, ispiran najpre sa malo izopropanola, pa etrom. Masa
osusenog taloga je bila
0,12 g.

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Reakecija sinteze kompleksa se prikazuje na slede¢i nacin:

o L o
/ ~_/ N COOH
RY /Ru n | iPrOH, 96h, s.t. R x H,O
Cl/ \Cl . > Cl// u\N A ?
HOOC N COOH O |

Kako kompleks nije bio zadovoljavajuée Cisto¢e ispran je malom koli¢inom
izopropanola, pa onda etrom. Posle suSenja masa taloga je bila 0,09 g. Prinos 60,58%.
Sa tako ispranim kompleksom je uradena mikroanaliza €iji su rezultati prikazani u

tabeli.

Elementalna analiza kompleksa

% N H
Molekulska formula: C;7H1gCINO4sRuxH,0 0 C
M, = 454,87 Izradunato: 3,08 4489 4,43
Nadeno: 3,08 4437 4,30
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3.1.11. Sinteza kompleksa [RuCI(HL'%)(n°~p—cimen)] (10)

Toplom rastvoru kompleksa [RuCly(n°~p-cimen)], (0,10 g (0,16 mmol)) u 25 cm?
izopropanola dodat je rastvor pikolinske kiseline (HL) i to 0,046 g (0.35 mmol) u 5
cm® izopropanola. Rastvor je me$an na sobnoj temperaturi 7 dana, a potom ostavljen u
frizideru dok nije dobijen proizvod u vidu taloga. Zuto narandZasti proizvod je
proceden, ispran sa nekoliko kapi izopropanola, pa etrom i suSen na vazduhu. Masa
osuSenog taloga je bila 0,1 g. Prinos 76,9%.

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Reakcija sinteze kompleksa se prikazuje na sledeci nacin:

& c M @
N
/ / + ‘ N iPrOH, 7d, s.t. Ru x H,0
01/ \01/ Z G TN
HOOC N O L
o)
Elementalna analiza kompleksa
% N C H
Molekulska formula: C1gH1sCINO,RuxH,0
— 210.86 IzraCunato: 3,41 46,77 491
Nadeno: 3,39 46,70 4,98
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3.1.12. Sinteza kompleksa [RuCI(L™)(n°—p—cimen)]CI (11)

0,10 g (0,16 mmol) [RuCly(n°~p—cimen)], kompleksa rastvoreno je u 10 cm?
etanola uz blago zagrevanje i mesanje. Rastvor kaprilnog hidrazida (L") (0,057 g (0,36
mmol) u 5 cm® etanola) dodat je rastvoru polaznog kompleksa. Neposredno nakon
mesanja, boja reakcione smeSe se promenila iz crvene u zuto narandzastu. Reakcija se
odvijala 2 h na temperaturi do 50 °C. Rastvara¢ je uparen na vakuum uparivacu do
zapremine od 2 cm®. Po dodatku vode rastvor se zamutio, a stajanjem reakcione smese
u frizideru u toku noci proizvod je dobijen u vidu taloga. Kompleks je proceden i
osuSen. Masa osusenog taloga je bila 0,1 g. Prinos 64,77%.

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Sinteza kompleksa se predstavlja slede¢om reakcijom:

z
/ \Q
\;U/
AN
o
T
o
\
Py
<
/
4
I
N

i _N / x 1.5 H,0
. . N \ﬂ/\/\/vo del NH
+ 4 EtOH, 2h, 50°C_

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C1gH32ClLN,ORux1,5H,0
M, = 491,45

% N C H
Izraéunato: 5,70 43,99 7,18
Nadeno: 579 4440 6,86
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3.1.13. Sinteza liganda L2 N'—(1-piridin-3-il)etiliden)oktanhidrazida

0,08 g (0,5 mmol) kaprilnog hidrazida rastvoreno je u 10 cm® etanola uz blago
zagrevanje do 50 °C. Dodato je 0,056 cm® (0,5 mmol) 3-acetilpiridina, 1 cm® 0,1 M
rastvora HCI i rastvor je refluktovan na 70 °C u toku 4 h. Visak rastvaraca je uparen na
vakuum uparivacu, a zaostali talog prebacen na sahatno staklo 1 ostavljen da se susi.
Masa taloga je 0,08 g. Prinos 59,17%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledeCom reakcijom:

H
_N
N \[(\/\/\/

i |
N X EtOH. 4h, 70°C ([ > 0

N 9] N

Elementalna analiza liganda

% N H
Molekulska formula: C15sH23N3OxH,0 0 C
M, = 279,38 Izradunato: 15,04 64,49 9,02
Nadeno: 15,15 64,67 8,79
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3.1.14. Sinteza kompleksa [RuCly(L*?)(n°—p—cimen)] (12)

0,04 g (0,25 mmol) kaprilnog hidrazida rastvoreno je u 5 cm® etanola uz blago
zagrevanje, a zatim dodato 0,028 cm® (0,25 mmol) 3-acetilpiridina i 0,5 cm® 0,1 M
rastvora HCI. Reakciona smeSa je refluktovana na 70°C u toku 4 sata. Polazni kompleks
[(n°~p—cimen)RuCl,], 0,08 g (0,13 mmol) dodat je rastvoru i me$anje nastavljeno jo$ 2
sata. Talog koji se formirao proceden je i osusen na vazduhu. Masa taloga je 0,06 g.
Prinos 44,05%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledeCom reakcijom:

al Cl MW@
R / \Ru/ Cl/Ru
u
/ + | ™ / N_

a’ i EtOH, 2h, 70°C_ ¢
N ” N\ 7/ N\
N—NH
O

Elementalna analiza kompleksa

Molekulska formula: C,sH37ClLN3ORuU
0

= 567,56 & N c H

Izrac¢unato: 740 5291 6,57
Nadeno: 7,34 53,27 6,74
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3.1.15. Sinteza liganda L™ N'—(1—(piridin—4-il)etiliden)oktanhidrazida

0,16 g (1 mmol) kaprilnog hidrazida rastvoreno je u 20 cm?® etanola uz blago
zagrevanje do 50 °C. Dodato je 0,112 cm® (1 mmol) 4-acetilpiridina, 2 cm® 0,1 M
rastvora HCI i rastvor je refluktovan na 70 °C u toku 3 h. Visak rastvaraca je uparen na
vakuum uparivacu, a zaostali talog prebacen na sahatno staklo 1 ostavljen da se susi.
Masa taloga je 0,15 g. Prinos 55,48%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledeCom reakcijom:

0]

N
/ﬁ N \[(\/\/\/
N +H2N \[W | S

| EtOH, 3h, 70°C -~
_ 0) >

| x0,5H,0
N N

Elementalna analiza liganda

Molekulska formula: C15H23N3;0x0,5H,0
01 N H

M, = 270,38 ° ¢
Izradunato: 1554 66,64 8,95
Nadeno: 1564 66,25 8,73
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3.1.16. Sinteza kompleksa [RuCly(L")(n°~p—cimen)] (13)

0,07 g (0,265 mmol) liganda L' N'—(1-(piridin—4—il)etiliden)oktanhidrazida
rastvoreno je u 5 cm® izopropanola bez zagrevanja. 0,07 g (0,12 mmol)
[RUCly(n°~p-cimen)], kompleksa rastvoreno je u 10 cm® izopropanola uz blago
zagrevanje do 50 °C. Rastvori su pomeSani, pri ¢emu se boja promenila iz crvene u
narandzastu. MeSanje je nastavljeno u toku 22 h, a onda rastvor ostavljen u frizideru.
Talog koji se formirao proceden je posle 2 dana i osuSen. Masa dobijenog taloga je 0,06
g. Prinos 44,05%.

Sinteza kompleksa se predstavlja slede¢om reakcijom:

G-

N
Cl | h R
AR N iPrOH, 22h, 50°C_ I;I N\
Cl Cl
\I}I _—
Ox_NH I
N\
NH
0)
Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C,sH37ClLN3ORuU
01 N H
M, = 567,56 ° ¢
Izradunato: 740 5291 6,57
Nadeno: 729 5267 6,53
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3.1.17. Sinteza liganda L** 2—(1-(piridin-3-il)etiliden)hidrazinkarbotioamid

0,09 g (1 mmol) tiosemikarbazida rastvoreno je u 10 cm® etanola uz blago
zagrevanje do 50 °C. Dodato je 112 pl (1 mmol) 3-acetilpiridina, 1 cm® 0,1 M rastvora
HCI i rastvor je refluktovan u toku 4 sata. Dobijeni proizvod je proceden i ostavljen da
se susi. Masa taloga je 0,15 g. Prinos 77,32%.

Sinteza liganda se predstavlja slede¢om reakcijom:

0
H < N_ N
X P
] NN NH2 - E(OH, 4h, 50°C | NN H,
N S N/ S
Elementalna analiza liganda
Molekulska formula CgH1gN4S
% N H S
M, = 194,26 ° c
Izradunato: 28,84 4946 5,19 16,51
Nadeno: 29,06 49,63 501 16,22
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3.1.18. Sinteza kompleksa [RuCly(L**)(n°—p—cimen)] (14)

0,03 g (0,155 mmol) liganda L** 2—(1—(piridin—3—il)etiliden)hidrazinkarbotioamida
dodato je rastvoru od 0,05 g (0,08 mmol) [RuCly(n®—p—cimen)], kompleksa u 10 cm®

metanola. Reakcija se odvijala tokom 4 h, nakon ¢ega je rastvor ostavljen u frizideru da

kristaliSe. Masa dobijenog taloga je 0,06 g. Prinos 72,29%.

Sinteza kompleksa se predstavlja slede¢om reakcijom:

/ 2H,0
/\/ MeOH, 4h, s.t_ 1 If\ X<
Ny
/

HN

H,N
Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula:

% N C H S
Ci1H24CLN,RUSX2H,0 0
- 536,45 Izradunato: 10,44 40,29 5,26 5,97

Nadeno:

10,28 40,87 5,37 6,28
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3.1.19. Sinteza liganda L™ 2-(1—(piridin-4—il)etiliden)hidrazinkarbotioamid

0,09 g (1 mmol) tiosemikarbazida rastvoreno je u 10 cm® etanola uz blago
zagrevanje do 50 °C. Dodato je 0,112 cm® (1 mmol) 4-acetilpiridina, 1 cm® 0,1 M
rastvora HCI i rastvor je refluktovan u toku 4 sata. Dobijeni proizvod je proceden i
ostavljen da se suSi. Masa taloga je 0,16 g. Prinos 78,72%.

Sinteza liganda se predstavlja slede¢om reakcijom:

_ NH,
@)
HN/gS
H _N
= N.__NH, 0 x 0,5H,0
e EtOH. 4h, 50°C _ 2
X |+H2N \H/ o
N S =z
o
— N —
Elementalna analiza liganda
Molekulska formula:
% N C H S
CgH1oN4Sx0,5H,0 °
M, = 203.26 IzraCunato: 2756 47,27 496 15,77
Nadeno: 28,05 4789 511 16,00
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3.1.20. Sinteza kompleksa [RuCly(L*)(n°~p—cimen)] (15)

0,03 g (0,155 mmol) liganda L**> 2—(1—(piridin—4—il)etiliden)hidrazinkarbotioamida
dodato je rastvoru od 0,05 g (0,08 mmol) [RuCly(n°—p—cimen)], kompleksa u 10 cm®

metanola. Reakcija se odvijala tokom 4 h, nakon ¢ega je rastvor ostavljen u frizideru da

kristaliSe. Masa dobijenog taloga je 0,06 g. Prinos 72,29%.
Sinteza kompleksa se predstavlja slede¢om reakcijom:

NH, N

D

cl Kl

N /
Cl Cl + EtOH. 4h, 50°C Cl1
= |
NS
N

Elementalna analiza kompleksa

Molekulska formula;

\

X 2H20

%
C18H24C|2N4RUSX2H20

N C H S

Izra¢unato:

Nadeno:

M,=536,45

10,44 40,30 5,26 5,98
10,50 39,82 5,08 5,24

46



Eksperimentalni deo

3.1.21. Sinteza kompleksa [RuCly(L*)(n°—p—cimen)] (16)

0,10 g (0,16 mmol) [RuCly(n°~p—cimen)], kompleksa rastvoreno je u 11 cm?
izopropanola uz blago zagrevanje i me$anje. Ligand, izonikotinski hidrazid (L*°) 0,048
g (0,36 mmol) rastvoren je u 5 cm® izopropanola. Rastvori su spojeni, a mesanje je
nastavljeno na temperaturi do 50 °C u toku 3 h. Reakciona smeSa je ostavljena u
frizideru, a posle 10 dana, talog koji se formirao je proceden. Masa osuSenog taloga je
bila 0,05 g. Prinos 33,22%.

Sinteza kompleksa se predstavlja sledecom reakcijom:

Cl\ @
Ru
Cl—~
iPrOH, 3h, st. Cl/ I\II : E x1.5H,0
~N
NH,
O —
Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula;
01 N C H
Ci16H21ClLNsORUX1,5H,0 0
- 470,33 Izraéunato: 8,93 40,85 5,14
Nadeno: 8,62 40,89 5,12
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3.1.22. Sinteza kompleksa [RuCI(L*")(n°~p—cimen)] (17)

0,02822 g (0,2 mmol) 6—fluorpikolinske (6—fluoropiridin—2—karboksilne) kiseline
rastvoreno je u 3 cm® EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa
[RuCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani,
a boja se promenila iz crvene u Zutu. Vreme trajanja reakcije 3 h uz blago zagrevanje
(do 40 °C). Rastvarac¢ je uparen na polovinu zapremine i reakciona smesa ostavljena u
frizideru da kristaliSe. Masa procedenog 1 osuSenog taloga 0,0677 g (prinos 82,3%).

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Sinteza kompleksa se moze predstaviti sledeCcom reakcijom:

s

/01\ / -
Ru / Cl— Ru\
o’ i EtOH 3h, 40°C, F\@/z

N/ °

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C1gH17CIFNOsRu

0

= 410,83 & N c H
Izracunato: 3,41 46,78 4,17
Nadeno: 3,45 46,41 391
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3.1.23. Sinteza kompleksa [RuCI(L"®)(n°~p—cimen)] (18)

0,0325 g (0,2 mmol) 6-hlorpikolinske (6-hlorpiridin—2—karboksilne) kiseline
rastvoreno je u 3 cm® EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa
[RuCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani,
a boja se promenila iz crvene u narandzastu. Vreme trajanja reakcije 4 h uz blago
zagrevanje (do 40 °C). Reakciona smesa je ostavljena u frizideru da kristaliSse. Masa
procedenog i osuSenog taloga 0,0463 g (prinos 54,2%).

Sinteza kompleksa se moze predstaviti sledeCom reakcijom:

c. Cl <o
Ry Ré X EtOH, 4h, 40°C —Ru
a’ cf + S alt o
= @) —N
clI” N
OH

/A

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C1gH17ClLNO,RuU

0

M, = 427,29 & N c H
Izradunato: 3,28 4497 4,01
Nadeno: 3,33 44,74 3,79
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3.1.24. Sinteza kompleksa [RuCI(L*)(n°~p—cimen)] (19)

0,0412 g (0,2 mmol) 6-brompikolinske (6-brompiridin—2—karboksilne) kiseline
rastvoreno je u 3 cm® EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa
[RuCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani,
a boja se promenila iz crvene u narandzastu. Vreme trajanja reakcije 4 h uz blago
zagrevanje (do 40 °C). Reakciona smesa je ostavljena u frizideru da kristaliSse. Masa
procedenog i osuSenog taloga 0,0589 g (prinos 62,4%).

Kristali pogodni za rendgensku strukturnu analizu dobijeni su sporim isparavanjem
filtrata nakon cedenja taloga.

Sinteza kompleksa se moze predstaviti slede¢om reakcijom:

‘ 3
\(@RU/CI\RU/ | ) EtOH, 4h, 40°C >—?
Cl/ \Cl/ + _ 0 Br Cl// \O
Br N —N
OH N / 0O

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: CigH17BrCINO,Ru

0

M,= 471,74 & N c H
Izradunato: 2,97 40,74 3,63
Nadeno: 298 40,43 357
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3.1.25. Sinteza kompleksa [RuCI(L?)(n°~p—cimen)] (20)

0,0283 g (0,2 mmol) 6-metilpikolinske (6-metilpiridin—-2—karboksilne) kiseline
rastvoreno je u 3 cm® EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa
[RUCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani,
a boja se promenila iz crvene u narandzastu. Vreme trajanja reakcije 4 h uz blago
zagrevanje (do 40 °C). Reakciona smeSa je uparena na polovinu zapremine i ostavljena
u frizideru da kristalise. Masa procedenog i osuSenog taloga 0,0218 g (prinos 26,8%).

Sinteza kompleksa se moze predstaviti slede¢om reakcijom:

Cl Cl ’ :|:
\(@Ru/ "R + N EtOH, 4h, 40°C |  CImBU~—4 |xH0
7/
a1’ i NS /N/
0
OH R\ d

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C17H2,CINO,RuxH,0

0

M, = 424,88 & N C H
Izradunato: 3,30 48,06 5,22
Nadeno: 3,44 47,79 4,83
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3.1.26.  Sinteza kompleksa [RuCI(L?")(n°-p-cimen)] (21)

0,0417 g (0,2 mmol) 5-brompikolinske (5-brompiridin—2—karboksilne) kiseline
rastvoreno je u 4 cm® EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa
[RuCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani,
a boja se promenila iz crvene u Zutu. Vreme trajanja reakcije 24 h uz zagrevanje do 50
°C. Reakciona smeSa je ostavljena u frizideru da kristaliSe. Nastali talog je proceden i
osuSen. Masa taloga je 0,0699 g (prinos 74,1%).

