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Sinteza, kararakterizacija i redoks ponasSanje

Pt(I1) i Pt(1V) kompleksa sa N,N i N,S ligandima

REZIME

U priloZenoj disertaciji su opisane sinteze, karakterizacija i oksido-redukciona
svojstva  dialkil estara  N,N'-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)
propanske kiseline, njima odgovaraju¢ih kompleksa Pt(IV) kao i kompleksa Pt(Il) sa
tiofenolat-oksazolinskim ligandom.

Spektroskopska karakterizacija sintetisanih jedinjenja je uradena standardnim
metodama: infracrvenom i Ulj/Vid spektroskopijom, masenom spektrometrijom i NMR
spektroskopijom (1D-'H i **C; 2D-COSY, HSQC, HMBC tehnikama) dok je sastav
jedinjenja potvrden elementalnom analizom. Struktura kompleksnih jedinjenja
platine(ll), [Pt(S-Phoz),] i [Pt(m’S-Phoz)(n*S-Phoz)(PPhs)], odredena je i primenom
rendgenske strukturne analize.

Dialkil estri N,N'-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske
kiseline su dobijeni u reakciji reduktivnog metilovanja dialkil estara (S,S)-etilendiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline triacetoborhidridom i formaldehidom u
odgovaraju¢em stehiometrijskom odnosu. Sintetisani ligandi su reakcijom sa kalijum-
heksahloridoplatinatom(IVV) dali odgovaraju¢e komplekse platine(IV), oktaedarske
geometrije sa N,N bidentatno vezanim ligandima. Dodatno je za ovu klasu jedinjenja
ispitana citotoksi¢na aktivnost na razli¢itim Celijskim linijama (A375, B16, CT26CL25,
HCT116, PC3i U251).

Tiofenolat-oksazolinski ligand, Li(SPh-0z), je s obzirom na prisustvo dva
razli¢ita donorska atoma (azota i sumpora) pokazao razli¢ite nacine koordinovanja za
platinski metalni centar. Prvobitno je reakcijom Li(SPh-oz) sa kalijum-
tetrahloridoplatinatom(ll) sintetisan [Pt(S-Phoz),;] kompleks deformisane kvadratno-
planarne geometrije. 1zolovani monokristalni produkt ovog jedinjenja je ukazao na S,S-
trans raspored liganada oko metalnog centra. Zatim je u reakciji istog liganda sa cis-
bis(trifenilfosfin)platina(ll)-hloridom dobijen [Pt(T]ZS-PhOZ)(nls-PhOZ)(Pphg)]



kompleks za koji su **P NMR spektroskopija i kristalna struktura potvrdile koordinaciju
trifenilfosfinskog dela. Sem toga, u ovom slucaju je bilo moguce odrediti kristalnu
strukturu oba formirana izomera iz odgovarajucih frakcija.

U nastavku su ispitana oksido-redukciona svojstva sintetisanih jedinjenja
metodama cikli¢ne i diferencijalne pulsne voltametrije. Kompleksi platine(IV) sa dialkil
estrima N,N'-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline su
potvrdili pretpostavljeni mehanizam dvoelektronske redukcije metalnog centra. Niske
vrednosti elektrodnog potencijala (—816 < E < —924 mV vs. Ag/AgCl) su ukazale na
sporu redukciju pra¢enu gubitkom oba hlorido liganda u aksijalnom polozaju. Dobijeni
elektrohemijski podaci iskoriS¢eni su za uspostavljanje potencijalne veze izmedu
bioreduktivnog karaktera ovih kompleksa i njihove citotoksi¢nosti. Shodno tome,
dobijena je zadovoljavajuc¢a E-1Csy korelacija za dve celijske linije (CT26CL25 i PC3).
Proucavanje redoks ponaSanja kompleksa platine(Il) sa tiofenolat-oksazolinskim
ligandom je ukazalo na ireverzibilnu elektrohemijsku reakciju koja iskljucuje transfer
elektrona sa metalnog centra. Stoga su detektovani stupnjevi oksidacije/redukcije

objasnjeni na osnovu elektrohemijskog ponasanja odgovarajuceg ligandnog sistema.

Klju¢ne reci: platinski kompleksi, aminski ligandi, tiofenolatni ligandi, citotoksi¢nost,

oksido-redukciona svojstva, voltametrija.

Nauc¢na oblast: hemija
UZa naucna oblast: Opsta i neorganska hemija
UDK broj: 546.9



Synthesis, Characterization and Redox Behavior of
Pt(I1) and Pt(1VV) Complexes with N,N and N,S ligands

SUMMARY

An enclosed dissertation describes the synthesis, characterization and
oxidoreductive properties of dialkyl esters of N,N’-methylene-(S,S)-ethylenediamine-
N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic acid, their corresponding Pt(1VV) complexes as well
as Pt(11) complexes with thiophenolate-oxazoline ligand.

Spectroscopic characterization of the synthesized compounds was performed by
standard methods: infrared and UV/Vis spectroscopy, mass spectrometry and NMR
spectroscopy (1D-'H and **C and 2D-COSY, HSQC, HMBC techiques) while the
compounds' content was confirmed by elemental analysis. The structures of Pt(ll)
species, [Pt(S-Phoz),] and [Pt(n’S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], were determined using X-
ray structural analysis.

Dialkyl ~ esters  of  N,N’-methylene-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-
cyclohexyl)propanoic acid were obtained by reductive methylation of the parent
compounds (dialkyl esters of (S,S)-ethylenediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic
acid) adding triacetoxyborohydride and formaldehyde in appropriate stoichiometric
amounts. A reaction between synthesized ligands and potassium tetrachloroplatinate(Il)
afforded octahedral Pt(IVV) complexes giving rise to N,N bidentate coordination. The
cytotoxic activity toward various cancer cell lines (A375, B16, CT26CL25, HCT116,
PC3 and U251) was additionally investigated for this class of compounds.

Thiophenolate-oxazoline ligand, Li(SPh-0z) demonstrated different coordination
modes due to the presence of two donor atoms (nitrogen and sulphur). Primarily, [Pt(S-
Phoz),] complex of distorted square planar geometry was obtained in a reaction of
Li(SPh-0z) with potassium hexachloroplatinate(1\V). The isolated monocrystal product
of the specie indicated on S,S-trans arrangement of the ligands around the metal center.
Nonetheless, a  reaction  between the identical ligand and  cis-
bis(triphenylphosphine)platinum(ll) chloride afforded [Pt(T]ZS-PhOZ)(nls-PhOZ)(PPhg)]

complex for which 3P NMR spectroscopy and X-ray structural analysis confirmed



coordination of the triphenylphosphine moiety. Structural determination for both formed
isomers obtained from suitable fractions was possible as well.

Part of the thesis also included studying oxidoreductive properties of the
synthesized compounds using cyclic and differential pulse voltammetry. Pt(1V)
complexes with dialkyl esters of N,N’-methylene-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-
cyclohexyl)propanoic acid confirmed proposed mechanism of a twoelectron reduction
on the metal centre. Low redox potential values (—816 < E < —924 mV vs. Ag/AgCl)
indicated hard reduction followed by the loss of two chlorido ligands in axial position.
Obtained electrochemical data were used for establishing a potential correlation
between bioreductive character of these compounds and their citotoxicity. In that sense,
satisfying E-1Cso correlation was obtained for two cell lines (CT26CL25 and PC3).
Redox behavior study of Pt(11) complexes with thiophenolate-oxazoline ligand indicated
the irreversible electrochemical reaction which excludes electron transfer from the metal
center. Thus detected oxidation/reduction steps were discussed due to the

electrochemical behavior of the corresponding ligand system.

Keywords: platinum complexes, amine ligands, thiophenolate ligands, citotoxicity,

oxidoreductive properties, voltammetry.