Sinteza kompleksa se moze predstaviti slede¢om reakcijom:

-

o/
\(@ Ruﬁ \(jYEtOH 24h, 50°C_ c1-Ru—
_N
M

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C1gH17BrCINO,Ru

0

M,= 471,74 % N ¢ H
Izradunato: 2,97 40,74 3,63
Nadeno: 290 40,40 3,52
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3.1.27.  Sinteza kompleksa [RuCI(L?)(n°-p-cimen)] (22)

0,0280 g (0,2 mmol) 3—-metilpikolinske (3-metilpiridin—2—karboksilne) kiseline
rastvoreno je u 2 cm® EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa
[RUCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani,
a boja se promenila iz crvene u narandzastu. Vreme trajanja reakcije 20 h uz zagrevanje
do 50°C. Reakciona smesa je uparena na polovinu zapremine i ostavljena u frizideru da

kristaliSe. Nastali talog je proceden i osuSen. Masa taloga je 0,0574 g (prinos 70,5%).

-

cl Cl
\(@Ru/ \/Ru/ o N EtOH, 20h, 50°C_ c i~
c”’ i NP =N
OH A O

Elementalna analiza kompleksa
Molekulska formula: C;7H>1CINO,Ru

Sinteza kompleksa se moze predstaviti slede¢om reakcijom:

0

M, = 406,87 & N C H
Izradunato: 3,44 50,18 4,95
Nadeno: 3,40 49,80 4,93
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3.1.28.  Sinteza kompleksa [RuCI(L?*)(n°-p-cimen)] (23)

0,0382 g (0,2 mmol) izohinolin-3-karboksilne kiseline rastvoreno je u 3 cm?
EtOH. 0,06124 g (0,1 mmol) polaznog kompleksa [RuCly(n°~p—cimen)], rastvoreno je
uz zagrevanje u 5 cm® EtOH. Rastvori su pomesani, a boja se promenila, a ubrzo se
rastvor zamutio. Vreme trajanja reakcije 2 h uz zagrevanje (50°C). Nastali talog je
proceden i osusen. Masa taloga je 0,0574 g (prinos 61,8%).

Sinteza kompleksa se moze predstaviti sledeCom reakcijom:

ﬂ PN o @
/Ru u n — EtOH. 2h, 50°C, Clzl}u\ 0

Cl Cl
N 7 =N
0)
HO Y/
9)
Elementalna analiza kompleksa

Molekulska formula: CooH2CINO,RuU

0 H
M, = 442,90 o N c

IzraCunato: 3,16 5424 455

Nadeno: 3,14 53,78 4,53
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3.2. Metode odredivanja sastava i strukture kompleksa

3.2.1. Elementalna analiza

Sadrzaj C, H 1 N odredivan je pomoc¢u uredaja Elemental Vario EL III.

3.2.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrveni spektri snimljeni su pomoc¢u uredaja Nicolet 6700 FR-IR. Uzorci su
snimani ATR ili KBR tehnikom.

3.2.3. NMR spektroskopija (*H, **C,'*H-'H COSY i ‘H-'H NOESY)

NMR spektri snimani su pomoc¢u Varian Gemini 200, na 199,97 MHz, 1 Bruker
Avance III 500 spektrometra na 500,26 MHz. Kao rastvara¢ koriséen je d°~dmso. Za
reakciju hidrolize kompleksa 6 i reakciju ekvimolarnih koli¢ina kompleksa 6 i
9-metiladenina rastvara¢ je bio D,O, a pH* podeSavan na 7,4 pomocu razblazenog
NaOD, na temperature od 310 K. Rastvori su pre meSanja termostatirani na 310 K, a

reakcija hidrolize je pra¢ena tokom 24h.

3.2.4. Masena spektrometrija

Maseni spektri snimani su pomoc¢u 6210 Time—-0f-Flight LC/MS (G1969A, Agilent

Technologies) masenog spektrometra u metanolnim i vodenim rastvorima.

3.2.5. Rendgenska strukturna analiza

Sva merenja su uradena na Bruker X8 APEXII CCD difraktometru. Obrada
podataka je uradena u programu SAINT [153,154]. Kori§¢eni su kompjuterski programi
i komponente: SHELXS-97 [155,156], SHELXL-97 [156,157], molekularni dijagrami
ORTEP [158,159], kompjuteri Pentium IV ili Intel CoreDuo, Tabele 4.2.6.816.1.1.4 za
faktore rasejanja [160].
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Monokristali 1 i 7 postavljeni su na 35 odnosno 40 mm od detektora i izvrSeno je
1185 odnosno 2076 merenja, svako za 50 i 20 s za 1° Sirine snimanja. Osnovni
kristalografski podaci kompleksa 1 i 7 prikazani su u Tabeli 1. ReSenje strukture
dobijeno je direktnim metodama i odredeno tehnikom cele matrice najmanjih kvadrata.
Atomi razliiti od vodonika odredeni su parametrima anizotropnog premestanja. H
atomi su postavljeni na izraCunatim pozicijama i1 odredeni kao pokretni atomi u

naknadnim modelima najmanjih kvadrata.

Tabela 1. Kristalografski podaci kompleksa 1 i 7
1 7

Kompleks

Empirijska formula

C17H21C|2NORU

C17H18C|NO4RU

Mr 427,32 436,84
Prostorna grupa Cc Pca2;

a, A 9,6983(6) 25,7032(6)
b, A 29,152(2) 6,1267(1)
c, A 7,0000(4) 10,7704(3)
v, A 1714,17(19) 1696,08(7)
Z 4 4

A A 0,71073 0,71073
Pizracunator GCM 1,656 1,711
Veli¢ina kristala, mm 0,35x0,065x0,03 0,25x0,20x0,20
Temperatura, K 100 100

w, cm™t 12,27 11,02
Flack—ov parametar -0,05(2) -0,01(3)
R1? 0,0285 0,0263
WR2" 0,0535 0,0731
GOF° 0,973 1,067

"R1 =X ||Fo| - |Fd| / = |Fo|

"WR2 = {Z [W(Fo® = FA)?] / = [W(Fo2)* T}

‘GOF = {Z [W(Fo® = FA? / (n — p)}?, gde je n broj refleksija, a p ukupan broj
parametara

Monokristal kompleksa 10 postavljen je na 35 mm od detektora i izvrSeno je 941
merenje, po jedno na svakih 30 s za 1° Sirine snimanja. Dobijeni podaci obradeni su u
SAINT-Plus programu [154]. Osnovni kristalografski podaci kompleksa 10 prikazani
su u Tabeli 2.
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Tabela 2. Kristalografski podaci kompleksa 10

Kompleks 10

Empirijska formula C16H20CINOsRu
Mr 410,85
Prostorna grupa Pn

a, A 8,9150(4)

b, A 8,6498(4)

c, A 10,6539(4)

B ° 91,853(3)

v, A 821,12(6)

z 2

A A 0,71073
Pizracunatoy GCM > 1,662

Veli¢ina kristala, mm® 0,50 x 0,05 x 0,01
Temperatura, K 100

w, mm 1,128

Flack—ov parametar -0,05(2)

R1? 0,0381

WR2" 0,0687

GOF° 0,979

‘R1=X [IFol = [Fell / Z [Fo

"WR2 = (£ [W(Fo’ = Fc’)*] / = [w(Fo") T}

‘GOF = {Z [W(Fo® = FA? / (n — p)}?, gde je n broj refleksija, a p ukupan broj
parametara

Kristal kompleksa 11 postavljen je na oko 40 mm od detektora, izvrseno je 1089
snimanja, po jedno na svake 2 s za 1° Sirine snimanja. Osnovni kristalografski podaci
kompleksa 11 prikazani su u Tabeli 3. Poremecaj u alifati¢cnom lancu reSen je koristeci
SADI, EADP iu nekim slu¢ajevima ISOR komande unutar programa SHELXL [157].
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Tabela 3. Kristalografski podaci kompleksa 11

Kompleks 11

Empirijska formula C1gH35CIbN20O25Ru
Mr 491,45

Prostorna grupa Pccn

a, A 21,0526(8)

b, A 24,3334(9)

c, A 8,7680(31)

v, A 4491,7(3)

z 8

A A 0,71073

Pizracunato, GCM > 1,453

Veli¢ina kristala, mm® 0,20 x 0,20 x 0,17
Temperatura, K 100(2)

[T mm™ 0,952

R1? 0,0693

WR2" 0,1492

GOF* 1,084

RI=X ||F0| - |Fc|| /Z |Fo|

"WR2 = {X [W(F," - F)?] / S [W(Fo)* 1}
‘GOF = {T [W(Fo? = FA? 1 (n - p)}*% gde je n broj refleksija, a p ukupan broj

parametara

Monokristali kompleksa 17 i 19 postavljani su na 35 odnosno 40 mm od detektora,

izvrSeno je 1067 odnosno 1050 merenja, svako na 2 odnosno 5 s za 2 odnosno 1° Sirine

snimanja. Osnovni kristalografski podaci kompleksa 17 i 19 prikazani su u Tabeli 4.
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Tabela 4. Kristalografski podaci kompleksa 17 i 19

Kompleks

17

19

Empirijska formula
Mr

C16H17C|FN02RU
410,83

C15H17BFC|NOQRU
471,74

Prostorna grupa P2:/c P2:/c

a, A 12,0909(6) 13,6091(7)
b, A 10,5649(5) 7,6006(4)

c, A 12,0724(6) 15,7136(8)
B, ° 90,865(2) 105,709(2)
v, A 1541,94(13) 1564,66(14)
Z 4 4

A A 0,71073 0,71073
Pizracunato, GCM ™ 1,770 2,003
Veli¢ina kristala, mm®  0,22x0,22x 0,22 0,13 x 0,13 x 0,05
Temperatura, K 100(2) 100(2)

w, cm™t 1,206 3,732

R1? 0,0213 0,0217
wWR2" 0,0558 0,0522
GOF°® 1,030 1,007

"R1 =X ||Fo| - [Fd| / = |Fo|

"WR2 = {Z [W(F" - F")’] / S [W(F) T}

‘GOF = {Z [W(Fo® = FA? / (n — p)}?, gde je n broj refleksija, a p ukupan broj
parametara

3.3. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti

Celijske linije. Kompleksi 1 — 9 ispitivani su na 8est ¢elijskih linija: na ¢elijama
humanog karcinoma grlica materice (HeLa), ¢elijama mis$jeg melanoma (B16), Celijskoj
liniji humanog melanoma (FemX), na dva tipa humanih ¢elijskih linija karcinoma dojke
(MDA-MB-361 i MDA-MB-453) i na ¢elijama kolorektalnog karcinoma (LS-174).
Kompleks 10 ispitivan je na dve ¢elijske linije: HeLa i FemX, a kompleksi 11 — 16 na
tri ¢elijske linije: HelLa, LS-174 i ¢elijskoj liniji humanog adenokarcinoma pluca A549.
Na cetiri Celijske linije, tri tumorske: HelLa, FemX 1 A549, 1 jednoj normalnoj MRC-5
(zdrava celijska linija fetalnih humanih fibroblasta pluc¢a) ispitivana je aktivnost
kompleksa 17 — 23. Navedena ispitivanja obavljena su na Institutu za Onkologiju i

Radiologiju Srbije, Odeljenju za eksperimentalnu onkologiju.
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Pomenute ¢elijske linije odrzavane su kao monoslojevi u hranljivoj podlozi RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute) na pH 7,2. Podloga je pripremljena
rastvaranjem RPMI 1640 u sterilnoj dejonizovanoj vodi sa dodatkom penicilina (192
IU/cm®), streptomicina (200 pg/cm’), 4—(2-hidroksietil)piperazin—1—etansulfonske
kiseline (25 mM), L—glutamina (3mM) i 10% fetalnog govedeg seruma (Fetal Calf
Serum) termicki inaktiviranog na 56 °C 30 minuta. Celije su gajene na 37 °C u
atmosferi zasi¢enoj vodenom parom sa 5% COs.

Postupak ispitivanja. Aktivnost kompleksa utvrdena je kolorimetrijskim testom
koriste¢i 3—(4,5-dimetiltioazol-il)-2,5—difeniltetrazolijum bromid (MTT) [161]. Celije
su zasejavane na 96 mesta u mikroplo¢ama u hranljivoj podlozi u razlicitom broju (1500
— 7000 Ccelija/mestu) 1 gajene u roku od 24 h. Jedinjenja su rastvarana u
dimetilsulfoksidu (DMSO), a potom razblazivana hranljivom podlogom do
odgovarajucih koncentracija (do 300 uM). Sadrzaj DMSO-a u kona¢nom razblazenju
bio je ispod 1%. Rastvori sa razli¢itim koncentracijama ispitivanih jedinjenja dodavani
su mestima zasejanim c¢elijama, sa izuzetkom kontrolnih mesta gde je samo hranljiva
podloga dodavana. Svi testovi radeni su kao triplikati. Hranljiva podloga sa
odgovaraju¢im koncentracijama ispitivanih jedinjenja, samo bez zasejanih Celija
koriséena je kao slepa proba, takode u triplikatima. Celije su tretirane razli¢itim
koncentracijama ispitivanih jedinjenja i inkubirane u roku od 48 odnosno 72 h, na 37 °C
u atmosferi vazduha zasi¢enoj vodenom parom, sa 5% CO,. Posle inkubacije svakom
mestu sa zasejanim éelijama dodato je 20 pL rastvora MTT koncentracije 5 mg/cm®
fosfatnog pufera pH 7,2. Tako tretirani uzorci su dalje inkubirani 4 h pod istim
uslovima. Za rastvaranje formazan kristala koris¢eno je po 100 pL 10% natrijum—
dodecilsulfata (SDS) u 0,01 M HCI. Apsorbanca na 570 nm ocitana je posle 24 h
pomocu ELISA c¢itaca. Apsorbanca na kraju testa predstavlja broj metabolicki aktivnih,
zivih Celija u uzorcima. Procenat prezivelih ¢elija dobija se iz odnosa apsorbanci

tretiranih Celija ispitivanim jedinjenjem (A) i kontrolnih uzoraka (Akont), PO formuli:

O preZivelih éelija = % 100

kont

Apsorbance su dobijene oduzimanjem vrednosti apsorbance slepe probe od
eksperimentalno dobijenih vrednosti. 1Csp vrednosti (uM) definisane su kao

koncentracija agensa koja smanjuje prezivljavanje ispitivanih ¢éelijskih kultura za 50 %,
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a odredene su na osnovu dijagrama prezivljavanja celija. Dobijene vrednosti
predstavljaju srednju vrednost 2 do 3 nezavisna eksperimenta, pri ¢emu je svaki

eksperiment raden u triplikatu.

3.4. Proucavanje vezivanja kompleksa za DNK

Fosfatni pufer, koncentracije 10 mol/dm® pripremljen je rastvaranjem 0,3404 g
KH2PO4 u 200 cm? ultragiste vode, dodato je 0,73035 g NaCl, pa je pH podesen na 7,01
dodavanjem razblazenog rastvora NaOH i dopunjen vodom do 250 cm®. Ovako
pripremljen pufer kori§¢en je za rastvaranje kompleksa 23 i CT DNK. Koncentracija
kompleksa u osnovnom rastvoru bila je 2,269-10 mol/dm®. Sva ispitivanja su radena
na 20 °C. Osnovni rastvor CT DNK pripremljen je rastvaranjem 0,5 mg CT DNK u 300
ul pufera. Alikvot od 30 ul osnovnog rastvora DNK razblazen je od puferom do 680 pl i
apsorbanca je ocitana na 260 nm. Koriste¢i molarni apsorpcioni koeficijent € = 6600 M~
Yem™ izratunata je koncentracija DNK po nukleotidu [162]. Odnos apsorbanci na 260 i
280 nm bio je veéi od 1,8 Sto je ukazivalo da je DNK dovoljno ocis¢ena od proteina
[163]. Osnovni rastvor DNK ¢uvan je na 4 °C i iskori$¢en u roku od 5 dana.