Scientific area: Chemistry
Scientific Sub-area: General and Inorganic Chemistry
UDC number: 546. 9
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Uvod Ljiljana Mihajlovi¢-Lalié

1. UVOD

Hemija platinskih kompleksnih jedinjenja svoje prisustvo u modernoj hemijskoj
literaturi opravdava raznovrsnim primenama u razli¢itim sferama. I pored intenzivnih
istrazivanja na polju kataliti¢kih reakcija i nanomaterijala, kompleksi platine su obi¢no
sinonim za bioloski aktivna jedinjenja koja se prvenstveno koriste u terapiji malignih
bolesti.

Primarni cilj ove disertacije je sinteza i kompletna karakterizacija kompleksnih
jedinjenja platine sa dva razli¢ita tipa ligandnih sistema: N,N donorskim ligandom edda
tipa i N,S donorskim ligandom tiofenolat-oksazolinskog tipa. Odabir struktura liganada
opravdan je izrazenim antitumorskim potencijalom velikog broja edda derivata. Na
njihovom primeru je jasno demonstrirana ideja o ligand-metal sinergizmu kada je
uvodenje odgovarajuceg metalnog centra (platine ili rutenijuma) dodatno pojacalo inace
jaku antitumorsku aktivnost ove klase jedinjenja. S druge strane, tiofenolat-
oksazolinskog ligand predstavlja jedan od potencijalnih bio-inspirisanih molekula s
obzirom na prisustvo atoma sumpora kao dodatnog koordinacionog mesta i
oksazolinskog prstena. Njegov koordinacioni potencijal je ispitan u reakcijama s
razli¢itim prekursorskim jedinjenjima platine.

Savremena literatura koja se odnosi na koordinacionu hemiju platinskih
kompleksnih jedinjenja, izmedu ostalog, podrazumeva i proucavanje oksido-
redukcionih svojstava novosintetisanih molekula. Na znafaj njihovog istraZivanja
ukazuje opSte prihvacena teorija koja govori o aktivaciji jedinjenja putem redukcije
metalnog centra. U ove svrhe primenjuju se relativno jednostavne voltametrijske
metode koje omogucavaju detaljnu analizu elektrohemijskih reakcija od interesa. Stoga
se jedan deo ovog rada odnosi 1 na procenu tezine redukcije sintetisanih liganada i

kompleksa.



Opsti deo Ljiljana Mihajlovi¢-Lalié

2. OPSTI DEO

Kompleksna jedinjenja platine predstavljaju neizostavni deo moderne
koordinacione hemije s obzirom na njihovu raznovrsnu primenu [1-5]. Fraza od
biologije do nanotehnologije mozda najbolje oslikava njihovu prisutnost u savremenoj
literaturi, nauci i tehnologiji. Ipak, svoj najve¢i potencijal platinski kompleksi iskazali
su na polju katalize, biologije, medicine i hemije [6-9]. Zahvaljuju¢i antitumorskoj
aktivnosti jedinjenja na bazi pojedinih prelaznih metala, nekada nepovezive naucne
discipline danas su vise nego ikad upucene jedna na drugu. Stoga je u nastavku teksta

dat sazet opis pojmova od znacaja za ovu doktorsku disertaciju.

2.1. Platina (Pt)

2.1.1. Kratak osvrt na poreklo platine

Veruje se da je platina prvobitno koris¢ena u starom Egiptu kao slucajna zamena
za srebro pri izradi nakita [10]. Njena pojava u Evropi krajem XVIII veka se povezuje
sa interesantnom Kkarakterizacijom platine kao nepreradivog metala od strane Spanskog
astronoma, Don Antonio de Ulloa [11]. Naziv je potekao od Spanske reci platina koja
zna¢i malo srebro. Detaljnije istraZivanje njenih svojstava zapoceto je 1748. god. u
Engleskoj i Svedskoj. Tamo je ovaj plemeniti metal dobio nadimak belo zlato ili osmi
metal (prethodnih sedam bili su Au, Ag, Hg, Cu, Fe, Sn i Pb, poznati i pre nove ere).
Prve vece koli¢ine platine dobijene su na pocetku XIX veka kada je W. H. Wollaston

ovaj plemeniti metal u¢inio komercijalno dostupnim.

2.1.2. Opsta svojstva platine

Platina je element 10. grupe PSE sa atomskim brojem 78 i predstavnik tzv.
platinske grupe metala u koju jo§ ubrajamo Ru, Rh, Pd, Os i Ir. S obzirom na njenu
(ne)zastupljenost u Zemljinoj kori (~5 ppb), jasno je da se radi o vrlo retkom i vrednom

metalu. Osnovna atomska i fizicka svojstva platine data su u Tabeli 1.
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Tabela 1. Fizicka i atomska svojstva platine.

Atomski broj 78
Relativna atomska masa 195,084
Gustina / g/cm® (na 293 K) 21,45
Tacka topljenja/ K 2045
Tacka kljucanja/ K 4098
Pt’ [Xe] 4 5d° 6s*
e T
Pt™ [Xe] 4f** 5d°
Elektronegativnost 2,28
Afinitet prema elektronu/ kd/mol | 205,3
e prva: 870
Energije jonizacije/ kJ/mol druga: 1791
Pt° 1,375
Atomski radijus/ A Pt 0,74
pt* 0,765
Standardni elektrodni | Pt™Pt™ | +0,68
potencijal/ V PP | +1,2

Platina se u prirodi se javlja u vidu Sest izotopa 190Pt, 192Pt, 194Pt, 195Pt, 196pt
98pt od kojih je **°Pt najzastupljeniji (~33,83%). Znagajno je napomenuti da je %Pt
jedini izotop koji je vidljiv u NMR spektroskopiji (I=/2) zbog Cega je detekcija ovog

metala u kompleksnim jedinjenjima spektroskopski omogucena.

2.1.3. Oksidaciona stanja platine

Platina se moze naéi u slede¢im oksidacionim stanjima: 0, +1, +2, +3, +4, +5 i
+6 mada je njena hemija najcesce ograniCena na +2 i +4 oksidacione brojeve. +1 i +3
stanje je prisutno u jedinjenjima sa metal-metal vezama. Pt(ll) gradi kvadratno-planarne
komplekse sa koordinacionim brojem 4 (Slika 1). S obzirom da se svrstava u tzv. meke
metale, favorizuje komplekse sa mekim ligandima c¢iji su donorski atomi manje

elektronegativni (S ili P).
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Slika 1. Cepanje skupa d-orbitala u kristalnom polju
kvadratno planarne (Pt(11); d°) i oktaedarske (Pt(1V); d°) geometrije.

Platina u oksidacionom stanju +4 ima d® elektronsku konfiguraciju i gradi niskospinske
komplekse oktaedarske geometrije (Slika 1). Zbog visoke vrednosti energije
stabilizacije ligandnog polja, Pt(IV) kompleksi su termodinamicki stabilniji i kineti¢ki
inertniji u odnosu na Pt(11) jedinjenja. Upravo je ovo svojstvo iskoris¢eno za poboljsano
dejstvo antitumorskih jedinjenja na bazi platine [12, 13] o ¢emu ¢e u nastavku teksta biti

vise redi.

2.2. Bioloski aktivni Pt(II) i Pt(IV) kompleksi

Upotreba metala i njihovih jedinjenja kao antitumorskih agenasa prvi put je
zabelezena joS u XVI veku kada su pripremani preparati na bazi Zive i srebra [14]. Prvi
hemioterapeutik, po svom hemijskom sastavu kalijum-arsenit (KAsO,), patentirao je
Fowler u XVIII veku za lecenje leukemije [15]. Medutim, hemioterapija je kao grana
medicine pocela da se razvija tek 80 godina kasnije kada su Koelle i Gilman 1946. god.
[16] utvrdili antitumorsku aktivnost bis(2-hloretil)-etilamina [17, 18].