Apsorpcione titracije su uradene najpre pri konstantnoj koncentraciji DNK
(10~ mol/dm®) uz dodavanje koncentrovanog rastvora kompleksa tako da je r, odnos
koncentracija kompleksa i DNK, bio u opsegu 0,05 do 0,2. Drugi deo eksperimenta
podrazumevao je titraciju rastvora kompleksa (c = 1,5 x 107> mol/dm®) koncentrovanim
rastvorom DNK. Na osnovu apsorbanci samog kompleksa i kompleksa u prisustvu
rastu¢ih koli¢ina DNK dobijeni su podaci potrebni za izra¢unavanje konstante vezivanja
Kp [164]. Prividni apsorpcioni koeficijent €a za svaku tacku odgovara odnosu
Acitano/[Kompleks], dok su & i g, ekstinkcioni koeficijent slobodnog i potpuno vezanog

kompleksa. Podaci su uvrsteni u jednacinu:

[DNK]  [DNK] 1

(84 _'5}':' - (&, — E‘}'j Ky, (&, — Efj
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. Infracrveni spektri

Infracrveni spektri slobodnih liganada i odgovarajuc¢ih kompleksa rutenijuma(Il)
uporedivani su kako bi se dobili polazni podaci o nacinu vezivanja liganada za centralni
metalni jon. U Tabeli 5. date su frekvencije najvaznijih traka u IC spektrima
sintetisanih jedinjenja, a sami spektri dati su u Prilogu (Slika P1 — P23). Spektri svih
kompleksa imaju trake u oblasti izmedu 1600 — 1450 cm™ karakteristi¢ne za ar(C—C)
valencione vibracije, a u oblasti 1300 — 1000 cm™ ar(C-H) vibracije. 1C spektri

kompleksa 6 — 9 pokazuju istezu¢e vibracije oko 1650 cm™

koje poti¢u od
koordinovane karboksilne grupe, kao i analogne vibracije slobodne karboksilne grupe
(1725 - 1715 cm™) $to ukazuje da se samo jedna karboksilna grupa iz
piridindikarboksilnih kiselina vezuje za rutenijumov jon. Potvrdu ovakvog nacina
vezivanja dale su kristalne strukture kompleksa 7 i 9. Infracrveni spektri kompleksa 10 i
17 — 23 pokazuju asimetri¢ne istezuée vibracije va(COO”) na oko 1650 cm™, dok
odgovaraju¢i ligandi pokazuju analogne vibracije slobodnih karboksilnih grupa oko
1700 cm™. Razlika u frekvenciji od 50 cm™ je posledica koordinacije liganada preko
deprotonovanog kiseonika karboksilne grupe pikolinske kiseline odnosno njenih
derivata. Ovi podaci su u saglasnosti sa reSenim kristalnim strukturama kompleksa 10,
17 1 19. IC spektri kompleksa 1, 2, 12 i 13 pokazuju C=0 istezuce vibracije u oblasti
oko 1690 cm™, dok spektri kompleksa 11 (sa koordinovanim kaprilnim hidrazidom) i
16 (sa izonikotinskim hidrazidom) istu traku imaju na nesto nizim talasnim brojevima:
na 1641 cm™ i 1653 cm™. N'H, simetri¢ne i asimetri¢ne isteZuée vibracije u spektrima
liganada L™ — L® su u oblasti 3301 — 3383 cm™, a u spektrima kompleksa 14 — 16 u
oblasti 3358 — 3408 cm™ &to potvrduje bidentatnu koordinaciju liganada u neutralnom
obliku [165]. NH istezuée vibracije u spektrima liganada L' — L™ i kompleksa 11 — 186,
su u oblasti 3090 — 3218 cm™ odnosno 3054 — 3218 cm™. Infracrveni spektri
kompleksa 14 i 15 (sa koordinovanim tiosemikarbazonima) sadrze traku na 1096 cm™
koja odgovara C=S istezu¢im vibracijama. Tioamid IV traka u spektrima liganada L' i
L™ nalazi se na 807 i 821 cm*, dok je u spektrima kompleksa na 816 i 803 cm™. Ovako
male razlike u pomeranjima (10-13 cm™) ukazuju na koordinaciju preko piridinskog
azota [166].
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Tabela 5. Frekvencije apsorpcionih vibracija (cm™) u IC spektrima sintetisanih jedinjenja

v (C-H) C=O st v (C=C) 3 (C-H)
1 3074,0 3051,3 1690,4 1593,3 1499,0 1467,3 1264,3 1191,2 1128,1 1087,7 1050,5
2 3061,4 1696,1 1150,1 1498,9 1468,8 1258,9 1230,8 1160,1 1139,5 1119,1 1089,1 1058,3 1033,7
3 3056,1 1591,3 1554,7 1485,1 1258,6 1145,5 1119,9 1087,7 1057,2 1040,6
4 3066,2 1706,6 1556,1 1497,8 1467,2 1278,0 1227,1 1160,0 1126,6 1089,8 1058,1 1032,6
5 3056,7 1724,7 1599,8 1493,8 1472,6 1296,9 1279,5 1247,0 1217,9 1192,6 1115,4 1055,3 1034,0
6 3058,6 1725,6 1663,7 1541,1 1296,6 1270,0 1226,2 1138,2 1106,3 1056,8 1031,1
7 3058,1 1715,1 1653,1 1532,0 1472,4 1250,8 1174,0 1160,7 1103,2 1056,7 1035,0
8 3066,3 1712,8 1571,2 1501,9 1285,1 1138,1 1027,8
9 3056,4 1657,3 1598,8 1500,6 1470,6 1257,9 1178,5 1162,6 1091,0 1013,3
10 3069,6 1637,0 1471,2 1298,2 1244,5 1171,4 1094,6 1059,6
11 3043,5 1641,4 1569,2 1497,0 1463,9 1260,6
12 3097,2 1689,4 1580,0 1467,1 1274,1 1240,7 1200,6 1116,0 1057,5
13 3061,1 1696,6 1546,7 1499,1 1468,1 1259,7 1057,9
14 3054,6 1524,6 1500,6 1469,0 1252,7 1099,8 1055,0 1032,2
15 3037,7 1526,5 1494,1 1467,3 1253,2 1156,0 1097,0 1058,3 1030,2
16 3054,1 1652,7 1580,4 1535,9 1502,0 1469,0 1275,7 1230,3 1058,0
17 3049,3 3020,1 1650,4 1570,7 1502,0 1285,8 1151,4 1081,9 1046,9 1024,1
18  3091,4 3067,3 3023,9 1646,9 1595,6 1555,6 1501,3 1467,6 1247,4 1166,2 1143,3 1086,4 1036,9
19 3089,1 3065,8 1644,5 1590,0 1472,5 1552,9 1281,1 1240,1 1158,6 1131,5 1088,0 1042,4 1014,4
20 3072,3 1652,0 1531,1 1470,8 1258,7 1165,3 1096,3 1038,0
21 3037,1 1654,8 1591,6 1555,1 1498,4 1465,6 1277,51241,7 1161,6 1114,5 1092,3 1041,6
22 3028,8 1652,3 1583,6 1511,5 1477,6 1269,4 1239,8 1200,7 1154,0 1123,2 1056,9 1035,0
23 3032,7 1657,8 1494,5 1466,3 1250,9 1105,3 1057,7
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4.2. Nuklearno—magnetni rezonancioni spektri

Sintetisani  kompleksi rutenijuma okarakterisani su metodom nuklearno—
magnetne rezonancione spektroskopije. U Tabelama 6, 7 i 8 data su hemijska
pomeranja u 'H NMR spektrima kompleksa snimljenih u d®~DMSO (deuterisani
dimetilsulfoksid), a spektri kompleksa 1-23 dati su u Prilogu (Slika P24 — P36). Na
Slici 19. prikazane su strukturne formule kompleksa sa numerisanim supstituentima

(numeracija supstituenata odgovara numeraciji H- i C-atoma).

@D R @D

RS | RS l

Ru _~Ru—_
Z SN \\Cl Z "N \ Cl
X ! Cl NS 0
R4 Rz R4 IC‘:
R3 R3 O

R®=COCH;, R”*=R*=R*=R°=H (1) R3=COOH, R*=R5=R°=H (6)
R*=COCH;,R*=R*=R°=R°=H(2) R*=COOH, R3=R’=R°=H (7)
R?=NH,, R*=R*=R=H;R°=CI(3) RS=COOH, R3=R*=R°=H (8)
R*=R*=R’=R°=H,R*=COOH(4#)  R®=COOH, R3=R*=R5=H (9)
R?=R*=R°=R°=H,R*=COOH (5)  R3=R*=R5=RS=H (10)
R?=R*=R’=R®=H, R? = C(CH;)NN*HCO(CH,)cCH; (12)
R?=R3=R’=R®=H, R* = C(CH;)NN*HCO(CH,)cCH; (13)

! ©—< (1) R?=R?=R®=R°=H, R’ = C(CH;NN’HCSN'H, (14)
| R?=R3?=R’>=R%=H, R* = C(CH;)NN’HCSN'H, (15)
2 _P3_pP5S_pb_— 4 _ 2 1
Nle/Rl\l\Cl R3 = R4 = R5 =R —6H, R*=CON’HN'H, (16)
e 0 R3=R*=R°=H,R6=F (17)
~{ R}=R*=R5=H, RS =CI (18)
23 R}=R*=R’>=H, R®=Br(19)
4=5 R?=R*=R’=H, R® = CH; (20)
6—7 R3=R*=R6=H, RS =Br(2l)

R*=R>=R®=H, R?=CH; (22)

H® H l
HZ _R
= N 1\’\c1
o)
H° N (l;
HS H4 O

Slika 19. Strukturne formule kompleksa sa: a) monodentatno koordinovanim
piridinskim derivatima, b) bidentatno koordinovanim piridinskim derivatima,
¢) kaprilnim hidrazidom i d) izohinolin—3-karboksilnom kiselinom
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Tabela 6. Hemijska pomeranja (ppm) u *H NMR spektrima kompleksa 1 — 10

H atom Kompleks
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CH(CH3), 121 1,19 119 112 1,19 1,15 1,13 114 1,14 112
CH3 2,08 2,09 208 209 209 215 216 215 216 2,15
CH(CHa)2 2,83 2,84 283 284 284 274 274 2,75 2,68 2,72
568 570 5,70 5,63 5,65
CH(aromat) 579 580 5,80 5,80 5,81 588 502 596 579 588
COCH3 2,63 2,63
C(2)piridinH 9,12 8,82 8,78 9,08
C(3)piridinH 7,82 6,44 7,82 8,06 7,89 7,90 7,79
C(4)piridinH 8,27 7,40 8,28 8,14 851 818 7,74
C(5)piridinH 757 7,82 782 756 7,80 8,10 7,90 8,09
C(6)piridinH 8,79 882 7,87 878 8,79 933 945 949 9,26
NH; 6,13
COOH 13,50 13,80 13,50
Tabela 7. Hemijska pomeranja (ppm) u *H NMR spektrima kompleksa 11 — 16
H atom Kompleks
11 12 13 14 15 16
CH(CHs), 1,19 121 1,19 121 118 1,19
CHs 2,08 2,09 2,09 2,08 2,08 2,08
CH(CHa)2 2,72 2,83 2,83 2,83 2,83 2,80
CH(aromat) 22; 2;2 5,79 5,82 5,79 5,79 5,79
C(2)H2(kaprilni hidrazid) 2,25 2,26 2,25
C(3)Hz(kaprilni hidrazid) 1,44 1,58 1,58
C(4-T7)Ha(kaprilni hidrazid) 1,19 1,21 1,24
C(8)H3(kaprilni hidrazid) 0,83 0,85 0,85
N'H, 7,40 765 821 215
N’H 10,20 10,52 10,64 10,45 10,59 9,95
C(2)piridinH 8,94 8,81 8,41 8,71 8,77
C(3)piridinH 7,81 7,10 7,80
C(4)piridinH 8,10 8,20
C(5)piridinH 7,43 1,75 7,65 7,10 7,76
C(6)piridinH 8,56 8,62 9,24 8,71 8,73
CNCH3 2,50 2,63 2,35 2,35
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Tabela 8. Hemijska pomeranja (ppm) u *H NMR spektrima kompleksa 17 — 23

H atom Kompleks
17 18 19 20 21 22 23
CH(CHy), 114 122 1(1’2 gig 001 0,92 112
CHs 2,16 2,20 2,21 2,17 1,94 193 2,19
CH(CHa): 2,74 2,70 2,69 2,59 250 2,33 2,74
5,67 5,64 5,61 5,51 5.70
577 5,75 5,74 5,73 549 5,39 ’
CH(@oma) 593 594 593 58 574 562 23;
5,99 6,07 6,08 6,03 ’
C(3)piridinH 7,73 8,00 8,12 7,71 7,46
C(4)piridinH 8,27 8,11 7,98 7,95 8,12 7,68
C(5)piridinH 7,73 7,81 7,85 7,66 7,38
C(6)piridinH 9,20 8,95
Piridin—CH3 2,98 2,50
C(1)izohinolinH 10,11
C(4)izohinolinH 8,37
C(5)izohinolinH 8,23
C(6)izohinolinH 7,95
C(7)izohinolinH 7,95
C(8)izohinolinH 8,33

Karakteristicna hemijska pomeranja protona kompleksa 1 — 10 i 12 — 23 koja
potic¢u od p—cimena su singlet metil grupe (1,93 — 2,20 ppm), multiplet CH(CHs), grupe
(2,33 — 2,84 ppm), dublet CH(CH3), grupe (0,91 — 1,21 ppm) iz izopropil grupe, kao i
signali aromati¢nih protona sa pomeranjima u opsegu 5,39 — 6,07 ppm. Pomeranja
protona piridinskog prstena su 7,40 do 9,49 ppm. U spektrima kompleksa 1 i 2 na 2,63
ppm javlja se signal metil grupe vezane za karbonilni ugljenik. U spektru kompleksa 3
signal na 6,13 ppm potice od protona NH; grupe. U spektrima kompleksa 5, 6 i 9 signal
nekoordinovane COOH grupe javlja se na pomeranju 13,50 ppm. Kada se uporede *H
NMR spektri kompleksa 10 i odgovaraju¢eg liganda odnosno pikolinske Kiseline,
signali piridinskih protona su na razliitim pomeranjima, kao posledica koordinacije
liganda za rutenijumov jon. Protoni Hz i Hs pomereni su ka viSim pomeranjima za oko
0,3 ppm, dok su protoni Hs i Hg pomereni ka nizim vrednostima za oko 0,45 ppm u
odnosu na pomeranja iz spektra slobodne pikolinske kiseline. *H NMR spektri

kompleksa 12 — 15 imaju dublete Hg protona na znacajno drugacijem pomeranju u
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odnosu na spektre odgovaraju¢ih liganada, Sto dovodi do zakljucka da se ligandi
koordinuju preko piridinskog azota. Signali N°H protona u spektrima slobodnih
liganada L™ — L' nalaze se u opsegu 8,91 — 10,82 ppm, a u spektrima kompleksa
11 - 16 javljaju se na pomeranjima od 9,95 do 10,64 ppm, §to znaci da se ligandi
koordinuju u neutralnom obliku [167]. U spektrima kompleksa 14 i 15 sa
tiosemikarbazonima kao ligandima signal N'H, protona je u opsegu 8,31 — 8,67 ppm,
sli¢no kao iu sluc¢aju slobodnih laganada 8,31 — 8,67 ppm, Sto ukazuje da u koordinaciji
ne uéestvuju S atomi. U spektru kompleksa 16 signal N'*H, protona je na 2,15 ppm.
Dublet protona N'H, u spektru kompleksa 11 je na & = 7,40 $to je veée hemijsko
pomeranje u odnosu na slobodni ligand (6 = 4,14) na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da
se ligand koordinuje za rutenijum(ll). U spektrima kompleksa 14 i 15 protoni acetil
grupe su na istom pomeranju kao u spektrima slobodnih liganada, Sto nagovesStava da u
koordinaciji ne ugestvuje N* atom, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima [168].
U 'H NMR spektrima kompleksa 11 — 13 koji sadrze ugljovodoni¢ni niz kaprilnog
hidrazida signali C(2)H, protona su na 2,25 ppm, C(3)H, 1,58 ppm, a multiplet koji
potic¢e od C(4-7)H; je na 1,20 ppm, dok C(8)Hs daje signal na 0,85 ppm. U spektrima
kompleksa 17 — 23 piridinski i izohinolinski protoni imaju pomeranja od 7,46 do 9,20
ppm. Kompleksi 17 — 20 sa supstituentima u poloZaju 6 (Slika 19.) daju signale za H®
protone od 7,71 do 8,12 ppm, za H* od 7,95 do 8,27 ppm i H® od 7,66 do 7,83 ppm.
Spektar kompleksa 20 ima i signal na 2,98 ppm koji potice od metil grupe vezane za
piridinski prsten. *H NMR spektar kompleksa 21 ima tri pomeranja: 7,46 (H%), 8,12 (H*)
i 9,20 (H®). Piridinski protoni kompleksa 22 nalaze se na slede¢im pomeranjima: H* na
7,68 ppm, H’na 7,38 i H® na 8.95 ppm, dok je signal protona metil grupe sa piridina na
2,33 ppm. U 'H NMR spektru kompleksa 23 signal na 7,95 ppm potice od H® i H’
protona, delimi¢no preklopljeni signali na 8,23 zatim 8,33 i 8,37 poti¢u od H*, H® i H®
protona, dok se signal koji poti¢e od H protona nalazi na 10,11 ppm.