Najznacajniji iskorak na polju bioneorganske hemije napravljen je Sezdesetih
godina proslog veka Rosenberg-ovim otkricem antitumorskog dejstva cisplatine [19,

20]. lako je cisplatina sintetisana od strane Peyronea davne 1844. god. [21], intenzivna
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istrazivanja njene (bio)hemije traju i danas [22-25]. Cisplatina je kompleks kvadratno
planarne geometrije sa dva relativno inertna molekula amonijaka i dva hloridna anjona
koordinovana za metalni centar u cis polozaju (Slika 2). Mehanizam delovanja
cisplatine obuhvata pasivnu difuziju kroz celijsku membranu u sredinu sa nizom
koncentracijom hloridnih jona. Izmenom jednog ili oba hlorido liganda dolazi do
hidrolize ovog kompleksa koju sledi vezivanje platine za N7 atom guanina. Rezultat
interakcije izmedu kompleksa i DNK je nastajanje specificnih Pt-DNK adukata,
pozicioniranih unutar lanca a-heliksa. Formirani adukti dovode do distorzije DNK ¢ime
se ometa ili potpuno onemogucava dalja replikacija i1 transkripcija, a ¢elija posledi¢no
podleze apoptozi [26-28].

Paralelno s istrazivanjem cisplatine i njenih derivata, sintetisan je veliki broj
Pt(IV) kompleksa u cilju prevazilazenja glavnih nedostataka postojec¢ih jedinjenja
(prvenstveno sporednih efekata poput muc¢nina, nefro-, neuro- i ototoksi¢nosti) [29-31].
Imajuéi u vidu da Pt(IV) u odnosu na Pt(II) analoge imaju ve¢i koordinacioni broj (Sest
prema Cetiri), javlja se moguénost da se izborom liganada u aksijalnom polozaju utice
na bitna farmakoloska svojstva kao §to su: kineticka inertnost, lipofilnost i elektrodni
potencijal [32]. Sem toga, Pt(1VV) kompleksi su stabilniji pa je moguca i njihova oralna
primena [33]. Nakon rigoroznih klini¢kih ispitivanja, jedino su karbo-, oksali-, neda-,
loba- i heptaplatina (Slika 2) ostali prisutni u klini¢koj praksi kao predstavnici grupe
Pt(I1) kompleksa [34-38].

(0]
0 Ha 0 o)
HaN N o °
H3N Cl 3 HaN
’ \Pt< \Pt/ \Pt/ \P t/
v J/
H3N cl \
HN Y .,,,,,,/N/ \o H3N/ \o
Hp e}
(0]
cisplatina karboplatina oksaliplatina nedaplatina
CHj o
N2 o o"'//I/ NH, 0}
/
\Pt/ \Pt /
VRN %
NH, O o NE, \O
© (@]
lobaplatina heptaplatina

Slika 2. Strukture kompleksnih jedinjenja platine u klini¢koj upotrebi.
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Mnogobrojni sinteticki putevi bioloski aktivnih kompleksa platine obuhvataju
razli¢ite pristupe u cilju dobijanja jedinjenja Zeljenih svojstava. U tom smislu se
izdvajaju grupe Pt(Il) i Pt(IV) kompleksa klasifikovane na osnovu tipi¢nih sinteti¢kih
procedura u bioneorganskoj hemiji [39].

a) Pt(I1) kompleksi:

e Cis- i trans-[PtL,X;] sa am(m)inskim ili N-heterocikli¢nim ligandima i nekim od
lako odlaze¢ih (najces¢e hlorido, bromido ili jodido) liganada. Tipicni
predstavnici ove grupe kompleksa su cisplatina [40] i njen trans izomer [41].
Kao polazni kompleks za sintezu ovog tipa Pt(II) kompleksa se najcesce koristi
K,[PtCl4] rastvoran u vodi (Sema 1) [42].

Cl /, /) \\\\\\C| NH4C1 Cly, 0, R NH5
’, W —> ‘. W

) Pt +2NH3 Pt
a” g o W,

K +2 KClI

Sema 1. Jedan od mnogobrojnih nadina za sintezu cisplatine.

e cCis- i trans-[PtLL'X;] sa dva razli¢ita aminska ili N-heterocikli¢na liganda od
kojih su najistaknutiji primeri pikoplatine (cis-[Pt(NH3)(2-pikolin)Cl;]) [43] i
cikloplatama (cis-[Pt(NHs)(ciklopentilamin)(hidroksibutadionato) [44], trenutno
u III, odnosno II fazi klinickih ispitivanja (Slika 3).

pikoplatina cikloplatam

Slika 3. Strukture cis- i trans-[PtLL"X;] kompleksa.

e monofunkcionalni Pt(I1) kompleksi koji poseduju samo jedan supstituciono
labilan ligand poput neaktivnih kompleksa [Pt(dien)CI]CI i [Pt(NH3)sCI]CI. lako
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pomenuta jedinjenja nisu pokazala ocekivane bioloske rezultate, njihov znacaj se
ogleda u doprinosu prilikom uspostavljanja osnovnih struktura-aktivnost pravila
po kojima je za potencijalnu primenu, izmedu ostalog, potrebno i da kompleksno
jedinjenje bude elektroneutralno i bifunkcionalno (tj. da sadrzi dva supstituciono
labilna liganda) [39].

o kompleksi Pt(Il) sa razlicitim N-donorskim ligandima izrazene reaktivnosti. Za
razliku od prethodnih sintetickih metoda koje se zasnivaju na supstituciji
ligan(a)da na metalnom centru, ove reakcije podrazumevaju promenu na
funkcionalnoj grupi koja nije direktno vezana za jon platine. Sema 2 ilustruje
jedan od mnogobrojnih naéina za konverziju karbiksilnog dela [Pt(edma)Cl,]

kompleksa do metil estarske grupe uz SOCl;, [39].

OH MeOH / \ o
H,N NH —VeOH o HN NH
2 \ / /\H/ +50Ck, refluks ’ \ / /\H/ o~
Pt\ Pt\
CI/ Cl CI/ Cl ©

o

Sema 2. Primer sinteze Pt(I1) kompleksa modifikacijom liganda.

b) Pt(IV) kompleksi:

e dobijeni stanadardnom procedurom koja podrazumeva dvoelektronsku
oksidaciju odgovaraju¢ih Pt(Il) prekursora. U ove svrhe najceSce se koriste
vodonik-peroksid [45], hlor [46], alternativno KMnQ,4, K,Cr,07, 0zon i mnogi
drugi (Sema 3) [39].

a)
OH
L., oX L. X
//// \\\\ Hzo, 60 OC I’// \\\“
Pt +H,0, > AN
OH
b) Cl
y . L., | X
I///Pt\\\\ + C12 Hzo, 75-80 OC - ///Pt\\\
L/ \X L/ | \X
Cl
X=Clili I

Sema 3. Dobijanje Pt(IV) kompleksa od odgovarajuéih Pt(IT) kompleksa oksidacijom a)
vodonik-peroksidom i b) hlorom.
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e sintetisani sa kineti¢ki inertnim ligandima ¢iji su najznacajniji predstavnici
Pt(IV) dikarboksilato kompleksi (Sema 4). Karboksilatni ligandi imaju veliki
uticaj na lipofilnost i oksido-redukciona svojstva novosintetisanih Pt(1V)
kompleksa [47, 48]. Dikarboksilato Pt(IV) kompleksi se mogu dobiti polaze¢i od
odgovarajucih cis-[PtL,(OH),] kompleksa kada aksijalni cis hidroksidni ligand

ispoljava nukleofilna svojstva [49, 50].

R
O )\
OH fe) 0

‘ty t\\\‘ aceton, piridin L"//,/Pt\\\\“
+ -
O | ~, © R Cl " refluks; -2HCI Pl | ~,
OH le) fe)
R
X=Clilil

Sema 4. Sinteza Pt(IV) karboksilatnih kompleksa.

¢ dobijeni reakcijama supstitucije liganada koje su, zbog inertne prirode Pt(IV)
jedinjenja, generalno vrlo spore i zahtevaju ostrije reakcione uslove. Tako je
veliki broj Pt(IV) kompleksa dobijen u pH kontrolisanim uslovima razli¢itim

mehanizmima (Sema 5) [51, 52].

a)
H, OH b, O2CCF
iy \\\““OZCR CH,Cl, s.t. N"'/// \\\\“OZCCF3
/Pt\ +(TFA),0 —————>» A\
N | Yo,cr ”/ | No,cr
2 0,CR 2 O,cR
b)
OAc
HAN o CH;CN:H,0 OAc
3 '//// W 75:25 H3N,'/ \\‘OH
PR +tKOH ——22 "o\
oy | ¢, st N | g,
OAc OAc

Sema 5. Sinteza Pt(IV) karboksilatnih kompleksa u a) kiselim i b) baznim uslovima.
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Nakon vise od Cetrdeset godina intenzivnog istrazivanja platinskih kompleksa u
cilju dobijanja Zeljenog antitumorskog agensa, izvedene su odredene smernice kao deo
modernih struktura-aktivnost studija. U kratkim crtama, sintetisana jedinjenja bi trebalo
da zadovoljavaju sledece preduslove:

e da sadrze dva am(m)inska liganda ili jedan bidentatni, helatni diamin
e dasadrze dva lako izmenjiva liganda i samim tim da lako podlezu hidrolizi
e da imaju moguénost uvodenja novih donorskih grupa u aksijalnom polozaju

e da budu elektroneutralna.

2.3. Izbor, uloga i uticaj ligan(a)da na hemijska i bioloska svojstva
platinskih kompleksa

Na znacaj izbora liganada 1 njihovog uticaja na mehanizam delovanja
kompleksnih jedinjenja, ukazano je krajem proslog veka u detaljnim studijama
platinskih kompleksa sa razli¢itim aminskim ligandima [53]. Promena jacCine N-
donorskih liganada predstavlja jedan od nacina da se utic¢e na bioloska svojstva aktivnih
jedinjenja [54]. Noviji sinteticki trendovi favorizuju voluminozne ligande koji Stite
metalni centar od deaktivacije u fizioloSkim uslovima. Sem toga, njihova bogata
struktura povoljno utice 1 na lipofilnost aktivnih kompleksnih jedinjenja olakSavajuci
prolaz kroz lipidni dvosloj [55]. Pogodnim odabirom ligan(a)da moze se predvideti
uticaj izmene odredene grupe na hemijske (rastvorljivost, elektrodni potencijal) i
farmakoloska svojstva (rezistencija, mehanizam delovanja) [39].

Najcesce se problem izbora liganada razmatra u odnosu na poloZaj koji dati
ligand zauzima u kompleksnom jedinjenju (Slika 4). Sa klasicnog hemijskog stanovista
razlikujemo 3 razli€ita tipa liganada unutar kompleksa:

e ligandi L su tipi¢no N donori obi¢no oznaceni kao neodlazeCe grupe zbog
toga $to sa platinom formiraju termodinamicki stabilnu vezu, a prisutni su
cak 1 u Pt-DNK aduktima. Pogodnim izborom bi- ili tridentatnih liganada
utice se na stabilnost posebno katjonskih platinskih kompleksa i smanjuje

mogucnost nezeljenih supstitucionih reakcija [54].
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L= NEODLAZECE GRUPE @, y
priroda Pt-DNK adukta 7

®

/,"

@ X = ODLAZECE GRUPE

\\\\\\\ * reakciona kinetika

rezistencija Pt * toksikoloski profil

lipofilnost * lipofilnost
rastvorljivost * rastvorljivost

®

R = AKSIJALNI LIGANDI
¢ definisani samo za Pt(IV) komplekse
* dodatno ciljno delovanje
e lipofilnost
 rastvorljivost

Slika 4. llustracija uticaja izbora ligan(a)da na razli¢ita svojstva kompleksa.

izbor odlazece grupe liganda obeleZene sa X, takode igra znacajnu ulogu pri
odredivanju sudbine aplikovanog jedinjenja. Sam naziv ovog tipa liganda
ukazuje na njegov gubitak koji prethodi vezivanju za DNK (usled npr.
hidrolize). Smatra se da je jaCina Pt-X veze krucijalna za formiranje
odgovoraju¢ih Pt-DNK adukata bez prethodne deaktivacije drugim
bioloskim nukleofilima [54]. Izuzetno slaba Pt-X veza ¢e za posledicu imati
ili deaktivaciju pre dolaska do ¢elije mete ili akumulaciju kompleksa u
zdravom tkivu. S druge strane, inertna odlaze¢a grupa ¢e negativno uticati na
intenzitet vezivanja platine za DNK pri ¢emu kompleks prolazi nepromenjen
kroz telo. Neretko se za odlazece grupe biraju hloridni joni, posebno pogodni
za katjonski tip platinskih kompleksa.

0 prisustvu aksijalnih liganada R govorimo samo u sluc¢aju Pt(IIl) i Pt(IV)
kompleksnih jedinjenja. Nakon bioredukcije Pt(lI1) i Pt(IV) kompleksa u
fizioloSkim wuslovima, aksijalni ligandi podleZzu disocijaciji. Sinteze
mnogobrojnih Pt(1VV) kompleksa bile su inspirisane upravo zeljom da se
izmenom atoma/grupe u aksijalnom poloZaju optimizuju fizicke, redoks i/ ili
farmakokineticke karakteristike. Pored toga, aksijalni polozaj nudi dodatno
koordinaciono mesto za neki od bioloski aktivnih liganada ¢ime se postize

sinergijski efekat metalnog centra i ligan(a)da [56- 58].

10
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Ideja o sinergizmu izmedu metala 1 ligan(a)da je u literaturi zastupljenja
poslednjih desetak godina [59]. Smatra se da oba konstituenta (metalni jon i ligand)
jednog potencijalnog aktivnog kompleksa pozitivno doprinose njegovom Kkrajnjem
dejstvu. Obi¢no uloga ligan(a)da obuhvata sledece funkcije:

e ponasaju se kao nosioci na putu do ¢éelije-mete omogucavajuéi pristup samoj
¢eliji

e Stite metalni centar od potencijalnih reakcija sa mnogobrojnim biomolekulima

e svojim unapred utvrdenim antitumorskim delovanjem dodatno uticu na

citotoksi¢nost jedinjenja od interesa.

2.3.1. Etilendiaminski ligandi, njihovi derivati i koordinaciona hemija

Etilendiamin-N,N'-diacetatni (edda, —~OOCCH,;NHCH,CH;NHCH,COO-) tip
ligan(a)da obuhvata veliki broj bioaktivnih jedinjenja sa dva, odnosno Cetiri donorska
atoma (azota i kiseonika). Iz osnovne strukture ovog molekula izveden je Citav niz
kiselina (H.edda, Hzeddp, (S,S)-H.eddip) i odgovarajuéih estara sintetisanih u grupi
Sabo i saradnici poc¢etkom XX veka [60, 61]. Znacajno je pomenuti veliki broj Pt(IV)
kompleksa koordinovanih za pomenute ligande ¢ija je antitumorska aktivnost potvrdena
na razli¢itim Celijskim linijama. Sem toga, koordinacioni potencijal liganada edda tipa 1
njihovih analoga je utvrden i za mnoge druge prelazne metale poput Co, Cr, Cu, Ni, Zn,
Mn, Sn, Fe, V, Rhi Ru [62].