U Tabelama 9, 10 i 11 prikazana su hemijska pomeranja ugljenikovih atoma
kompleksa 1 — 23. U spektrima kompleksa 1 — 10 i 12 — 23 pomeranja u opsegu 17,81
do 18,71 ppm pripisuju se metil grupama iz p—cimenskog dela kompleksa, dok metil
grupe iz izopropil grupe p—cimena daju signale u opsegu 20,57 do 22,26 ppm. Metinski
ugljenici iz izopropil grupe nalaze se oko 30 ppm, dok se signali aromati¢nih ugljenika

iz p—cimenskog dela u spektrima svih kompleksa javljaju u opsegu 77,66 — 106,60 ppm.
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Piridinski protoni u spektrima kompleksa 1 — 8 nalaze se od 109,49 do 158,76 ppm.
Spektri kompleksa 1 i 2 sadrze i signale karbonilnih ugljenika i ugljenika metil grupa
koja su vezane za karbonilne ugljenike i oni se nalaze na 197,69 i 180,41 ppm, odnosno
oko 27 ppm. U spektrima kompleksa 4 i 5 karboksilni ugljenici imaju pomeranja na oko
166 ppm, koje odgovaraju slobodnim karboksilnim grupama, §to potvrduje da su
nikotinska i izonikotinska kiselina koordinovane samo preko azota iz piridinskog
prstena. U spektrima kompleksa 6 — 9 sa koordinovanim dikarboksilnim kiselinama,
nalazi se signal ispod 165 ppm koji poti¢e od slobodne karboksilne grupe i signal na
hemijskom pomeranju viSem od 165 ppm koji poti¢e od ugljenika deprotonovane
karboksilne grupe. Piridindikarboksilne kiseline u kompleksima 6 — 9 se koordinuju
bidentatno za rutenijum i to preko piridinskog azota i Kiseonika deprotonovane
karboksilne grupe. Piridinski protoni u spektrima kompleksa 12 — 16 nalaze se od
121,27 do 160,98 ppm. **C NMR spektri kompleksa 11 — 13 sadrZe signale ugljenikovih
atoma koji poticu od kaprilnog hidrazida, kao i signal karbonilnog ugljenika C=0 u
opsegu 154,66 — 179,56 ppm. Spektri kompleksa 12 i 13 imaju signale na 175,66
odnosno 198,28 ppm kaoji se pripisuju C=N ugljenicima. Kompleksi 14 i 15 u **C NMR
spektrima daju signale C=N i C=S ugljenika u opsegu 134,57 — 146,10 odnosno 179,50
— 206,21 ppm. *C NMR spektar kompleksa 16 ima signal karbonilnog ugljenika na
150,86 ppm. U spektrima kompleksa 12 — 15 pomeranja u opsegu 13,34 — 26,87 ppm
pripisuju se ugljeniku metil grupe vezane za C=N. U spektrima kompleksa 20 i 22
pomeranja na 18,78 i 27,14 ppm pripisuju se metil grupama vezanim za piridinski
prsten. Pomeranja piridinskih ugljenika zavise od supstituenata na samom prstenu. **C
NMR spektar kompleksa 22 ima signale ugljenika C2 i C3 na 152,41 ppm, C4 na
137,91 ppm, C5 na 127,11 i C6 na 142,74 ppm. U *C NMR spektru kompleksa 21
signali ugljenika C2 i C4 su na 142,58 ppm, C3 na 126,53 ppm, C5 na 123,26 ppm i C6
na 153,94 ppm. U spektrima kompleksa 21 i 22 nedostaje signal ugljenika karbonilne
grupe. *C NMR spektri kompleksa 17 — 20 sa supstituentima u poloZaju 6 na
piridinskom prstenu imaju signale koji poticu od ugljenika C2 od 145,42 do 154,14
ppm, signal ugljenika C3 nalazi se u opsegu 122,66 — 124,86 ppm, C4 u opsegu 139,46
— 145,23 ppm, signal ugljenika C5 se nalazi od 113,92 do 133,85 ppm, dok se C6 nalazi
od 147,22 do 162,09 ppm. **C NMR spektri kompleksa 17 — 23 imaju signale u opsegu
165,88 — 170,72 ppm koji odgovaraju ugljenicima koordinovane karboksilne grupe. U
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3C NMR spektru kompleksa 23 nalazi se dodatnih devet signala koji poti¢u od

izohinolinskih ugljenika. Pomeranja ugljenika C4 — C8 su u opsegu 126,9 do 131,2

ppm, dok su signali ugljenika C4" i C8" na 135,3 odnosno 130,4 ppm.

Tabela 9. Hemijska pomeranja (ppm) u *C NMR spektrima kompleksa 1 — 8

Kompleks
C atom 1 2 3 4 5 6 7 8
CH(CHa); 21,66 2167 21,67 21,67 21,69 22,06 21,95 22,06
CHs; 18,03 18,05 18,05 18,05 18,07 18,25 18,27 18,32
CH(CHa); 30,24 30,16 30,16 30,16 30,18 30,70 30,65 30,70
81,56 81,67 80,47 80,49 80,03
8298 8325 8573 8571 8573 81,32 8149 80,67
CH(aromat) 85,69 8573 86,57 86,57 8658 8268 82,82 83,11
86,55 86,57 100,30 100,30 100,31 82,69 83,04 83,20
100,30 100,30 106,56 106,58 106,60 98,44 98,75 99,11
106,60 106,58 101,55 101,72 101,15
COCHj3; 27,10 27,08
C(2)piridin 149,71 151,06 158,76 150,88 150,46 146,29 151,86 153,28
C(3)piridin 132,15 121,53 109,49 122,98 127,03 128,15 127,04 125,60
C(4)piridin 135,78 142,78 136,95 137,70 137,24 138,02 141,21 140,55
C(5)piridin 124,08 121,53 117,54 122,98 124,08 134,14 124,06 130,98
C(6)piridin 153,64 151,06 145,89 150,88 153,55 154,81 155,16 154,26
COCH; 197,69 180,41
COOH 166,44 166,54 154,82 164,95 164,70
COO- 167,32 170,01 169,85
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Tabela 10. Hemijska pomeranja (ppm) u **C NMR spektrima kompleksa 9 — 16

C atom Kompleks
9 10 11 12 13 14 15 16
21,67 22,00 21,67 20,57
CH(CHs), o199 2171 2147 21,69 Lo, 2173
CH; 18,05 18,27 17,81 18,07 17,84 18,07 17,87 18,11

CH(CHs), 30,58 30,65 30,31 31,40 31,14 30,16 29,98 30,21
79,52 80,23 78,76

8L30 8121 8009 8575 8548 8573 0o
CH(aromat) 85,73 8260 81,11 8660 86,33 86,59 86’36 85,77
86,57 82,78 83,62 100,33 100,06 100,31 10611 86,62
100,30 98,38 96,31 106,60 106,35 106,58 106’41
106,60 101,17 99,86 ’
C(2)piridin 148,36 150,73 147,34 150,77 146,10 145,85 138,93
C(3)piridin 127,74 125,59 133,54 120,25 126,33 122,01 123,07
C(4)piridin 139,48 139,86 134,14 149,30 129,06 128,82 131,10
C(5)piridin 127,74 128,30 123,69 121,27 124,86 126,09 123,07
C(6)piridin 148,36 154,01 149,77 150,77 160,98 145,32 138,93
COOH 165,72
COO- 165,72 170,70
C(2)Ha(kaprilni hidrazid) 31,04 32,58 32,34
C(3)Ha(kaprilni hidrazid) 2492 2450 24,22
C(4)Ha(kaprilni hidrazid) 27,87 28,70 28,46
C(5)Ha(kaprilni hidrazid) 28,21 28,96 28,70
C(6)Ha(kaprilni hidrazid) 29,76 30,18 29,94
C(7)Ha(kaprilni hidrazid) 22,36 22,28 22,03
C(8)Hs(kaprilni hidrazid) 13,92 14,15 13,91
C(1)=O(kaprilni hidrazid) 179,56 169,67 154,66
CNCHj3 25,35 26,87 13,92 13,34
CNCHj3 175,66 198,28 179,46 134,57
C=S 206,21 179,50
C=0 150,86
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Tabela 11. Hemijska pomeranja (ppm) u **C NMR spektrima kompleksa 17 — 23

C atom Kompleks
17 18 19 20 21 22 23
21.87 2191 2187 2169 21.01
CH(CHa): 5911 2018 2218 2226 2292 04 2197
CHs 1845 1869 1871 1852 1829 1822 18,32

CH(CHs): 30,76 30,76 30,74 30,58 30,61 30,58 30,60
79,61 78,23 77,66 78,83 80,03 80,56 80,30
80,54 80,65 80,92 79,89 80,85 81,14 81,40
80,96 80,80 81,14 80,41 82,36 82,65 82,54
82,82 85,68 86,11 86,13 83,16 83,00 82,98
98,60 100,59 100,92 100,62 98,93 98,38 98,48
102,17 101,97 101,84 101,01 101,48 101,02 101,24
C(2)piridin 149,55 154,14 153,32 150,91 142,58 152,41

C(3)piridin 122,66 12450 124,86 123,26 126,53 152,41

C(4)piridin 14523 142,34 141,70 139,46 142,58 137,91

C(5)piridin 113,92 129,61 133,85 128,96 123,26 127,11
C(6)piridin 145,42 152,55 147,22 162,09 153,94 142,74

CH(aromat)

COO- 165,88 169,98 170,72 171,05
Piridin—-CHj3 27,14 18,78
C(1)izohinolin 157,38
C(3)izohinolin 143,29
C(4)izohinolin 123,53
C’(4)izohinolin 135,58
C(5)izohinolin 128,25
C(6)izohinolin 133,25
C(7)izohinolin 129,94
C(8)izohinolin 128,12
C(8)izohinolin 130,28

4.3. Masena spektrometrija

Maseni spektri kompleksa 6 — 8, 11 — 13 i 15 — 23 dati su u Prilogu, Slike P70 —
P84. Kompleksi 6 — 8, rastvoreni u metanolu i snimljeni u pozitivnom modu daju
signale na 438,00 m/z koji poti¢u od [M+H]" jona. Kompleksi 11 — 13, rastvoreni u
metanolu i snimljeni u pozitivnom modu imaju signale koji se mogu pripisati [M—CI]*
jonima, i to u spektru kompleksa 11 signal je na 429,12 m/z, a u spektrima 12 i 13 na
532,17 m/z. Maseni spektar kompleksa 15 ima signale na 214,09 i 429,07 m/z koji se
mogu pripisati [M-2CIl+2H]** odnosno [M-2CI+H]" jonima. U spektru kompleksa 16
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signal na 435,04 m/z odgovara [M-CI]" jonu. Kompleksi 21 — 23 rastvoreni u
acetonitrilu daju masene spektre sa signalima koji poti¢u od [M-CI]* jona na 435,95
(21), 372,04 (22), odnosno 408,05 (23) m/z. Maseni spektri kompleksa 17, 18 i 23 imaju
signale koji odgovaraju [M+Na]" jonima na m/z 433,99 (17), 449,96 (18) i 446,01 (23).
U spektru kompleksa 23 takode se moze uoditi signal na 887,05 m/z koji potice od
[2M+H]" jona. Maseni spektri kompleksa 21 i 22 na m/z 779,05 i 906,39 imaju signale
koji poti¢u od [2M—CI]" jona. Kompleksi 17 — 19 i 23 daju signale [M+H]" jona na m/z
412,00 (17), 247,97 (18), 471,92 (19) i 444,03 (23). Signali jona [M+Na]* i [M+H]" u
masenom spektru kompleksa 20 nalaze se na m/z 430,01 i 408,03.

4.4. Rendgenska strukturna analiza

Odgovarajuc¢i monokristali kompleksa 1, 7, 9, 10, 11, 17 i 19 dobijeni su sporim
isparavanjem reakcionih smeSa. Njihove strukture odredene su difrakcijom X—zracima.
Kompleks 1 kristaliSe u monokliniénom kristalnom sistemu i pripada Cc prostornoj
grupi. Kompleks 7 kristaliSe u ortorombi¢nom kristalnom sistemu i pripada Pca2;
prostornoj grupi. Jedinjenja imaju karakteristi¢nu ,,piano—-stool”“ geometriju koja se
javlja kod velikog broja rutenijum(ll) arenskih kompleksa. Aromati¢ni prsten p—cimena
zauzima sediSte, dok su preostala tri mesta u sluaju kompleksa 1 zauzeta
monodentatnim ligandom zajedno sa dva hloridna jona. Kompleksi 7, 9, 10, 11, 17 i 19
imaju ligande koji se bidentatno koordinuju i zauzimaju dva mesta za vezivanje, dok je
tree zauzeto hloridnim jonom. Monodentatno koordinovan ligand 3-acetilpiridin
vezuje se samo preko azotovog atoma iz piridinskog prstena, dok se bidentatno
koordinovani ligandi u kompleksima 7, 9, 10, 17 i 19 vezuju za rutenijum(ll) preko
piridinskog azota i deprotonovanog kiseonika karboksilne grupe. Kompleks 11 ima
hloridni jon i bidentatno koordinovan kaprilni hidrazid preko azota N* i kiseonika acil
grupe. Odabrane duzine veza i uglovi dati su u objasnjenjima Slika 20-27.
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Slika 20. ORTEP dijagram kompleksa 1. Odabrane duzine veza (A) i uglovi (°):
Ru-N1 2,130(2), Ru-CI1 2,4029(7), Ru-CI2 2,3986(7), Ru-C1 2,197(3), Ru-C2
2,178(3), Ru—C3 2,183(3), Ru-C4 2,209(3), Ru-C5 2,154(3), Ru-C6 2,161(3), N1-Ru-
Cl1 87,61(6), N1-Ru-CI2 84,50(6), Cl1-Ru—-Cl2 87,00(2)

Molekul kompleksa 1 ne sadrzi elektronegativne elemente koji mogu da deluju
kao proton donori i ucestvuju u vodoni¢énom vezivanju u kristalu. Dva hlorido liganda
CIl 1 CI2 kao proton akceptori ucestvuju u slabim interakcijama tipa CIl---H-C sa
susednim molekulima, na primer CI1.--H-C3' (x - 1, y, z) gde je CI1.--H 2,834 A, H-C3!'
0,95 A, CI1.--C3' 3,618(3) A, CI1.--H-C3' 140,48°, CI1.--H-C9' gde je CI1.--H 2,897 A,
H-C9' 0,95 A, CI1--C9i 3,831(3) A, Cl1--H-C9' 159,78°, zatim Cl2--H-C2' gde je
Cl2--H 2,729 A, H-C2' 0,95 A, CI2.--C2' 3,367(3) A, CI2---H-C2' 125,20°, CI2.--H-
C14" (x, 2 -y, z-0,5) gde je Cl2--H 2,800 A, H-C14" 0,95 A, Cl2--C14" 3,572(3) A,
Cl2.-H-C14" 139,09°, CI2--H-C17" (x + 1, 2 -y, z + 0,5) gde je CI2---H 2,840 A, H-
C17"0,95 A, CI2--C17" 3,618(3) A, CI2---H-C17"" 146,25°.
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Slika 21. ORTEP dijagram kompleksa 7. Odabrane duzine veza (A) i uglovi (°):

Ru-01 2,099(2), Ru-N1 2,101(3), Ru-Cl 2,4049(9), Ru-C8 2,203(3), Ru-C9 2,178(3),

Ru-C10 2,186(3), Ru-C11 2,187(3), Ru-C12 2,145(3), Ru-C13 2,166(3), O1-Ru-N1
77,97(10).

Jake vodoni¢ne veze izmedu nekoordinovane COOH grupe kao proton donora i
atoma kiseonika O2' koordinovane COO™ grupe susednog molekula kao proton
akceptora su uocene u kristalnoj strukturi jedinjenja 7 (Slika 22). Primer jakih
interakcija ovog tipa je 03-H.--02' (1,5 -, y— 1, - 0,5) gde je 0O3-H 0,76 A, H.--02
1,83 A, 03--02' 2,569(4) A, 03-H--02' 163,6°. Postoje i dodatne slabe interakcije tipa
Cl1--H-C6" (x, y + 1, z) gde je CI1---C6" 3,757(4) A, zatim CI1.--H-C10™ (x + 1, -y +
2,z - 0,5) gde je CI1..-C10™ 3,508(4) A, kao i O4--H-C15" (15 - X, y, z - 0,5) sa
rastojanjem O4---C15" 3,340(5) A.
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Slika 22. Deo kristalne strukture kompleksa 7 sa naznac¢enim intermolekulskim
vodoni¢nim interakcijama
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Slika 23. ORTEP dijagram kompleksa 9. Odabrane duzine veza (A) i uglovi (°):
Rul-CI1 2,404; Rul-0O1 2,090; Rul-N1 2,157; Rul-C8 2,236; Rul-C9 2,188; Rul-
C10 2,176; Rul-C11 2,211; Rul-C12 2,161; Rul-C13 2,189; N1-Ru1-01 76,93; Cl1-
Rul-N1 85,25; O1-Rul-CI1 83,71.
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Kompleks 10 kristaliSe u monoklinicnom kristalnom sistemu i pripada
prostornoj grupi Pn. Geometrija kompleksa je ,,piano—stool* karakteristicna za veliki
broj rutenijum(lIl) i osmijum(ll) arenskih kompleksa. Strukturno sli¢na jedinjenja koja
su do sada publikovana su, izmedu ostalih [RuCl(pico)(n°~1,3,5-MesCsHs)] [169] i
[OsCl(pico)(n°~p—cymene)] [170] sa m—vezanim n° aromati¢nim prstenom koji
predstavlja sediSte i pikolinskom kiselinom vezanom preko azota, jednog karboksilnog
kiseonika, zajedno sa hloridnim ligandom ¢ine noge stolice za klavir. Odabrane duZine
veza i uglovi dati su u objasnjenju Slike 24. Duzine veza Ru-aromat, Ru—CIl, Ru-O1 i
Ru-N1 u kompleksu 10 su 1,665(9), 2,4225(9), 2,085(2) i 2,101(3) A i nesto su duze
nego sli¢ne veze u [(n°—p—cymene)OsCl(pico)] [170] sa duZinama 1,652(2), 2,4048(13),
2,080(3) i 2,090(4) A. Skra¢enje veza Ru-N (2,052(3), 2,064(3) i 2,052(3)) i Ru-O
(2,002(3), 2,024(3) i 1,996(2)) je jos vise izrazeno u kompleksu mer—[Ru"'(pico)s]xH,0O
[171]. DuZine veza Ru-Cl Ru-N1 i Ru-O1 u strukturno vrlo sli¢nom kompleksu [(n°—
1,3,5-Me3CgH3)RuCl(pico)] [169] su 2,420(1), 2,102(4) odnosno 2,101(4) A. U
kristalnoj strukturi kompleksa 10xH,O mogu se uociti dve slabe interakcije vodoni¢nog
vezivanja izmedu kiseonika O3 iz molekula vode i kiseonika O2 odnosno hlorido
liganda CI1 iz samog kompleksa. Pomenute interakcije se mogu predstaviti kao O3-
H--02 (03-H 0,86 A, H---02 1,94 A, 03.-02 2,78 A, 03-H--02 168,5°) odnosno 03—
H.--CI1' (0,5 +x,1-y,z+0,5) (03-H 0,87 A, H--CI1' 1,94 A, 03--CI1' 2,78 A, O3~
H.--Cl1' 172,6°).
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= 03

Slika 24. ORTEP dijagram kompleksa 10. Odabrane duzine veza (A) i uglovi

(°): Ru-01 2,085; Ru-N1 2,101; Ru-Cl 2,422; Ru-C7 2,195, Ru-C8 2,186; Ru-C9

2,175; Ru-C10 2,211; Ru-C11 2,192; Ru-C12 2,176; O1-Ru-N1 77,96; CI1-Ru-0O1
85,18; N1-Ru-ClI1 85,18.