Motivisana mnogobrojnim i raznovrsnim osobenostima bioaktivnih jedinjenja,
grupa Sabo-Grguri¢ Sipka sintetisala je veliki broj strukturno sli¢nih organskih
jedinjenja etilendiaminskog tipa [63-66] koja su pokazala uporedivu, neretko i vecu
citotoksi¢nost od cisplatine. Dobijene kiseline se naj¢eS¢e koordinuju tetradentatno,
preko atoma azota etilendiaminskog dela i kiseonika karboksilatne grupe. Za razliku od
njih, odgovarajuéi diestri ovih kiselina se za metalne centre vezuju samo preko atoma
azota, odnosno bidentatno. Na Semi 6 je predstavljena procedura za dobijanje

cikloheksil-funkcionalizovanih etilendiamin-N,N'-diacetatnih liganada [67, 68].

11
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1. NaOH/ H,0, 0 °C

/\/Br o "
2.Br HO (,il
HO > ®
® ©° /\/ ®
NH5Cl refluks, 3h N OH
HCI/ H,0 (1:1) cl °
o) o
ROH abs.
SOCl, HCI
O

Sema 6. Tipi¢na procedura za dobijanje cikloheksil-funkcionalizovanih etilendiamin-
N,N'-diacetatnih liganada.

Najznacajnije svojstvo edda tipa liganada jeste njihova mo¢ vezivanja za
prelazne metale u razliCitim oksidacionim stanjima. U tom smislu, sintetisan je veliki
broj odgovarajuc¢ih kompleksa Pt(IT), Pt(IV), Pd(II), Ru(I) i Au(IIl) (Slika 5) sa estrima
normalnog (R = Me, Et, nPr, nBu) i ra¢vastog niza (R= iBu, iPe) [63, 64, 69-73]. Pored
neosporno visoke citotoksi¢nosti gotovo svih sintetisanih jedinjenja ove klase, njihovu
veliku prednost predstavlja moguc¢nost razli¢itih strukturnih modifikacija kojima se

dodatno moze uticati na razli¢ite hemijska i farmakoloska svojstva jedinjenja.

12
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Slika 5. Sintetisani kompleksi sa cikloheksil-funkcionalizovanim ligandima

etilendiaminskog tipa.

2.3.2. Polidentatni ligandi sa razli¢itim donorskim atomima

Obic¢no se pod hemijom bioaktivnih jedinjenja podrazumeva kompleks u kojem
je metalni jon koordinovan isklju¢ivo za N donorske atome razli¢itih ligandnih sistema.
S obzirom na veliki uspeh karbo- i oksaliplatine gde je Pt vezana i preko dva atoma
kiseonika, poslednjih desetak godina sintetisan je veliki broj Pt(ll) kompleksa sa N,S,
N,O ili N,O,S donorskim ligandima. Prisustvo razli¢itih donorskih atoma svakako otvara
nove sintetiCke moguénosti pri racionalizovanju struktura ¢ime se dodatno moze uticati
na mehanizam delovanja dobijenih jedinjenja [74-77]. Podstaknuta ovom ¢injenicom,
Sadlerova grupa je prvobitno sintetisala jednostavni cis-[PtCl,(CH3SCH,CH,SCHj3)]
kompleks (Slika 6) ¢ija je antitumorska aktivnost takode potvrdena [78]. Nesto kasnije
su zapocete sinteze platinskih kompleksa sa ligandima koji sadrze 2 ili viSe razlicita
donorska atoma [79-82]. Tako je na primer kompleks dihlorido(2-
metiltiometilpiridin)platina(ll), Pt(mtp)Cl,, sintetisan sa N,S organotiometilpiridinskim
ligandom (Slika 6), da bi nakon bioloskih ispitivanja bio klasifikovan kao obecavajuci
citostatik [83].
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H3C\S
Y
N N,
HsC/ CI/ \CI

cis-[PtCl,(CH;SCH,CH,SCH,)] Pi(mtp)Cl,

Slika 6. Kompleksi Pt(1l) sa S,S i N,S donorskim ligandima.

Dosadasnje studije su pokazale da kompleksi sa bidentatnim ligandima pokazuju
vecu citotoksi¢nost od svojih analoga sa samo jednim koordinacionim mestom [84].
Sem toga znacajno je pomenuti da su Pt-DNK adukti koje ovi kompleksi formiraju
daleko fleksibilniji sa visim stepenom vezivanja izmedu lanaca jedne DNK. lako je
literatura Pt(11, 1VV) kompleksnih jedinjenja sa O, S ili P donorskim ligandima i dalje
oskudna, ova oblast pruza mogucnost da se pogodnim odabirom ligandnog sistema
spre¢i vezivanje platine za proteine koji u svojim aminokiselinskim ostacima sadrze

sumpor i koje je odgovorno za niz sporednih efekata u fizioloskim uslovima [85].

2.4. Redoks hemija bioloski aktivnih jedinjenja

Osnovni koncept mehanizma delovanja antitumorskih agenasa bazira se na
hipotezi aktivacija putem redukcije koja je ilustrativno prikazana na Slici 7 [86-89]. S
medicinske tacke gledista, ova hipoteza se objasnjava Cinjenicom da je elektrohemijski
potencijal unutar ¢vrstog tumora generalno nizi u odnosu na okolno, zdravo tkivo.
Hipoksi¢no tumorsko tkivo na ovaj nacin favorizuje redukciju metalnog jona koji se
nalazi u visem oksidacionom stanju (npr. Pt(IV), Ru(IIl) ili Au(IIl)). Smatra se da za
aktivaciju i delovanje potencijalno aktivnog jedinjenja neophodna ekstra- ili
intracelularna redukcija [90] do prvog nizeg oksidacionog stanja. Stoga Se U novijoj
literaturi Cesto susreCemo sa terminom prolek koji oznaCava neaktivan oblik
antitumorskog agensa. In vivo aktivacija Pt(IVV) kompleksa obuhvata redukciju metalnog
jona, najces¢e pracenu gubitkom aksijalnih liganada. Medutim, treba naglasiti da
nasuprot opsSte prihvaéenom stavu o bioredukciji metala, postoje studije koje su
dokazale da se Pt(IV) moze vezati za DNK 1 ispoljiti svoje dejstvo bez prethodnog
transfera elektrona [91-93].
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Slika 7. Mehanizam delovanja Pt(IV) kompleksa: aktivacija redukcijom pracena
gubitkom oba liganda u aksijalnom polozaju.

Redoks hemija Pt(IV) i Ru(lll) kompleksnih jedinjenja je poslednjih godina
intenzivno proucavana [94-100]. Bioreduktivni karakter oba metala se istrazuje u cilju
dobijanja zeljene strukture koja ¢e omoguciti izmenu odgovarajuceg liganda 1 optimalnu
brzinu redukcije. Smatra se da na redukciju utiCe vrsta odlazece grupe kao i
termodinamika i kinetika podstupnjeva ovog procesa. Medutim, bitno je napomenuti
suStinsku razliku u mehanizmu delovanja Pt(IV) 1 Ru(Ill) kompleksnih jedinjenja. Dok
Ru kompleksi zadrzavaju svoju oktaedarsku geometriju nakon transfera elektrona [101],
Pt(IV)—Pt(Il) redukcija podrazumeva gubitak oba liganda u aksijalnom polozaju i
promenu geometrije iz oktaedarske u kvadratno-planarnu [102]. Glavna prednost Pt(IV)
kompleksa u odnosu na odgovarajuc¢e Pt(I) analoge se ogleda u njihovoj kinetickoj
inertnosti koja do izrazaja dolazi u fizioloskim uslovima. Ovim je omoguceno da
aktivno jedinjenje krvotokom dode do celije-mete u neizmenjenom obliku, a zatim
intracelularno reaguje s DNK. Bitno je napomenuti da moderne sinteticke metode
omogucavaju modifikovanje razli¢itih liganada [103-105] u aksijalnom polozaju pri
¢emu se direktno utice na lipofilnost sintetisanog jedinjenja i sposobnost da u

neredukovanom obliku ude u samu tumorsku ¢eliju. Ometanje ili potpuno sprecavanje
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sporednih reakcija izmedu primenjenih Pt(IV) kompleksa i biomolekula jedno je od
osnovnih nacela pri oblikovanju zeljene strukture.