Kompleks 11 kristalise u ortorombi¢nom kristalnom sistemu i pripada prostornoj
grupi Pccn. Aromati¢ni prsten p—cimena zauzima ravan iznad rutenijumskog centra dok
su preostala tri mesta zauzeta hloridnim jonom i bidentatno koordinovanim kaprilnim

hidrazidom. Odabrane duZzine veza i uglovi dati su u objasnjenju Slike 25.
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Slika 25. ORTEP dijagram kompleksa 11. Odabrane duzine veza (A) i uglovi

(°): Ru-01 2,106; Ru-N2 2,110; Ru-ClI1 2,3901; Ru—-C9 2,184; Ru-C10 2,144; Ru-

C11 2,165; Ru-C12 2,176; Ru-C13 2,180; Ru-C14 2,173; O1-Ru-N2 77,4; O1-Ru-
Cl1 85,20; N2-Ru-ClI1 82,83.

Rezultati rendgenske strukturne analize odgovaraju¢ih monokristala kompleksa
17 i 19 prikazani su na Slikama 26 i 27. Oba kompleksa kristaliSu u monoklini¢nom
centrosimetriénom sistemu i pripadaju prostornoj grupi P2;/c sa po jednim neutralnim
kompleksom u asimetri¢noj jedinici. Rutenijumov jon u oba kompleksa je stereocentar,
tako da su kristali dobijeni kao racemske smese. Za oba jedinjenja je karakteristicna
»piano—stool“ geometrija sa jednim hlorido ligandom i bidentatno vezanim derivatom
pikolinske kiseline. Prilikom koordinovanja N,O-bidentatnog liganda formira se
planarni, petoclani helatni prsten. Strukture oba kompleksa su sli¢ne, razlika je u
orjentaciji prstena p-cimena, tako da su vrednosti torzionih uglova ®cio_centroid(p-
oym-ru-cl Za& komplekse 17 i 19 -146,7° odnosno -173,5°. Geometrijski parametri
koordinacionih sfera ova dva kompleksa su u saglasnosti sa vrednostima tih parametara
za strukturno vrlo sli€éna jedinjenja: duZine veza 1 uglovi u ve¢ okarakterisanom
kompleksu 10, ali i kompleks [RuCI(L)(n°—p-cymene)] gde L predstavlja pikolinamid.
(Ru—Cl 2,4133; Ru—01 2,0809; Ru—-N 2.096; Ru—C(aromat) 2.186 A) [172]. Molekuli
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kompleksa 17 i 19 ne sadrze proton donorske grupe stoga su intermolekulske interakcije
Van der Waals—ovog tipa.

Slika 26. ORTEP dijagram kompleksa 17. Odabrane duzine veza (A), uglovi(®) i
torzioni uglovi (°): Ru—Cl 2,4098; Ru—N 2,1226; Ru—0O1 2,0708; Ru—C7 2,2065;
Ru—C8 2,1813; Ru—C9 2,1857; Ru—C10 2,1845; Ru—C11 2,1731; Ru—C12 2,1733;
C1-01 1,2872; C1-02 1,2283; C6—F 1,3431; N-Ru—O1 77.19; Oo1-c1-c2-~ = 1,23.

Slika 27. ORTEP dijagram kompleksa 19. Odabrane duzine veza (A), uglovi(®) i
torzioni uglovi (°): Ru—C12,3988; Ru—N 2,1372; Ru—01 2,0718; Ru—C7 2,2244;
Ru—C8 2,1968; Ru—C9 2,1760; Ru—C10 2,2060; Ru—C11 2,1460; Ru—C12 2,1789;
C1-01 1,284; C1-02 1,224; C6—Br 1,8843; N-—Ru—0O1 77,86; ®o1-ci-c2-n1 = 2,9.
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4.5. Hidroliza kompleksa 6 i njegova reakcija sa 9—metiladeninom

Hidroliza ovog kompleksa pracena je "H NMR spektroskopijom. Kompleks je
rastvoren u D,O, pH je podesen na 7,4 dodavanjem NaOD. Deo *H NMR spektra ovog
rastvora prikazan je na Slici 28. Za pracenje reakcije hidrolize odabran je signal
piridinskog protona H6, jer nema preklapanja sa drugim signalima. Prvi spektar bez
prisustva NaCl ukazuje da je hidroliza brza i zavrSena pre snimanja spektra (u roku od
par minuta). Kompleks je potom rastvaran u rastvorima koji su sadrzavali 100, 22,7 i 4
mmol NaCl u D,O. Ove koncentracije hlorida nalaze se u krvnoj plazmi, citoplazmi i
¢elijskom jedru. Pri sadrZaju od 2 mmol kompleksa u rastvorima razli¢itih koncentracija
hloridnih jona, hidroliza je delimi¢no suzbijena, $to se zakljuCuje na osnovu prisustva
jos jednog seta signala koji poti¢e od nehidrolizovanog kompleksa. Odnos hlorido i
akva oblika, odreden na osnovu odnosa signala, bio je 67:33, 40:60 odnosno 13:87 za
koncentracije 100, 22,7 odnosno 4 mM NaCl. Nije bilo razlike u spektrima snimljenim

30 minuta od pripreme uzorka i nakon termostatiranja na 310 K u toku 24 h.

IN 100 mM NaCl

s . - JL_W_WM_JJJLHLMIM “\

o e
N 22,7 mM NaCl W “
= ol Jl ML Jull I MJ_
Y ¥ L
_!ﬂ 4 mM NaCl “ m
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| bez NaCl | m
I, i it LN M.
v | | ' "
Slika 28. Deo "H NMR spektra kompleksa 6 u D,O i pri razli¢itim koncentracijama
NaCl

Na osnovu ovako dobijenih rezultata zakljucili smo da je kompleks u ¢istoj DO

potpuno hidrolizovan, dok je u rastvoru CI” jona hidroliza delimi¢no suzbijena.

81



Rezultati i diskusija

Slede¢i zadatak bio je da ispitamo interakcije hidrolizovanog kompleksa sa
9-metiladeninom. Napravljen je rastvor ekvimolarnih koli¢ina kompleksa i
9-metiladenina u D,O. Prvi spektar snimljen je 10 minuta nakon meSanja rastvora. Na
tom spektru mogu se uociti signali koji poti¢u od polaznih jedinjenja (hidrolizovanog
kompleksa i 9-metiladenina), adukta kompleksa sa 9-metiladeninom i tre¢e vrste koja
nastaje u najmanjoj koli¢ini. Spektar snimljen nakon 10 minuta i onaj nakon 3 sata
prikazani su na Slici 29. Spektri simljeni od 3 h do 24 h nakon meSanja se ne razlikuju,
pa se moze zaklju€iti da je ravnoteza postignuta u toku 3 h. Dublet na 9,62 ppm potice
od sporednog proizvoda, onaj na 9,57 ppm potiCe od adukta kompleksa sa
9-metiladeninom, dok dublet na 9,33 ppm potice od pocetnog jedinjenja. Poredenjem
odnosa ovih signala, pratili smo tok reakcije. Odnos integrala H6 protona sporednog
proizvoda, glavnog adukta i hidrolizovanog kompleksa na spektrima merenim 10
minuta i onim merenim nakon 3 sata posle meSanja, postupno se menja od 0,4:0,5:0,9
do 0,2:1,0:0,5. Koli¢ina pocetnog kompleksa i1 sporednog proizvoda smanjuje se na
polovinu, dok se koli¢ina glavnog adukta povecava u vremenskom intervalu od 3 h, kad
reakcija dostize ravnotezu. Prinos glavnog adukta je oko 60%. Snimljen je i 2D NMR
spektar ove reakcione smesSe 24 h nakon meSanja i na osnovu NOE korelacija moze se
zakljuciti da je nastali proizvod kompleks—9—metiladenin adukt.
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B.ES 9.60 9.55 9.50 945 9.40 9.35 9.30 ppm
. ¥ 3 1
- . -
A
.
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Slika 29. Deo *H NMR spektra rastvora kompleksa 6 i 9—metiladenina a) 10 minuta
nakon meSanja; b) 3 h nakon meSanja
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4.6. Rezultati ispitivanja interakcija kompleksa 23 sa DNK

Interakcije izmedu kompleksa 23 i DNK izolovane iz grudne zlezde goveceta
(CT DNK) pracene su UV spektrokopijom. Snimljen je UV spektar rastvora CT DNK, a
potom spektri istog rastvora u koji su dodavane odredene koli¢ine rastvora kompleksa
23 u fosfatnom puferu. UV spektri rastvora CT DNK u prisustvu kompleksa 23 u
kojima je razli¢it odnos koncentracija kompleksa i DNK prikazani su na Sllici 30.
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Slika 30. UV spektri rastvora samog CT DNK (¢ = 1x10™ mol/dm®) u 10 mM
fosfatnom puferu sa 50 mM NaCl na pH 7,01 i po dodatku razli¢itih koncentracija
kompleksa 23 (c = 5x10° mol/dm?® do 3x10° mol/dm?). Strelica pokazuje promene koje
nastaju sa povecanjem koncentracije kompleksa.

Na osnovu vrednosti apsorbanci dobijenih spektroskopskim pra¢enjem titracije
kompleksa 23 rastvorom CT DNK, dobijena je vrednost konstante vezivanja Kop.
Promene u UV spektru rastvora kompleksa 23 koncentracije 1,5x10 mol/dm® koje
nastaju sa povecanjem koncentracije DNK prikazane su na Slici 31. Izra¢unata K
vrednost je (2,12+0,25)x10° i dobijena je kao odnos nagiba i odsetka sa grafika
zavisnosti [DNK]/(ea — &) od [DNK]. Tacan nacin vezivanja kompleksa i DNK ne
moze se pretpostaviti samo na osnovu UV spektroskopskih titracija [173]. Ipak,
hiperhromni efekat koji se uocCava na Slici 31, moze se smatrati dokazom da se
kompleks 23 interkalira izmedu baza DNK [173,174].
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Slika 31. UV spektri samog kompleksa 23 i uz povecanje koncentracije CT DNK.

Strelica pokazuje promene koje nastaju uz povecanje koncentracije. Dodatak slici je
grafik zavisnosti [DNK]/(ea — &) 0d [DNK].

4.7. Rezultati ispitivanja antiproliferativne aktivnosti

Citotoksi¢nost kompleksa 1-9 sa piridinskim derivatima kao ligandima,
ispitivana je na Sest tumorskih ¢elijskih linija: HeLa, B16, MDA-MB-361, MDA-MB-
453, FemX | LS-174. Aktivnost je odredivana nakon inkubacije od 48 i 72 h. Dobijeni
rezultati ukazuju da kompleksi nakon inkubacionog perioda od 48 h pokazuju slabu
citotoksi¢nu aktivnost na svim ispitivanim c¢elijskim linijama i u opsegu primenjenih
koncentracija (do 300 uM) nisu dostigli 1Csp vrednosti. Izuzetak je kompleks 1 koji je
na HeLa ¢elijama pokazao ICsp od 275,71+1,57 uM. Nakon produZenja inkubacionog
perioda na 72 h ispitivani kompleksi nisu dostigli 1Cso vrednosti na B16, LS-174 i
MDA-MB-453 ¢elijskim linijama. Na HeLa ¢elijama posle 72 h inkubacije kompleksi
1 — 3 imali su 1Cso vrednosti u opsegu 244 — 296 uM. Posle produzenog inkubacionog

perioda na FemX c¢elijama kompleksi 1 i 7 dostigli su 1Cso vrednosti od 220,50+6,36
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odnosno 269,86+8,53 uM. Nedostatak citotoksi¢ne aktivnosti in vitro je i o¢ekivan za
jedinjenja rutenijuma, koja su ipak u velikom broju sluc¢ajeva pokazala antitumorsku ¢ak
I antimetastatsku aktivnost [175-177].

Antiproliferativna aktivnost kompleksa 10 ispitivana je na dve celijske linije
HeLa i FemX koje su inkubirane tokom 48 h. Rezultati ovih ispitivanja pokazuju da
kompleks ima citotoksicnu aktivnost sa ICsp vredno$¢u od 81,97 uM na HeLa ¢elijama
odnosno 36,23 uM na FemX c¢elijama. Ove vrednosti predstavljaju srednju vrednost
dva do tri nezavisna eksperimenta, sa standardnim devijacijama manjim od 15%.

Rezultati reprezentativnih eksperimenata prikazani su na Slici 32.
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Slika 32. Dijagrami prezivljavanja ¢elija (a) HeLa i (b) FemX posle 48 h kontinuiranog
delovanja kompleksa 10. Prikazani podaci su reprezentativni od dva ili tri nezavisna
eksperimenta sa standardnim devijacijama.

Rezultati ispitivanja antiproliferativne aktivnosti kompleksa 11 — 16 prema
¢elijskim linijjama HeLa, A549 i LS-174 prikazani su u Tabeli 12. Rezultati su izrazeni
kao srednje vrednosti ICsy dobijene na osnovu dva do tri nezavisna eksperimenta.
Visoke ICsp vrednosti (>100 uM odnosno >300 uM) za 48 h izlozenosti delovanju
kompleksa ukazuju na nisku aktivnost ispitivanih kompleksa prema c¢elijama tumora.
ProduZzenje inkubacionog perioda sa 48 h na 72 h, doprinelo je postizanju 1Cso vrednosti
u ispitivanom opsegu koncentracija za komplekse 12 i 13. Pomeranje acetil grupe
piridinskog prstena iz polozaja 3 u polozaj 4 sto je slucaj sa kompleksima 12 i 13 nije
bitno uticalo na promenu aktivnosti ovih kompleksa. Produzenje inkubacionog perioda
na 72 h za komplekse 14 — 16 nije doprinelo poboljSanju antiproloferativne aktivnosti
(ICso > 100).
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Tabela 12. Rezultati MTT testa za komplekse 11 — 16 izrazeni kao 1Csy vrednosti,
odredeni na osnovu dva do tri nezavisna eksperimenta. Znak (>) nagovestava da 1Csg
vrednost nije dostignuta u ispitivanom opsegu koncentracija

kompleks G0 (kM)
HeLa(grli¢ materice) A549 (pluéa) LS-174 (kolon)
11 >100 >100 >100
12 85,38+4,32 90,67+8,07 >100
13 87,4318,60 87,8245,05 >100
14 >100 n.o. >100
15 241,33+12,13 243,06+18,15 >300
16 >300 >300 >300

Rezultati ispitivanja antiproliferativne aktivnosti kompleksa 17 — 23 prikazani su
u Tabeli 13. Kompleksi 17 — 20 koji imaju koordinovane fluor, hlor, brom ili metil
derivate pikolinske Kiseline, sa supstituentima u polozaju 6 piridinskog prstena, nisu
pokazali antiprolifeativnhu aktivnost prema ispitivanim celijskim linjjama. Nisu
dostignute 1Csp vrednosti u ispitivanom opsegu koncentracija do 300 uM. Kompleksi 21
sa brom supstituentom u poloZzaju 5 piridinskog prstena i 22 sa metil grupom u polozaju
3, pokazali su slabu antiproliferativnu aktivnost sa ICsp vrednostima do 190 puM.
Kompleks 23 sa izohinolin—-3-karboksilnom kiselinom kao ligandom, pokazao je
znacajnu citotoksi¢nu aktivnost na svim ispitivanim celijskim linijama. Dostignute 1Csg
vrednosti za kompleks 23 bile su u opsegu od 18 uM na celijskoj liniji humanog
melanoma (FemX) do 84 uM na normalnoj celijskoj liniji (MRC-5). Znacajna
selektivnost uocena je kod kompleksa 23, sa manjom citotoksi¢no$¢u prema normalnim
¢elijama (MRC-5) u odnosu na ispitivane tumorske ¢elijske linije. Moze se pomenuti i
selektivnost prema ispitivanim tumorskim c¢elijskim linijama, sa veéom osetljivoséu
¢elija humanog melanoma (FemX) i adenokarcinoma plu¢a (A549) u poredenju sa
¢elijama grli¢ca materice (HeLa). Treba posebno naglasiti aktivnost kompleksa 23 na
¢elijskoj liniji A549, koja je pogodna za ispitivanje efikasnosti potencijalnih
antikancerogenih agenasa prema tumorima tipa NSCLC (nesitnocelijski karcinom

pluca) koji predstavljaju grupu tumora slabo osetljivih na dejstvo lekova.
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Tabela 13. Rezultati MTT testa za komplekse 17 — 23 za inkubacioni period od 48 h

izrazeni kao 1Csp vrednost. Znak (>) nagoveStava da 1Csy vrednost nije dostignuta u

ispitivanom opsegu koncentracija

1Cs0 (LM)
kompleks HelLa FemX Ab49 MRC-5
(3000¢el/mes) (4000¢el/mes) (5000¢el/mes)  (5000¢el/mes)
17 >300 219,46+12,52 >300 >300
18 >300 >300 >300 >300
19 >300 >300 >300 >300
20 278,36+13,51 168,7+19,94 >300 >300
21 114,31+16,06 73,83+3,65 141,25+£16,06  144,02+17,12
22 119,93+13,67 36,47+1,27 128,33£12,70  190,12+7,73
23 45,35+3,02 18,48+1,89 25,76+1,25 84,18+5,71
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U ovoj doktorskoj disertaciji opisane su sinteze i karakterizacija 23 kompleksa
rutenijuma sa razliitim piridinskim 1 pikolinskim derivatima, kaprilnim i
izonikotinskim hidrazidom, semikarbazonima I tiosemikarbazonima i
izohinolin—-3—karboksilnom kiselinom. Od piridinskih derivata kori§¢eni su 3— i
4—acetilpiridin, 2—amino-5-hlorpiridin, dikarboksilne kiseline, nikotinska,
izonikotinska, pikolinska kiselina i1 njeni derivati (fluor, hlor, brom i metil).
Semikarbozoni i tiosemikarbazoni dobijeni su u reakciji kondenzacije 3- i

4—acetilpiridina sa kaprilnim hidrazidom odnosno tiosemikarbazidom.

Kompleksi su karakterisani IC i NMR spektroskopijom i masenom
spektrometrijom, a stehiometrijski sastav pretpostavljen je na osnovu rezultata
elementalne  analize.  Struktura kompleksa sa 3-acetilpiridinom, 24— i
2,6—piridindikarboksilnom kiselinom, kaprilnim hidrazidom, pikolinskom kiselinom,
6—fluorpikolinskom  kiselinom i 6-brompikolinskom kiselinom odredena je
rendgenskom strukturnom analizom. Ispitivana je hidroliza kompleksa u D,O i
razli¢itim koncentracijama hloridnih jona, interakcija sa 9-metiladeninom i DNK
izolovanom iz grudne Zlezde goveceta. Aniproliferativna aktivnost ispitivana je na

razli¢itim tumorskim 1 jednoj normalnoj ¢elijskoj liniji.
Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je sledece:

e Sintetisani kompleksi dobijeni su kao proizvodi reakcija polaznog
kompleksa [RuCly(n°—p—-cymene)], sa odgovarajuéim ligandima u 1 : 2
ili 1: 2,2 molskim odnosima u metanolu, etanolu ili izopropanolu uz

blago zagrevanje.

e Rezultati elementalnih analiza kompleksa su u saglasnosti sa
pretpostavljenim stehiometrijama jedinjenja

e U infracrvenim spektrima kompleksa sa piridindikarboksilnim
kiselinama javljaju se dve trake karakteristicne za koordinovane i
slobodne karboksilne grupe, $to ukazuje da se ovi ligandi vezuju samo
preko jedne karboksilne grupe dok druga ostaje nekoordinovana. IC
spektri kompleksa sa nikotinskom, izonikotinskom, pikolinskom

kiselinom, derivatima pikolinske kiseline i izohinolin—-3—karboksilnom
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kiselinom potvrdili su koordinaciju preko karboksilnih grupa datih
liganada.

'H NMR spektri svih kompleksa imaju karakteristiéna pomeranja
protona iz p-cimenskog dela molekula, kao i pomeranja piridinskih
protona, osim kompleksa sa kaprilnim hidrazidom koji ima pomeranja u
delu spektra koji je karakteristitan za alifatiéna jedinjenja. 'H NMR
spektri kompleksa sa semikarbazonima i tiosemikarbazonima kao
ligandima imaju dublete H6 protona iz piridinskog prstena na znacajno
drugacijem pomeranju u odnosu na same ligande, $to ukazuje da se ovi
ligandi koordinuju preko piridinskog azota. U 'H NMR spektrima
kompleksa sa tiosemikarbazonima, signali protona NH, grupe su na
slicnom pomeranju kao u spektru samog liganda pa se moze zakljuciti da
atom S atom ne ucestvuje u koordinaciji. U *"H NMR spektru kaprilnog
hidrazida NH; proton je na drasticno manjem pomeranju u odnosu na
spektar kompleksa sa ovim ligandom $to dovodi do zakljuc¢ka da je

koordinacija za rutenijumov jon ostvarena upravo preko ovog azota.

¥C NMR spektri svih kompleksa imaju karakteristicna pomeranja
ugljenikovih atoma iz p—cimenskog dela molekula i piridinskog prstena,
sa izuzetkom kompleksa sa kaprilnim hidrazidom koji ima

karakteristicna pomeranja ugljenika alifaticnog niza.

U masenim spektrima javljaju se pikovi koji odgovaraju masama
molekulskih jona, odnosno masama molekulskih jona umanjenim za
hloridni jon §to potvrduje stehiometrijski sastav jedinjenja, kao ito da su

kompleksi dobijeni kao monomeri i da je hloridni jon lako odlazeéa

grupa.

Rezultati rendgenske strukturne analize 7 jedinjenja potvrduju pseudo—
oktaedarsku, tzv. *’piano—stool’” geometriju karakteristicnu za ovaj tip
jedinjenja, sa p—cimenskim jezgrom u ravni iznad rutenijumovog jona i
sa tri preostala mesta za vezivanje liganada. Monodentatno se koordinuje
3-acetilpiridin, preko piridinskog azota, dok druga dva mesta zauzimaju
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dva hloridna jona. Kaprilni hidrazid koordinovan je bidentatno, preko
kiseonika karbonilne grupe i azota NH; grupe, dok tre¢e mesto zauzima
hloridni jon. Preostalih 5 liganada koordinuje se bidentatno preko
piridinskog azota i kiseonika deprotonovane karboksilne grupe, a trece

mesto takode zauzima hloridni jon.

Hidroliza kompleksa sa 2,3—piridindikarboksilnom kiselinom pracena je
'H NMR spektroskopijom. Snimljeni spektri pokazuju da je kompleks
potpuno hidrolizovan u cistoj D,O i da je hidroliza suzbijena sa

povecanjem koncentracije hloridnih jona.

Na osnovu rezultata ispitivanja reaktivnosti kompleksa prema
9-metiladeninu moze se zakljuciti da kao proizvod interakcije nastaje

kompleks—adenin adukt.

Spektroskopski je pracena interakcija kompleksa sa izohinolin—-3—
karboksilnom kiselinom 1 DNK izolovanom iz grudne zlezde goveceta.

Podaci ukazuju da se kompleks interkalira izmedju baza DNK.

Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti pokazalo je znacajnu aktivnost
kompleksa 10 (sa koordinovanom pikolinskom kiselinom) prema
humanim ¢elijama tumora grlica materice 1 melanoma. Znacajnu
selektivnost pokazao je kompleks 23 (sa koordinovanom izohinolin-3—
karboksilnom Kkiselinom) prema ispitivanim tumorskim ¢elijskim
linijama, sa znatno manjom citotoksi¢no$¢u prema normalnim ¢elijama.

Ova dva jedinjenja bi¢e predmet daljih ispitivanja.
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6703 ———_

577.5

100
95
90|
85

80| &
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70-]
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60|
55 |
50 |
45
40-]
35
30-
25

RUCYINHY

3500 3000 2500 2000

ers (cm-1)

1500

Slika P15. Infracrveni spektar kompleksa 15

1580.4"

1616.1

3054.1

2969.2

1275.7

1000

500

1230.3
1058.0

3000 2500 2000 1500
- Wavenumbers (cm-1)

1000

Slika P16. Infracrveni spektar kompleksa 16

114



Prilog

%Transmittance

“RUGFPIC

681.9
598.9

1502.0°
1388.7'

1570.7

7796

811.4

NN

o o

1467.3
1285.8
1046.9

835.0

1350.7

1611.3

1650.4

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

%Transmittance

Slika P17. Infracrveni spektar kompleksa 17

RUGCPIC

966.5
675.2
563.8

1086.4
834.0

1501.3
1007.6

1393.6
1247.4

1555.6
11433

3091.4
1166.2
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8815
7726

IS
o
1
1595.6

1467.6

1345.3

o
1
1646.9

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Slika P18. Infracrveni spektar kompleksa 18
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Prilog

%Transmittance

100

%Transmittance

100 RUGBPIC

95-
90
85

1472.5

2969.0
1552.9
1437.6

1590.0

1343.1

1644.5

1281.1

1240.1

1131.5

1158.6

563.0
507.9

641.7

1042.4
744,

1088.0
775.4
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90 1

85

T TEE I

NN oW
o o1 ©
T

o
I

RuGMPIC -

3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm-1)

Slika P19. Infracrveni spektar kompleksa 19

1531.1

2067.6
1470.8

1603.3
1353.5
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1652.0

891.9
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917.9
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~Wavenumbers (cm-1)

1000

Slika P20. Infracrveni spektar kompleksa 20
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Prilog

RUsBPIC

1498.4
5086

15565.1
1241.7

1465.6

1C
o
a

1277.5

872.0

-
o
8
3

o
o
I
2964.7

N
o
1
1591.6
1378.1

YT
IS
o
1
1161.6

1325.6

o o
1654.8

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1060
Wavenumbers (cm-1)

Slika P21. Infracrveni spektar kompleksa 21

U3MPIC

570.9

1379.4
1200.7

1
1154.0\

12604

151156
1416.4
690.5

2965.7
1239.8
11232

<
o
&
]

o
t=]
14496

%Transmittance
1583.6

1320.8

1652.3
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\;77 . _ Wavenumbers (cm-1) o

Slika P22. Infracrveni spektar kompleksa 22

117



Prilog

%Transmittance

RUISOQAC_1

50

45

40

35

30

25

34321

20

670.9

3032.7

2923.6

1466.3

1106.3

1313.7

1494.5

560.4

1625.0
1364.0

1657.8

477.0

4037

4171

T
4000 3500

Sl

GRRUSAP
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr™
PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
ist pulse arrayed

u

Width 3198.7 Hz
Arrayed repetitions

OBSERVE  H1, 199.9720419 WHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 32768

Total time 1 minute

3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

ika P23. Infracrveni spektar kompleksa 23

Ul e u_J‘MJL_M A Lﬂ_m

e v L
16.48 5.31 11.91
3.97 5

Slika P24. *H NMR spektar kompleksa 1
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Prilog

GRU4AP
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr"
PULSE SEQUENCE

cq. e
width 2792.9 Hz
Arrayed repetitions
OBSE! H1, 199.8720412 WHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 32768
Total time 1 minute

4
2.632
2.524

/_2.516
2.506

1.211

2.090
= Ni178

5.813
5.795

—2.655

|

2.836
2.498
\_2.488
1.850
—1.256

GRU2ASCP
Solvent: dmso
Anbient temperature
GEMINI-200 “nmr
PULSE SEQUENCE
Relax.

Arrayed repetitions

OBSERVE K1, '199.9720425 MHZ

DATA PROCESSING
ine broadening 0.2 Hz

FT size

Total time 2 minutes

- T i
3

Slika P25. *H NMR spektar kompleksa 2

Jo e .

S _,JJ‘ML_ il

I

e
2.57

-
1 ppm

{
il

11.91

Slika P26. 'H NMR spektar kompleksa 3
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Prilog

GRUINCAC

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE
Relax

OBSERVE  H1, 199.
DATA PROCESSING

Total time 2 minutes

ns
9720416 MHZ

| | f o
o L \ Jt_m A__/J
: : 7 3 ] ; ! A v
Slika P27. *H NMR spektar kompleksa 4

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
pulse arrayed

Arrayed repetiti

ons
OBSERVE  H1, 199.9720408 MHZ

DATA PROCESSING
ine broadening 0.2 Hz

FT size 32768

Total time 2 minutes

L | _
| I
i
_»;w | AN
I LA L )
T T T T T T T T ¥ T T T T T T T
14 13 . - 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
- . w o o . .
2.88 3.06 3.78 5.0 24.74
3.36 3.44 15.03 10.87

Slika P28. 'H NMR spektar kompleksa 5
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Prilog

GRU23PDC
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr*
PULSE SEQUENCE

R

631
Total time 1 minute

JUL ) UJL_,J B\a__ -

GRU24PDC

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200  “nmr+
PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

e
-0 degrees
sec

<
E3
H
33
g

tions
H1, 199.9720415 WHZ
Nl

FT size
Total time 20 minutes

11 10 9 8 7 5 5 4 3 2 1 ppm
— [ J— — J—
5.04 11.22 5.55 33.88
5.67 s.58 10.91 16.42 1.38

Slika P29. 'H NMR spektar kompleksa 6

Slika P30. *H NMR spektar kompleksa 7
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Prilog

GRU2SPDC
Solvent: dmso
Amblent temperature
GEMINI-200 "nmr*

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed

q. time
width 2995,
Arrayed repetitions
OBSERVE H1, 199.9720425 WHZ
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 3276
Total time 1 minute

5.711

5.679

\5.922
2.725

7 .
JLJ{ S | ST Y

—1.143
1.138

—1.171
1.109

-
ppm

Slika P31. 'H NMR spektar kompleksa 8

2RU26PDC
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr*
PULSE SEQUENCE

Jax

Arrayed repetitior

08! H1, 198,

DATA PROCESSING
ine broadening 0.2 Hz

L
FT size
Total time 14 minutes

ns
9720425 MHz

e e s - %
‘
It
\
‘ | f
A uw W N
T re= T T L i T T T T LA
14 13 12 11 10 3 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
R B e —
1.08 6.120.30 0.57 7.97 8.80 4.110.75
7.37 0.42 1.88 2.54 3.22 2.30 14.73 14.7

Slika P32. 'H NMR spektar kompleksa 9
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Prilog

GRUPICAC
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax

Arrayed repetitions
OBSERVE _ H1, 199.9720415 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 163

Total time 1 minute

-
f f / y
T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
e —— e
£:38 2 % an®? 2.52 e 15.54

Slika P33. *H NMR spektar kompleksa 10

i 3 8 g o@E M ¥ owm  moowm
il | i I & =-m

N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
28 27 28 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 03 ppm

WoH o W oW W

Slika P34. 'H NMR spektar kompleksa 11
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Prilog

RUSAPKHL
Solvent: dmso
bient temperature
GEMINI-Z00 “nmr
PULSE SEQUENCE
51 ay
Znd pulse 80,0 degrees
tine 1lads"200
yldin 2009
i epetitions
OBSERVE . L, 1998720408 MMz
DATA P
Line broagening 0.2 Hz

FT size 16;
Total time 5 minutes

— — T e e e e ¥ -
T r v — T ; S S e e L A e S e A R e e e
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
L I R ] e e i
0.14.18 028 1.8 191 0.57 ¥ a7 .
0.280.65 1.45 1.94 6.64 sﬂ,l! . !.&: ‘ll.l; ’7‘ 87 ., ae.20 R

Slika P35. *H NMR spektar kompleksa 12

sag: RUAARKEIA
o EXENG
)
NV I Il e ey
PHOBED 5 me O 1B
PULPROG 0
[ ) 32
SOLVENT
s 3z
Eﬂ B910. 417 Rz
FIDRES %
i :g 2.5166323 aee
! o 6. nsec
DE 6.50 usec
e 258.0
1 o 00000000 sec
1 ™o 1
m\—h—-—- CHANNEL f1 sem=sse
Bl 9.35
T T T T T ™ T T T T 1 0.00 @B
85 84 83 8.2 8.1 8.0 738 78 ppm 58 ppm FLY BREat b
81
WO W E b
WOW
BER 8 8 BEesRE 353 558 ]
M = 3 e iieit] Sdi B 0.20 B2
- - o dde : e ns

i Wil W

=
——etoe

|

_.JmL_-,lJ\JL_J W,AML_N__,-___}']\ /UJ\\}L M ﬁL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 uf‘"

-1 W R

Slika P36. *H NMR spektar kompleksa 13
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Prilog

RUSAPTSCA/2
Solvent: dms
Ambient temperature
GENINI-200 ‘“nmr*
PULSE SEQUENCE

Relax

e 90.0 degrees
Acq. time 1.440 sec
Width 4600.0 Hz
Arrayed repetition

s
H1, 199.9720420 MHz

OBSE|
DATA PROCESSING

FT size 16384
Total time 41 minutes

S e e

T T

—1————7 T

s
——2

-
11 10 9 8 7 6 5 a4 3 2
- L - [—— —— f—
1.59 2.062.91 0.51  0.99 0.838.90 4.33 L‘JZ .14 1.713
2.02 2.86 2.30 2.15 0.79 0.95 2.90 6.806.72.94 17.
2 womw o co~ oo
H spay gar =t SEnR
a 2Rz gag £os 2828
b RREE RAR ik RSSO Do
g GSEw ] R e Gode BN
oW v W E
o
INSTRUM
BROBHD
PULPROG
™
SOLVENT
NS
0s
S
FIDRES
A
| RG
oW
h DE
! E
Dl
I ! I 00
| I |
Pl
PL1
T T T T T T T T T T 1 ELIW
10.5 10.0 95 9.0 85 8.0 75 70 65 60 ppm IO
SF
() o) ) ~ oo WD
5| 8 53 5 33 ss8
S| = i o 3)s o
GE
PC
.. em U droses - cnrnaen
2558 £8 2F PRZ3I2G 28 enheess
BIRE 58 8% 538839 38 SRezens
SIIR 28 98 23832% 88 ARSRESR
oo aa AN NaNN e N A

B
A
~
—1
~N

Slika P38.