Transfer elektrona kod platinskih kompleksa moze se posti¢i hemijskim ili
elektrohemijskim putem. U slucaju hemijske redukcije, Pt(IV) kompleks biva
ekstracelularno redukovan uz prisustvo glutationa [106] ili nekog drugog redukujuceg
agensa poput askorbinske kiseline i njenih soli [107]. Elektrohemijski transfer elektrona
se proucava metodom cikli¢ne voltametrije u pogodnom rastvaracu i uz odgovarajuéi
elektrolit. Glavni nedostatak ovog pristupa se ogleda u ¢injenici da su elektrohemijski
procesi ireverzibilni, pa su svi termodinamicki i kineti¢ki parametri elektrode potpuno
zanemareni.

Detaljnije  studije  elektrohemijskog ponaSanja  potencijalno  aktivnih
organometalnih jedinjenja zapoceta su nedavno i obuhvataju mali procenat do sada
sintetisanih kompleksa. Redoks hemija trenutno predstavlja neizostavni deo svakog
ozbiljnijeg struktura-aktivnost istrazivanja i najée$ée se odnosi na ispitivanje odnosa
struktura-elektrodni potencijal i elektrodni potencijal-bioloska aktivnost.

Visegodi$nja ispitivanja na temu znacCaja odredivanja potencijala nekog
bioreduktivnog jedinjenja dovela su do osnovne koncepcije koja bi trebalo da obuhvati:

e procenu tezine redukcije oksidovanog oblika inertnog jedinjenja do labilnijh

redukovanih vrsta

e stepen reaktivnosti aktivne forme jedinjenja sa bioloskom metom

e moguce posledice oksidativnog stresa unutar tkiva.

Znacaj pristupa aktivacija redukcijom ogleda se u mogucnosti selekcije
potencijalno aktivnog jedinjenja sklonog ka selektivnoj redukciji u hipoksi¢noj sredini.
Stoga bi strategija razvoja buduceg leka trebalo da obuhvati kompletan uvid u
strukturna, elektrohemijska i farmakoloska svojstva ciji bi izbalansirani 0dnos znatno

unapredio svojstva trenutno primenjivih jedinjenja.

2.4.1. Korelacija struktura-elektrodni potencijal

S obzirom na opS$teprihva¢eno misljenje da se Pt(IV) kompleksi najpre redukuju
do odgovarajuceg Pt(II) oblika, od velikog znacaja je ispitati kojom se tezinom dato

jedinjenje redukuje u fizioloSkim uslovima. Stoga ne iznenaduje Cinjenica da
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mnogobrojni faktori uticu na proces redukcije u slozenom sistemu poput ljudskog
organizma. Kineti¢ka inertnost Pt(IV) kompleksa obezbeduje potencijalnom leku da do
¢elije-mete stigne nepromenjen. Medutim, velika prednost sintetisanih, bioloski aktivnih
jedinjenja  jeste = moguénost izmene liganada u  aksijalnom  polozaju.
Funkcionalizovanjem primarnih molekula dobijaju se slicne strukture sa poboljSanim
fizicko-hemijskim svojstvima. Na ovaj nain se istovremeno uti¢e i na rastvorljivost
kompleksnih jedinjenja, a samim tim i na njihovu sposobnost da u tumorsku ¢eliju ulaze
u neredukovanom obliku.

Istrazivanja Hambley-eve grupe [87] dovela su do saznanja da, pored metalnog
centra, na vrednost elektrodnog potencijala uti€e 1 priroda samih liganada. U tom
smislu, redukcija je najbrza u slucaju hlorido liganda u aksijalnom polozaju, nesto
sporija za karboksilato- i najsporija za hidrokso- ligande (Slika 8) [92]. Pored toga,
potvrden je daleko jaci uticaj aksijalnih liganada u poredenju sa ekvatorijalnim
ligandima diaminskog tipa (Tabela 2). lzmena aminskih liganada u ekvatorijalnom
polozaju kompleksa opste formule cis-[PtClI4(NRH,),] (R = H, Me, Et, n-Pr, i-Pr, n-Bu,
i-Bu, sec-Bu, terc-Bu, terc-CH,Bu, CH,Ph, CgH11—) pokazala je vrlo sli¢an efekat [87].
Sem toga, na brzinu redukcije su uticali 1 faktori poput sternih smetnji koje poti¢u od R
ostatka i o- donorskih sposobnosti. Ista grupa autora je proucavala i redoks karakter
velikog broja Pt(IV) kompleksa polifluoroarilskog tipa [108]. Tako su promene duzine
lanca aril dela karboksilato liganda dovele do neznatnih promena elektrodnih
potencijala dok je promena prirode donorskog atoma imala daleko veci uticaj (npr.

izmena hidrokso sa hlorido ligandom).

Tabela 2. Uticaj razli¢itih aksijalnih liganada na

elektrodne potencijale kompleksa tipa cis-
[PtCI,X2(NRH,),].
X Ligand (X) E/ mV
HZN////, | \\\\\\CI CI -4
T F|’t ~,, OC(O)CHj - 26
2 X OC(O)CH,CHj3 —-301
OC(O)CH,CH,CH3 - 273
X=Clili I OH — 664

Slika 8. Opsta struktura kompleksa

Pt(IV) u Hambley-evoj studiji.

* Prikazane E vrednosti su date u odnosu na standardnu
vodoni¢nu elektrodu radi lakSeg poredenja.
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Sveobuhvatno i detaljno Choi-evo istrazivanje jedno je od malobrojnih uradenih
na velikom broju strukturno sli¢nih Pt(IV) kompleksnih jedinjenja prikazanih na Slici 9
[109]. Eksperimentalni rezultati dobijeni u pionirskoj Choi-evoj studiji ukazali su na
znacaj odredivanja redukcionog mehanizma. Uticaj aksijalnih i ekvatorijalnih liganada
na brzinu redukcije 1 citotoksicnost je ispitan na slede¢im kompleksima:
Pt(en)(OH).Cl,, Pt(en)(CH3COO),Cl,, Pt(en)Cl, i Pt(en)(CF3;COQ),Cl,. Redukcijom uz
prisustvo askorbinske kiseline utvrdeno je da brzina procesa i katodni elektrodni
potencijal zavise od efekta privlacenja elektrona i sternih smetnji aksijalnih i
ekvatorijalnih liganada. Redosled supstitucije u aksijalnom polozaju sledi niz: OH <
CH3COO < ClI' < CF3COO wuz porast brzine redukcije i elektrodnog potencijala.
Prime¢eno je 1 da izmena ekvatorijalnog liganda (izmena izopropilaminske
cikloheksilaminskom grupom) povecava brzinu redukcije ¢ak 12 puta. Dodatno je
utvrdeno da citotoksicnost raste prateci isti trend supstitucije liganada u aksijalnom
polozaju OH < CH3;COO < CI' < CF;COO . Kompleksi s istim aksijalnim, a
razli¢itim ekvatorijalnim ligandima potvrdili su pretpostavku da brza redukcija vodi ka
vecoj citotoksi¢nosti. Shodno tome, u nizu Pt(en)(OH),Cl, < Pt(ipa)(OH).Cl,, Pt(en)(
CH3COO0),Cl, < Pt(a,cha)( CH3COO),Cl,, Pt(en)Cl, < Pt(dach)Cl, raste brzine
redukcije 1 citotoksi¢nost. Medutim pokusaj korelacije izmedu brzine redukcije i

citotoksi¢nosti ispitane na L1210/0 ¢elijskim linijjama nije dao ocekivane rezultate.