ppm

1.2
4.77

'"H NMR spektar kompleksa 15

Ru4APTSCAL
1

1

20110826
9.27

spect
5 mm BEO BE-1H
2930

32768

DMSO

32

0.192661 Hz
2.5952756 sec
161

79.200 usec
6.50 usec

298.0 K
2.00000000 sec
1

CHANNEL £1

10
9.35 usec

=g
&

27.37956238
500.2629571 Mitz

32768
500.2600063 Miz
BM
[
0.20 Hz
0
1.00
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Prilog

RUCYINHYM
1

W B e

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1K
BULPROG 2930
h D 32768
SOLVENT Diso
NS 16
S 6453.506 1z
i FIDRES 0.198166 Hz
);g 2.523;3?[; sec
i o0 77.000 usec
U DE 6.50 usec
o 2.00000000 sec
™0 1
=mmm=ms= CHANNEL fl ========
NucL W
T T T T T T T T T 1 b 5.0 4"
86 85 8.4 83 82 8.1 8.0 7.9 78  ppm ELv 27.3795623% 0
w-l) 7-‘) g}[‘m 500. 21 aro1s MHz
el SE 500.2600063 MHz
WoW EM
SSB 0
LB 0.20 Hz
cB 0
PC 1.00
I
[

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
6.0 5.8 5.6 ppm 28 27 26 25 24 23 22 21 20 1.9 1.8 17 16 1.5 14 13 ppm
H oW Tw W OWW W

H 1
Slika P39. "H NMR spektar kompleksa 16
RUBFPIC

solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE
Relax.

cq .
width 4600.0 Hz
Arrayed repetitions
BSERVE  H1, 199.9720414 WHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 1
Total time 1 minute

abn Ll

5 4 3 2 1 ppm
T - s — P T 1oty
389 8.04 8.34 12.04
6.97 7.71 4.07 25.62

Slika P40. *H NMR spektar kompleksa 17
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Prilog

RUSCPIC
Solvent: dmso
Ambient temperature
GENINI-200 ‘“nmr"

0 Hz
yed repetitions

OBSERVE  H1, 199.8720414 WHZ

Line broadening 0.2 Hz

T size
Total time 10 minutes

e
4.27
1

RUGBPIC
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
1st pulse arr

ayed
2nd pulse 90.0 degrees
1.440 sec

rrayed repetitions
OBSERVE  H1, 199.9720414 WHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 16384

Total time 1 minute

o
@

ad
w-

Slika P41. *H NMR spektar kompleksa 18

Slika P42. *H NMR spektar kompleksa 19

14.44
13.63

—

ppm
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Prilog

RUBHPIC

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr®
PULSE_SEQUENCE
Relax

Total time 2 minutes

L

-
W \ J J ] L* AAAAA
e T e T 1 1 e ; T - —
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
ey ] e~ ] e
2.99 12.36 9.38 .11 9.65
5.54 11.60 2.71 9.42

Slika P43. *H NMR spektar kompleksa 20

RUSBPIC

vent: dmso
bient temperature
GENINI=200 "nmr"

PULSE SEQUENCE
s Tan delmy arrayed

Re
151 pulse arrayed
ind pulue S0.0 degroes

Arrayed regot]tions
ORSERVE HL, 189 8720858 Wz k

,_
e
25
=
-
=
&
102
435
0.83%
o
874

4 ?
Total time 10 minutes o - o]

o

5.471

3.208
9.198

8.145
8.136

8.103

\_8.084

\o.am

' B e T s a4 ————
8 8 7 & 5 4 ppm
- — — - eE PR
[t
o 1.88 e saa Y 2.51 16.04

Slika P44. 'H NMR spektar kompleksa 21
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Prilog

RUEMPIC
Solyent: dmso
Ambient tem,
GEMINI-200 “nmr
PULSE SEQUENCE
elax. delay arrayed
e

.
2nd pulse 0.0 degrees
sec

iz
tions
9.5720824 Mhz

Arrayed én

Line broadening 0.2 Hz
FT size 16
Total time S minutes

-~ 8.950
—_8.934
~_7.565

7.408
7.381

\_7.384

s

o 7.0a

~-5.538

5.358

2,330

~-8.118

798

\_z.289

Slika P45. *H NMR spektar kompleksa 22

RUISOQAC/1

Solvent: dmso
mbient temperature
GEMINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE
elax. delay arrayed
1st pulse arrayed
2nd pulse 90.0 degrees
c: 91 sec

width 4600.0 Wz

0
ons

OBSERVE W1, 199.9720420 MHz

DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 16384

Total time 2 minutes

e ——
10 9 8
i
2.60 2.33 5.17
26

-

4.96

5.15

o T T T T
4 3 2 1 ppm
>, -
7.52
2.67 15.92

Slika P46. 'H NMR spektar kompleksa 23
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Prilog

GRRUSAP

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEWINT-200 “nmr*

10 Hz

Arrayed repetitions

OBSERVE C13, 50.2823628 MHZ

DECOUPLE H1, 1398722306 MHz
0 B

Power
continuously on

LTz-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
otal time 26 minutes

—86.549

—85.693

__153.685
135.783
124.075

—_143.712

-100.296

81.560

-106.596
82.980

197.690

15215

—40.356

—40.538

\__38.862

27.100

o T T T T

T
200 180 160 140 120 100 380

Slika P47. **C NMR spektar kompleksa 1

GRU4AP

Solvent: dmso
Ambient temperature

GEMINI-200 “nmr*

PULSE SEQUENCE

Relax.

2nd pulse 73.6 degrees
Acq. time 1.067 sec
width 1500
rrayed repetitions

OBSERVE €13, 50.2829619 Mz

DECOUPLE H1, 199.3722306 Mz
Power 0 dB

cont inuously on

VALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768

Total time 3.0 hours

151.059
121.526

86.567
85.730

156.194
,—121.908
106.578
100.296
83.253
81.569

142.775

40.538

40.956
—

40.118
9
_39.299

\_38.881

30.159

27.082
—22.075

21.674

18.051

———_21.656

18.033

- 22.038

Slika P48. *C NMR spektar kompleksa 2
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Prilog

GRU2ASCP
Solvent: dmst

o
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr*

PULSE SEQUENCE
R

Total time 14.0 hours

40.119

40.538

86.567
85.730

/740.355

145.888
136.948
109.491
106.559
100.295

158.761
117.539

_39.281

\_38.862

38.444

30.159

1.674

18.051

T
180

GRUINCAC

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-Z00 “nmr"
PULSE SEQUENCE

rrayed repstitions
OBSERVE C13, 50.2829619 MHz
DECOUPLE H1; 1393722306 MHz

otal time 102 minutes

T
160

Slika P49. **C NMR spektar kompleksa 3

40519
\_38.862

Slika P50. **C NMR spektar kompleksa 4

131



Prilog

GRUNICAC
Solvent: dmso
rature

et

tions
50.2829610 MHz

DECOUPLE H1, 1399722306 WHz
B

Power 0
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

ne broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 57 minutes

158.554
150.459

166.536

—40.119
\_39.281

,—86.585

—————"85.730

137.240
124.075

106.596
_100.314

81.669

—40.538
\__38.881

/

30.177

1.692

18.069

GRU23PDC

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-Z00 ‘“nmr*
PULSE SEQUENCE
Relax

Acg. time 1.
width 150000
Arrayed repetiti
OBSERVE  C13, 50.2829610 MHz
DECOUPLE H1, 1393722306 MHz
Power
continuo
T2

Total time 28 minutes

167.319

16094

T
120 100 80 60 40

Slika P51. *C NMR spektar kompleksa 5

—a0.119

40.538

128.154
101.552
98.439

\__39.281

154.810
138.023
134.144

146.289

38.862

ppm

180

T
160

Slika P52.

T T T
140 120 180

3C NMR spektar kompleksa 6
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Prilog

GRU24POC
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr'
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
ist pulse arrayed
2nd pulse 73.6 degrees
cq. time 1.067 sec
width 150000 Hz
Arrayed repétitions
OBSERVE C13, 50.2829619 Mz
DECOUPLE H1, 189.9722306 Wz
0 dB

Total time 13.7 hours

40.938

g2, 55
e 2=
528% | i
N 342 i A
g 28 NEi 2 %
& o 23 g, ] : g
o : 2 i Rz H 5
8 22 S §= e
s g 98 o T LR
s | 2 | \ | ‘
| ‘ |
| | l
|
I ami s o A por sty ANk W T Wy ot g iy h
S T T T T T T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
GRU25PDC
Solvent: dmso
ambiont temperature
GEMINE-Z00" e
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
i3t Bu1se ar ravi
2nd Bulse 7500 Gegrees
q. time 1.067 sec
Width 15000.0 H:
Arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2829610 MHZ
DECOUPLE N1, 1396752506 Mz
Fouer
continuously o
TZ-16 modulated
DATA PROCESSINC
Tne broadening 1.0 Hz
F1'57z0 S2768
Total time 34 minutes
a5
ENEH
28
S ]
g N 53
27 o / 25
3 s y L ] gz
~ N E om PE 2T ea 2 o
2 b 3 s 8 “g "’T@T = |
] = 18 H H :
|

169.850
" 153.281
— \

"
IR oo (4 W Y Lisbiahd i 4 s T WMo

T T T T T T T T

100 80 60 40 20 ppm

Slika P54. **C NMR spektar kompleksa 8
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Prilog

2RUZ6PDC

Solvent: dmso

Ambient temperature

GEMINI-200 “nmr

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
o

73.6 degrees
17067 sec
0 Hz

Arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2823619 MHz

DECOUPLE H1, 1999722306 WHz v
ower 0 dB =
continuously o ‘
VALTZ-16 modulated K

DATA PROCESSING g

Line_broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 16.7 hours

85.730
—81.305
21.674

~—86.567

170.160

—165.717

125.787

171.525
—155.721
\
—106.5%
~54.965
80.304
79521

167.556

Slika P55. *C NMR spektar kompleksa 9

GRUPICAC/3
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr"

PULSE SEQUENCE
Rela

H
g
3
H
2
g
2
i
a
"
=
s
=)
T \_39.281

Total time 52 minutes

40.519
38.862

128.300
125.587
40.956
38.444
30.651
18.269

154.009
139.862

150.732
98.384

101.170

170.669

I T T T T T T T T T T T T

T T y
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Prilog

RUCYCAHY
Solvent: dmso
Ambient temperature

GEMINI-200 ‘“nmr"

PULSE SEQUENCE
Relax. delay

Arrayed repetitions

OBSERVE C13, 50.2829601 MHZ
DECOUPLE H1, 199.3722306 MHz
Power 0 dB

continuously on

Wi

Line broadening 1.5 Hz
2768

FT size 3
Total time 17.1 hours

40.538

40.956

179.883
100.086
96.727
604
748
—81

T T o T
180 160 140 120 100 80 60 ppm

RUSAPKH1
Solvent: dmso
Ambient temperatur

GEMINI-200 “nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed

ns
OBSERVE  C13, 50.2829601 M
DECOUPLE H1, 193.3722306 Mi

z

H:
Hz

Fl
86.604

broadening 1.5 Hz
FT size 32768
Total time 39.1 hours

18.069
17.796
14.154

123.693

149.767
148.784
147.618

147.345
133.543
106.596

100.332

13.481

175.658
149.967
134.144

169.668
\—144.832
82.379

T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Prilog

NAME RU4APKH2
EXPNO 2
PROCNO 1
Date_ 20110427
Time 10.16
INSTRUM
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
BULPROG 2gpg30
D 32768
SOLVENT DMSO
NS 356
DS 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
0.5505524 sec
RG 103
oW 16.800 usec
DE 6.50 usec
T 298.0 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D0 i€
CHANNEL f£1
13¢
11.50

usec
B

32.22848892 W

SFOl 125.8043140 MHz
CHANNEL £2

CPDPRG2 waltzl6

uCc2 18
BCPD2 80.00 usec
PL2 1.20 dB
PL12 18.40 dB
PL13 .40 dB
BL2W 20.76952171 W
PL12W 0.39575511 W
PLL3W 0.39575511 W
SF02 500.2617054 MHz
sI 32768

SF 125.7905405 MHz
WDW EM

5B [

1B 1.50 Hz
cB 0

BC 1.40

§ & 58 S8 8 8 e
] i 53 B g # s
| 1 |
L k o | "
" o
200 150 180 170 160 s 140 130 120 10 100 % ppm
288 & N ER B 3 & Ses 2 @
288 § & 83 8z g 3 sxd 5 g
I/ NIRRT A
oo s adkomrson

RUSAPTSCA/2

Solvent: dmso

Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed

2nd pulse 81.8 degrees

q. time 1.067 sec

ons
50.2829610 MHz

OBSERVE  C13,
DECOUPLE H1, 1999722306 MHz
ower

cont inuous1y on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz
FT size 32768

Total time 15.0 hours

206.211

L
40 39 38 37 36 35

i s e i b ) e i il i L iy e i e e i i i i i e i et
34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 ppm

Slika P59. *C NMR spektar kompleksa 13

179.464

86.585

———_85.730

129.064
126.333

124.858
106.578
_100.314

160.983

\_38.444

\__18.069

\_13.918

Slika P60. *C NMR spektar kompleksa 14

T

40

T ImEmnnmama )

20 ppm
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Prilog

NAME RU4APTSCAL
2 o S - g =] o EXPNO 2
: eo 9 T 2 < . PROCNO 1
2 22 3 e 8 S g B Date_ 20110826
= a3 o S o S 2 iz 9.37
INSTRUM
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG 2gpg3
32768
SOLVENT DuSO
ns 6157
DS 4
sWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.508261 Hz
AQ 0.5505524 sec
RG 203
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
CHANNEL f£1
3c
11.50 usec
3.00 dB
32.22848892 W
| 1] ] L SFOL 125.8043140 MHz
" o PP TPTI " A ) el " . " TPRARTPURURTY AP o
e L Mkt Ml o BT G A it CHANNEL £2
T T T T T T T T T T T T T T T T T Ceoeaaz valtele
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 pPPM ecen2 80.00 usec
PL2 1.20 dB
. o e - P - PLL2 18.40 dB
B a2 2 8 8 & &6 & & pL13 18.40 dB
o o & & @ & Jd8 & « PL2W 20.76952171 W
o ~ < aJ S NS = = PLL2W 0.39575511 W
PL13W 0.39575511 W
SFO2 500.2618950 MHz
s1 32768
SF 125.7905360 MHz
WOW EM
ssB 0
LB 1.50 Bz
GB 0
BC 1.40

_‘:T“m.;.'”;J b At e MJ\‘MNJJW| »

T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30

T T
25 20 15 10 ppm

Slika P61. *C NMR spektar kompleksa 15

RUCYNHY

Solvent: cdcl3

Ambient temperature

GEMINI-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

1st pulse arrayed

2nd pulse 73.6 degrees
7 sec

ons

OBSERVE  C13, 50.2830251 MHz

DECOUPLE H1, 199.3712807 MHz
dB

e
e3
385
g
£y
]
a81
EE
Hh

2%
e
=

—40.538

40.119

FT size 32768 .
Total time 54 minutes

,—40.956

. —86.622
~—85.766

123.074

138.933

@
s

 66.775

| | I
| | 1

il MIJMIM YRR 1‘ RO ‘iMulIlMM‘ ik i o (A

130 20 110 100! 90 80

70 80 50 40

Slika P62. *C NMR spektar kompleksa 16
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Prilog

RUGFPIC

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 '"nmr"

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed

1st pulse arraye

2nd pulse 81.8 degrees

Acg. time 1.067 sec

width 15000.0 Hz

Arrayed repetitions

OBSERVE C13, 50.2829628 MHz
DECOUPLE H1, 1999722306 MHz
Power 0 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz

FT size 32768

Total time 52 minutes

A\ -39.700
\_39.281

38.862

40.519
\

il

2 B |
|
\
; léﬂ T léﬂ T ‘11‘“] l-Zer;‘r1 B ‘laﬂ ; p‘plln
Slika P63. *C NMR spektar kompleksa 17

Solvent: cdc13

Ambient temperature

GEMINI-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

1st pulse arrayed

2nd pulse 81.8 degrees
. time 1.067 sec

width 15000.0 Hz

Ar p ons
OBSERVE C13, 50.2827221 MHz

DECOUPLE H1, 199.3712807 MHz sz
Power 0 dB RE
continuously on oo
LTZ-16 modulated kx4
DATA PROCESSING 1]
Line broadening 1.5 Hz ]
FT size 32768 2 2
Total time 118 minutes 2 -
o 1
S J
s ]
wo g
22a -
reg ¢ Jo 32
so —~ 3 a2
© o w - 23w R <%
o a2 = R > 33w
hd . s o3 LI
5o b1 2 3 =
b3 - S o= Se
18 -3
ao HJ
H [
‘ \
‘ |
Lot Ml b et e Ly Ju L kil " .l L W
Liais Ll bl et Liasti A Lol i il o
T T = T T T LS e T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Slika P64. *C NMR spektar kompleksa 18
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Prilog

RUSBPIC
Solvent: dmso
Ambient temperature

GEMINI-200 '“nmr"

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed

ist pulse arrayed

2nd pulse 81.8 degrees

Acg. time 1.067 sec

width 15000.0 Hz

Arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2829619 MHZ
H1, 199.8722306 MHz

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

768
Total time 62 minutes

124.858

141.701

153.317

169.977
1a7.218

& s ML

__81.141
\_80.923

100.915
86.112
_77.663

101.844

T T T T

T
180 140

T

120

ol
Ll )

—40.956

- 40.118
\\—39.700

40.538

T
100 80

T
40

Slika P65. *C NMR spektar kompleksa 19

RUBMPIC

so1 dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr"
PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
ist pulse arrayed
2nd pulse 81.8 degrees

sec

Acq. time
width 15000.0 Hz

Line broadening 1.5 Hz
FT size 32768
Total time 14.7 hours

139.461
128.955
123.256

162.083
150.914

170.724

80.413
79.885
78.829

86.130

- 100.624

40.956
—

—4a0.519

40.119

—39.281
_38.862

39.299

2
3
©
&

\_21.874

—————————_18.706

22.184

o

T

20

.137

—22.257
21.692
18.524

30.578

T

ppm

T

180

T T T

160 140

e

120

o W .

B o T e o o o e oo
100 80 60

Slika P66. *C NMR spektar kompleksa 20
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Prilog

RUSBPIC

Solvent: dmso

Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr'
PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed

2nd pulse 81.8 degrees
Acg. time 1.067 sec

OBSERVE C13, 50.2829537 Nz
DECOUPLE W1, 139.8722306 MHz oge
wer 0 dB -~
cont inuous Ty on g
2-18 modulated B4
DATA PROCESSIN 119
Line broadening 1.5 Hz
FT st 2768 il
Totai time 28 minutes w
g Il
W H
2 |8
Lol
2 DT <
A b sg8g < L
@ e Saoo z 1 =
5 ” s G878 5 K]
[ | ~ s | ® 1
& e H |
s ] f |
g ] s |
| - ° M ‘
| | a

Slika P67. *C NMR spektar kompleksa 21

RUSMPIC
Solvent: dmso
Ambient tem

GEMINI-Z00

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed
2nd pulse 81.8 degrees

cq. time 1.067 sec
width 15000.0 Hz
Arrayed repetitions

OBSERVE  C13, 50.2829637 MHz

DECOUPLE H1, 199.3722306 MHz
Power 0 dB

continuously on
LTZ-16 modulated
DATA PROCESSING °
Line broadening 1.5 Hz S
FT size 32768 =
Total time 16 minutes 1
o
S
4R
g
2
8 %
- ; s
2a%o s o —
ER-RRvY - ol -4
el q48
geqn 8%
] 1278 . g gi=s
2 g b 8998
5 2 Z S s sr s
% o ] < ‘” i
o8 L <o s
o T3 @
o | = 23
| 5 32
| = =
|
|
|
I
i\
) |
AL il .t T : T ey T T : ! ' T LA s
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Prilog

RUIS00AC/1

Solvent: dmso
Ambient temper:
GEMINI-200 “nm

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
ist pulse arraye:
2nd pulse 81.8 degrees
cq. time 1.067 sec
width 15000.0 Hz
Arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2829628 MHz
DECOUPLE H1, 199.9722306 MHz
Power 0 dB
continuously on
WALTZ-16_modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.5 Hz
FT size 32
Total time 15.6 hours

171,082

..

40.956

\_38.444

157.378

123.529
101.243
98.475

143.285

|
1’ML L

T

180

e e T T T T T

160 100 80 60 40

Slika P69. *C NMR spektar kompleksa 23

ppm

a.oes g

a.5as ]

a.005 4

3.005

2.5es

G

2.005

\
‘
\
\
a.sas ] ‘
\
\
|
‘
‘

W TTOF VS 0,830 16 0788 M Tem S0 GRUSEP D0 KT OV P on 1w AGHent

ase.coaa

| i A

MiBX. A 665 counts

aoo 500 650 70 260 1000 1100 1200

E)
miz amu

EECT)

T400

1.zoes

12005 -

1.1005

1.00as -

2.00aa

B.00=4 |

7.00aa

5.00aa -

e

W TTOF WIS 5350 16 0. 788 min from SG ORUSSR DS K7 0v_pos 1 will Agiiont

azs.poas

Miax 4. 805 counts

br) AN

1 A\ 2!
4350 Hab s Aah o

iz amnu

q3% 5

N
9
o

EETNS dans

dazs dak.o
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Prilog

TTOR

8.0e5 |
I TTE
7.0m5 4
s.5e5 ]
6.0e5
5.505 4
5.0e5 4

E a.ces 3
3508
3.005
2 505
2.005
1.50s 4
1.0es 4
5,004 4

o.0

TS! G 356 16 0. 861 min from S.

21a.0202

E 402.0259.-438.0026

|

|
i |
&

RUZAPDC_VIK7 OV_po=1 wilf Agilont

707.5775

i

Tiax. 8. 265 counts.

A
160 zb0 286 a

=) 560 s00 700

200 1660 1100 1200

ado
miz amu

1360 1400 1500

Eax=rg

1705
P
+.50s 4
1405 ]
A 3&5"
1205 ]
s.res ]
1.0ms

5.004 ]

8. 0aak

Teraares

7. 0ca |
.00
5.0
a.0ea ]
2,084
2. 0es

1.0e4

WS 0355 to 0.861

azs.ooze

i

|
asv.0071 '

i from SG-GRUZAP D G_MR70V_pos 1 will Agilent

440.0110

Miax. 8265 counts

o.0

4355
miz amu

4ans

Aah.0

Slika P71. Maseni spektar kompleksa 7

8. 365
8,005

7.se8

7.0es

4.0e8

G =T

a.ses

3.005

&.505 4
s.005
s.5e5 ]
s.005 4

4.505

214.0880

a0z.0z58

as. 0822

TTOF S 05337 to 0.848 min from 56 GRUSSP DG K7 OV_BS s 1 Wit Agient

707.8777

i

Max 8 355 counts.

aoo sdo [=TY=) 7o06

&850 560
vz s

000 A100 1200

1doo 1400 1800

s000.0

438.0022

-
“ I |
v‘L | [\

TiS: 0.231 10 0,845 min from SG-GRUZEPDG_MR7OV_pos1 wilf Aoilent

aa0. 0265

TiBx. 5.365 counts

aaz 0511

A36.5 dse o 43B.5 1s9.0

435.5 4450
sz amu

Aa5 5

4450 d4az 5 dab.o
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Prilog

W +TOF MS: 0.416 min from SG_RUCYCAHY_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.042 to 0.238 min) iax. 4.5€5 counts.
4565 246.6122
4.4e5
4205
4.0e5
385
3.6e5
34e5
3.2e5
3.0e5
2.8e5
393.1482
2665
2 217.5910
3 24 246,126
2 22e5
2 429.1248
g
£ 20e5
1.865
4311261
1.6e5
1.4e5 3951490
217.0916
1.2¢5
1.065 b
451.1904
8.0e4
6.0e41
4.084
2.0e4
T P — i, -
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
S miz, amu
+T S: 0.763 to 0.9 min from 11_| SAPKHT_ V_pot X Agllent Max. 1. coun
~133.0905
1-8€87 Liscezz
1. 406
1.3e6
1.206 -
1.1e6
1.0e6
9.0e5 s32. 1686
8.0es -
7.0e5-4_L102|0877
©.0e5
262.1919
5.0es5 -
4.0es -
2.0090
3.0es8
2.0es5
1.0es8
°'° 2 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
miz amu
TTOF MS: 0.763 1o 0. Tin from 1 R _PosZ. Tent Max. 1.568 counts]
532 1686
8.5e5
8.0e5
7.85es5
7.0es5
6.5e5 534.1881
6.0es5
5.6e5 531.1880
5.0es
4.5e05
4.0e5
- 830.167 sp3. 1646 s37.30956
B oes s20.1647
2.Ses
2.0es5
1.5e5W
1.0es5 L
5.0e4a
s BP0 D Lo .
B 408 600 502 604 6068 808 6510 612 6514 65168 618 520 522 624 526 628 530 632 5 538 538 sa0
m/z amu

Slika P74. Maseni spektar kompleksa 12
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Prilog

360 310 320 330 340 2350 360 370 380
miz amu

W +TOF MS: 0.421 min from I_RU4PKHZA_MK140V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.030 to 0.225 min) Max. 1.366 counts.
262.1906
1.256
1.206
1.15e6
1.10e6
1.0566
1.00e6
9.50e5
9.00e5
8.50e5
8.00e5 532.1635
7.50e5
@ 7.00e5
£
5
8 6.50e5
2
2 6.00e5
5 534.1630
= 5.50e5
5.00e5
4.50e5
4.00e5
3120070
3.50e5
530.1638
3.00e5 3140070
25085 2822776
2.00e5
15065 3100079 5pii1660
1.00e5 526.1
5.00e4
oot ul“ i - .LIM il . L L
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
m/z, amu
TTOF MS: 0.666 to 0.986 min from II_RUJAAP TSCA_2_MK140V_pos1.wWiff Agilent Added +T... Max. 1.8e6 counts |
aze.0702
1.8e6 4
1.7e6
1.6e6 -
1.5e6
1.4e6 4
1.3e6
1.2e6 -
214.0899
1.1e6 +
s 1.0e6
9.0es
s.0es 4
7.0e5 ]
8.0eS5
5.0e5 -
4.0es5
3.0e5 -
2.0e5y) 82.2795 515.9132
1.0eS5
s WY (0 Y P x
2 200 <400 800 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
m/z amu
TTOF MS: 0.666 to 0.986 min from II_RUJAP TSCA_2_MK140V_pos1.wiff Agilent, Added +T... Max. 1.8e6 counts.
429.0702—
1.8e8
1.7e6
1.6e6 -
1.506 ]
1.4e6
1.3e6
1.2e6
1.1e6 - 431.0699-
=
9.0e5 -
8.0e5
7.0eS5 427 5
6.0e5
s.0e5
4.0es5 430.071
3.0e5 -
2.0e5y] 282.2795 423.0
TBan] |
0.0 ' T il
& 220 =230 =240 250 260 270 280 2980 350 400 410 420 4

Slika P76. Maseni spektar kompleksa 15
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Prilog

WTIC of +TOF MS: from I_RUCYINHY_MK70V_pos2.wiff Max. 4.7e8 cps|
0.4;
4508
“ Oeaf(
3.5e8
2 3.0e8
2
2
258
\
2.0e8 —
1.5¢8
025 030 0.35 040 045 050 055 060 0685 0.70 075 0.80
Time, min
W +TOF MS: 0.427 min from II_RUCYINHY_MK70V_pos2.wiff Agilent, subtracted (0.036 to 0.232 min) Max. 2.266 counts!
2268 3120220
2.0e6 394 ?250
1.8¢6
1.6e6
g 14e6
5
g 1206
% 106
£
< 8.0e5
6.0e5
4.0e5
205
0.0® S
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
W TTOF MS; 0.806 tc 0.804 min from I_RUFBPIC_MIK70V_posi.wiif Agllent Wiax. 3.5e6 counts
3.8e5 ~—100.0753
3.4e5
3.2e5 4
3.0e5 -
2.805
2.6e5
2.465 ]
2.2e5] —117.0902
i 2.0es -
1.8e5
g 417.0860
1.6e5
1.405
1.2e5
1.005
8.0e4 ]| 214.0804
6.0e4 - ‘24 2844 680.9815
4.0e4y l
2.0e4 -
gt |19 ) | i
: 200 edo 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
miz amu
- +TOF MS: 0.3006 to 0,804 min from II_RUFBPIC_MK70V_pos1.wiff Agilent Max. 3. 5e5 counts.
1.7es 417.0560
1.6e5 -
1.605]
1.405
1.3e5
1.2e5+
1,105
1.0e5]
416.0554
i ©.0e4 - 419.0569
I 8.0e4 - 414.0356
4120073 < .osns
7.0e4
©.0e4
5.004
411,021
4.0e4 4
3.0e4 -
2.0e4
1.0e4 R K‘ A
R sk
" a1z aia aie a8 420 422 a>a aZe az2s 430 a32 434 a3se 438
m/z amu
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Prilog

W STOF MS: 0.318 1o 0.887 min from I_RUGCPIGC_MIK70V_pos2. wWiTT Aglent Max. 3. 1e6 counts ]

——~100.0750
ces -

ses |

3.
2.

2.6e5 |
2.4e5
2.2e5
2.0e5+ —117.0900 433 6262

8es
154142

& oA @

ees5

des
699.9507

2e5
oes

oea -
214.0893
Berd} —299.4144

ces -
»

NEob 2

oea |

L " 4 Pt
%0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
mrz amu

W STOF WS 0318 to 0.887 min from 11_RUGCPIC_MIK70V_pos2. Wil Aglient Wiax. 3 165 counts.
4330262

ves ]
8es -
7e5 -
Ges
ses
4e5
Ses
268+
e85
oes
oea

S 430 0130
oea ] PERCE

4a35.0262

az3z2. 0252

Oe4a n34.0271
oea
oea
OeaM

oea
ces }\
0.0 %

A A
az8 o 432 a3a a3e a3s aao0 aaz aaa 446 aas aso asz 454
m/z amu

ANUEOONDES LA aa AL
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W TTGE MS D 508 18 6857 min from 111
VOB OESA

- PG ATE RGeS Wiax. 8 beb counis |

B S

FAB BEG

E &80 1950 GZ6e 1460 1500 Teoa | zde8 23a0 2400
. ey s 5 L

iy rom 1RO BRI N7 OV os WAt Aaient,

# Oed

3. Gwap]
3 o4
& Hed
2 geq
4 Ged

CYTEE aveA 4 a TEA
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Slika P81. Maseni spektar kompleksa 20

B +TOF MS: 0.399 min from II_RUSBPIC_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.062 to 0.239 min)

Intensity, counts

3.6e5

3.4e5

3.2e5

3.0e5

2.8e5

2.6e5

24e5

2.2e5

2.0e5

1.2e5

1.0e5

8.0e4

6.0e4

4.0e4

4739145
|

4769564

743.8728

740.8740

74508717

Max. 3.6e5 counts.

550

600 650 700 750 800 850 900 0 1050

| X, | S

950 100

1100

T 0

A
1200

1250
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Prilog

M +TOF MS: 0.402 min from [|_RU3MPIC_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.047 to 0.224 min)
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopCTBy

MNoTnucaHu-a MeaHka XK. BaHoBMNA

6poj ynuca ___ X 10/2009

UsjaBrbyjem
Aa je [OKTOpCKa aucepTaumja nog Hacrnosom

CuHTe3a, KapakTepusaumja u LMTOTOKCMYHA aKTMBHOCT pyTeHujym(ll)-apeHckux
KomMnnekca

ca nMpuanHCKUm gepuBatuma

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPAXUBAYKOr paja,

e [la NpeAnoXeHa guceprauuja y UenuHy HY y fenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujare G6uno Kkoje AunnomMe npeMa CTyAUCKUM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntaTtu KOpeKTHO HaBefileHu n

e [a HUCaMm Kpluwmo/na ayTopcka MpaBa U KOPUCTUO WHTEneKTyanHy CBOjUHY
APYrvx nuua.

MoTnuc aokTopaHaa

Y Beorpagy, 20.03.2014. roa.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LWUITAMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Mwve n npesume aytopa UBaHka XK. isaHoBuh

bpoj ynuca X 10/2009

Cryaujckm nporpam [OKTOp XEMUjCKMUX Hayka

Hacnos paga CuHTe3a, KapakrepusaLja U LIMTOTOKCUYHA aKTUBHOCT
pyTenujym(l1)- apeHcknx komnnekca ca NUpMAMHCKUM AepuBaTuma

MenTopy___ap Camna Mprypuh-Llunka v ap 2Knsocnas Tewwh

MoTnucanum VeaHka ViBaHoBuh

nsjaBrbyjem [a je wramnaHa Bepauja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA EMNEKTPOHCKO)]
BEp3MjM Kojy cam npepao/na 3a objaBrbmMBake Ha nopTany OurutanHor
peno3utopujyMma YHuBep3urteta y Beorpaay.

[ossorbaBam pga ce ob6jaBe Moju NUYHU nojaum BesaHu 3a Aobuvjakbe akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO CYy UMe U npesnmMe, rognHa n Mecto pofiera 1 gatym
oabpaHe paga.

OBn nnyHM nogaun Mory ce 00jaBuTM Ha MpPEXHMM CTpaHuuama aurntanHe
BubnunoTeke, y eNeKkTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHueepauteTa y beorpagy.

MorTnuc pokTopaHaa

Y beorpaay, _20.03.2014. roa.

NMhastea flbatert




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y OvrutanHn
penosuTopujym YHusepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY aucepTauujy nog
HaCnoBoOM:

CuHTesa, kapakrepusaumja n LIUTOTOKCMYHa aKTUBHOCT pyTeHujym(ll)-apeHckux
KoMnnekca

ca NUpUAVHCKUM aepuBatmmMma

Koja je mMoje ayTopCKo Aerno.

[ucepTaLmjy Ca CBUM NpUrio3viMa Npeao/na cam y eriekTpoHckom dopmary noroaHoMm
3a TpajHO apxuBMpar-e.

Mojy AOKTOPCKY AvcepTauujy noxpareHy y Aururantu penosnTopujym YHusepsauteta
y Beorpagy Mory Aa KopucTe CBM Koju nowTyjy onpenbe cagpxaHe y onabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuuno/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTopCTBO - HekomMepLnjanHo
@AyTopCTBo — HekomepLujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOPCTBO — HEKOMEpLMjarHo — AENUTW Noj NCTUM yCrioBumMa
5. AytopcTeo — 6e3 npepape
6. AyTOpCTBO — AENWUTY NOA UCTUM ycrioBumMa

(MonuMo Aa 3a0KpyXUTe camo jeaHy OA LIeCT NoHyfeHux nuueHuM, Kpatak onuc
nvLeHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, _20.03.2014. roa.
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