OH OH
NHZ\ 1/ >—NH2\ |IVCI
/ | \ > NH2/ | \
Pt(en)(OH),Cl, Pt(ipa)(OH),Cl,
OCOCH3 OCOCH3
NH2\ | /
OCOCH3 oc:ocn-|3
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liNHz\ o O:NHZ\ 1/
- | \ NH | \

Pt(en)Cl, Pt(dach)Cl,
OCOCF3 OCOCsH7
NH, |
\ /
oc:ocF3 OCOC3H7
Pt(en)(OCOCF;),Cl, Pt(a,cha)(OCOC;H,),Cl,

Slika 9. Ispitivane strukture Pt(1VV) kompleksa u Choi-evoj studiji.

Cikliéni voltagrami ispitivanih kompleksa Pt(IV) (Slika 10) ukazuju na
ireverzibilnu redukciju metalnog centra praéenu gubitkom aksijalnih liganada.
Vrednosti katodnih potencijala su prikazane u Tabeli 2, odakle se moze primetiti
identi¢an trend dobijen za brzinu redukcije. Generalno katodni elektrodni potencijal
zavisi od efekta privliacenja elektrona aksijalnih i/ili ekvatorijalnih liganada kao i od
njihove razgranatosti. Tako na primer, kompleks Pt(en)(CF3COO),Cl, ima visi
elektrodni potencijal od Pt(en)Cl; zbog toga Sto je efekat privlacenja elektrona

trifluoroacetatom jaci od hlorido liganda.

— Pt(dach)Cls /I
2L T = ° Pt(ipa)(OH)2Ck ~J ‘
----- Pt(en)(OCOCF3)2Ch il

10 -

VpA

1000 0 -1000
E/'mV

Slika 10. Cikli¢ni voltagrami ispitivanih kompleksa iz Choi-eve studije.
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Choi-eva grupa je ispitala i uticaj razgranosti liganada na elektrodni potencijal
(Tabela 3). Ustanovljeno je da Pt(a,cha)(CsH;COO0),Cl, ima najvecu vrednost
elektrodnog potencijala medu Pt(IV) kompleksima sa dikarbokislato ligandima u
aksijalnom polozaju. Dobijeni rezultat je ocekivan s obzirom na izrazito razgranate
C3H;COO i cikloheksilaminske grupe. Da prisustvo razgranatih grupa utie na
elektrodni potencijal, utvrdeno je i u Pt(en)(RCOQO),Cl, seriji kompleksa. Porast
elektrodnih potencijala prati slede¢i niz: CsH7; > C,Hs > CH3. Za komplekse kod kojih je
metalni centar sterno zaklonjen (npr. Pt(ipa)(OH),Cl,), ocekivano je dobijena veca

vrednost elektrodnog potencijala.

Tabela 3. Elektrodni potencijali Pt(IV) kompleksa iz Choi-eve studije.

Jedinjenje E/ mV (srednja vrednost + SD) (N)~
Pt(en)(OH).ClI, — 884

Pt(ipa)(OH),Cl, ~ 730 + 103

Pt(en)(CH3COO0),Cl, — 546

Pt(a,cha)(CH3COO0),Cl, —250 %60
Pt(a,cha)(C3H7COO)2CI2 —150 + 80

Pt(en)Cl, ~ 160 + 53

Pt(en)(CFsCO0),Cl, 025

Pt(dach)Cls ~90+19

* SD: standardna devijacija. N: broj eksperimenata.

Na osnovu izloZzenog, zakljuceno je sledece:

e da strukturne izmene u ekvatorijalnom poloZaju aminskih liganada ne uticu
drasti¢no na promenu vrednosti elektrodnog potencijala

e da promene u duzini lanca u aksijalnom polozaju karboksilato liganada takode
ne dovode do znacajnije promene elektrodnog potencijala

e da potencijalna optimizacija strukture treba da se bazira na aksijalnom ligandu
koji obezbeduje stabilnost i inertnost kompleksnog jedinjenja

e da brzina redukcije i elektrodni potencijali ispitanih kompleksa Pt(1V) zavise od
efekta privlacenja elektrona aksijalnih liganada kao i sternih smetnji koje poti¢u
od aksijalnih i/ ili ekvatorijalnih liganada (kompleksi sa razgranatijim ligandima
i jacim efektom privlacenja elektrona imaju vise vrednosti elektrodnog

potencijala i brze podlezu redukciji)
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e da generalno nije moguce uspostaviti korelaciju brzina redukcije-citotoksi¢nost
osim za strukturno veoma sli¢na jedinjenja koja se medusobno razlikuju u samo

jednom polozaju liganda.

2.4.2. Korelacija elektrodni potencijal-citotoksi¢nost

Ispitivanje redukcionog mehanizma bioloski aktivnih jedinjenja postalo je
nezaobilazan deo modernih studija u novije vreme. Iznenaduje Cinjenica da se samo
mali broj istrazivaca bavi vezom izmedu brzine redukcije 1 citotoksi¢nosti iako je na
njen znacaj ukazano dosta ranije.

Potencijalna veza izmedu brzine redukcije i citotoksi¢nosti detaljno je ispitana u
Choi-evoj studiji [109] na celijskim linijama tipa L1210/0, osetljivim na cisplatinu.
Generalno, oc€ekivana korelacija nije uspostavljena za seriju ispitivanih kompleksa.
Tako je npr. kompleks Pt(ipa)(OH),Cl, sa visokim elektrodnim potencijalom, pokazao
veéi procenat inhibicije u poredenju sa Pt(en)Cls; kompleksom ¢ija je vrednost
elektrodnog potencijala znatno niza. Medutim, zakljuéeno je da u nizu struktura sa
etilendiaminskim delom, komponente koje najbrze podlezu redukciji pokazuju najvecu
citotoksi¢nost. U skladu s tim, citotoksi¢nost raste sa izmenom liganada u aksijalnom
polozaju OH < CH3COO < CI' < CF3COOQO prateéi identi¢an trend kao i brzina
redukcije. Takode je zapazeno da kompleksi koji sadrze etilendiaminski ligand
pokazuju sporiju redukciju i manju citotoksi¢nost u odnosu na komplekse sa izopropil,
cikloheksil i 1,2-diamincikloheksil ligandom. Brzina redukcije i citotoksi¢nost rastu u
nizu Pt(en)(OH).Cl, < Pt(ipa)(OH).Cl,, Pt(en)(CH3COO),Cl, < Pt(a,cha)(
CH3COO0),Cl,, Pt(en)Cl, < Pt(dach)Cl. Vazno je napomenuti da niska citotoksi¢nost
Pt(en)Cl, kompleksa nije posledica samo male brzine redukcije ve¢ na njenu vrednost
utice Citav niz faktora poput rastvorljivosti, lipofilnosti, fizioloSkih uslova i mnogih
drugih.

Sli¢an pristup ovoj problematici imala je i Hambley-ova grupa [108].
Istrazivanje je uradeno na velikom broju Pt(IV) kompleksa (ukupno 23) sa anjonskim
polifluoroarilskim ligandima (2,3,5,6-tetrafluorofenil (p-HC¢F4); 2,3,5,6-tetrafluoro-4-
metoksifenil (p-MeOCgF,) i pentafluorofenil (C¢Fs—). Dobijeni voltamogrami su ukazali
na ireverzibilnu dvoelektronsku redukciju uz gubitak aksijalnih liganada. Vrednosti
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elektrodnih potencijala nalaze se izmedu —1657 i —1744 mV ukazuju¢i na sporu
redukciju. Jasna korelacija izmedu E i ICsy vrednosti nije ustanovljena cak ni za
komplekse sa istim tipom liganda.

Znacajno je pomenuti da su neznatno uspesniji bili pokusaji koreliranja E i 1Cs
vrednosti za bioloski aktivna organska jedinjenja [110]. Jedna od studija je obuhvatila
ispitivanje redoks ponasanja ukupno 37 derivata indolon-N-oksida metodama cikli¢ne i

stacionarne voltametrije ¢ija je bioloska aktivnost bila poznata (Slika 11).

o
0 0
Ry R4 Ry .
o +1e = ° +1e _ °
/ 3 > Rs > Rs
®N
N N
Ry \ Ry \ Ry \
E] . o
e} o) 9)
R,= 0—CH,—O, H, OCH3; R,= 0—CH,—O0, H, OCH3;, CF;, NO,, OPh, (CO)CH3; R3= i-Bu, n-Pro, derivati fenola i benzena

Slika 11. Redukcija indolon-N-oksida.

Prvi nedvosmisleno reverzibilan redukcioni proces lociran je na oko —0,68 = 0,2 V (vs.
SCE) i predstavlja redukciju —C=N—O-— dvostruke veze. Drugi ireverzibilan redukcioni
korak se nalazi na oko —1,45 + 0,2 V (vs. SCE) i odnosi se na redukciju karbonilne veze
(Slika 12).

0.5
0.0 /\
-0.5
g— -1.0
=
-1.5
-2.0
-2.5 T T T T T T T T T
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
E/V (vs. SCE)

Slika 12. Cikli¢ni voltamogram 1 mmol/dm? rastvora indolon-N-oksida u CHzCN-u;
brzina polarizacije 100 mV/s; pomo¢ni elektrolit TBAP.
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Zadovoljavaju¢a E—ICsy korelacija je dobijena za grupu jedinjenja sa elektron
donorskim supstituentima (npr. —OCHs) i prikazana je na Slici 13. Naime, uvodenje
metoksi grupe u N-oksidni prsten rezultuje manje negativnim elektrodnim potencijalima
u odnosu na druge supstituente, olakSava redukciju i pojacava aktivnost. Na ovaj nacin

se moze izvrsiti gruba selekcija jedinjenja za dalja ispitivanja.

-0.65
-0.70
-0.75 4 [ ]

- |
-0.80 L

-0.85

E/V (vs. SCE)
L ]

-0.90

-0.95

-1.00

0 50 100 150 200
IC,/ nM

Slika 13. Prikaz E—1Cs, korelacije dobijene za seriju indolon-N-oksidnih derivata.

Na osnovu izlozenih podataka iz literature, moze se zakljuciti da moguénost
linearizovanja zavisnosti elektrodnog potencijala od aktivnosti ispitivanog jedinjenja
ima veliki, ali ne 1 presudni znacaj u odabiru pogodnih kandidata za dalja bioloska

ispitivanja.

2.4.3. Metode odredivanja elektrodnog potencijala: cikli¢na voltametrija i
diferencijalna pulsna voltametrija

Iako predstavlja jednu od kompleksnijih elektrohemijskih tehnika, ciklicna
voltametrija je najée$ce koriS¢ena zbog raznovrsnosti eksperimentalnih informacija koje
pruza. Ova metoda daje kompletan uvid u kineti¢ka i termodinamicka svojstva razli¢itih
hemijskih sistema.

Osnove voltametrije postavljene su Heyrovsky-evim otkricem polarografije
1922. godine [111]. Njegovi pionirski radovi su obuhvatali analize elektrohemijskih

......

tehnike bile su ograniCene mnogobrojnim faktorima koji su ometali intenzivniju
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upotrebu istih sve do pojave troelektrodnog potenciostata 1942. godine. Sezdesete i
sedamdesete godine proslog veka donele su veliki napredak na polju teorije,
instrumentacije i kompjuterizovanja metode. Na ovaj nacin je omoguceno proucavanje i
najslozenih hemijskih sistema.

Cikli¢na voltametrija u osnovi predstavlja faradejsku elektroanaliticku metodu
pa stoga podrazumeva direktnu razmenu elektrona izmedu elektroaktivne vrste 1 radne
elektrode [112-116]. Zasniva se na merenju zavisnosti struja-potencijal u
elektrohemijskim ¢elijama sa stacionarnim i fiksnim radnim elektrodama (poput visece
zivine elektrode, elektrode od staklastog ugljenika, ugljeni¢ne paste, platine, srebra,
zlata). Analitic¢ki signal je faradejska struja koja tece kroz elektrohemijsku ¢eliju u toku
reakcije analita na radnoj elektrodi. Analit moze biti u obliku katjona, anjona ili
elektroneutralnog molekula. Proces snimanja ciklicnih voltamograma se sastoji od
reverzne promene vrednosti potencijala E1 do E2, a zatim ponovo do vrednosti E1

odgovaraju¢om brzinom polarizacije (Slika 14).

— Ciklus 1 —1

reverzibilna
polarizacija

/

Potencijal

N\

direktna

El polarizacija

promena
potencijala

Vreme

Slika 14. Promena potencijala s vremenom u cikli¢noj voltametriji.

Pri voltametrijskoj oksidaciji hemijske vrste, prielektrodni sloj je nakon
dostizanja krajnjeg anodnog potencijala obogacen oksidovanom vrstom dok se
elektrodni potencijal menja ka pozitivnijim vrednostima. Tokom povratne (reverzibilne)
polarizacije, oksidovani oblik se na odredenom potencijalu (bliskom ravnoteznom
potencijalu redoks para) redukuje. Tada je primetan prelazak struje iz pozitivhe u
negativnu. Kao $to se moze videti na Slici 15, I-E kriva snimljena tokom direktne

polarizacije je vrlo sli¢na krivoj dobijenoj tokom povratne polarizacije. Povlacenjem
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osnovne linije na pocetak krive oksidacije/redukcije, maksimumi katodne i anodne
struje imaju priblizne vrednosti, a rastojanje pikova po osi potencijala je nezavisno od

brzine polarizacije.

Ea

Potencijal/ V

Struja/ pA

Slika 15. Izgled tipi¢nog cikli¢nog voltamograma reverzibilnog

redoks procesa sa karakteristicnim parametrima.

Sa aspekta koordinacione hemije, od znacaja je upotreba cikli¢ne voltametrije
pri proucavanju elektrodnih reakcija s viSestepenom izmenom elektrona. U slucaju da se
slobodne energije proizvoda viSestepene izmene elektrona medusobno znacajno
razlikuju, tada se na voltamogramu pojavljuje odgovaraju¢i broj zasebnih strujnih
maksimuma. Svaki od maksimuma odrazava specifi¢nosti datog stupnja.

Za voltametrijska ispitivanja se koristi Sirok opseg vodenih i1 organskih
rastvaraa uz pomoc¢ni elektrolit, najcesce tetraalkilamonijum-soli odgovarajuce
koncentracije uz napomenu da sve komponente moraju biti visokog stepena Cisto¢e. Od
znacaja je 1 naglasiti vaznost pravilnog odabira tzv. potencijalskog prozora. Naime,
ispitivana redoks reakcija bi trebalo da ima potencijale oksidacije/ redukcije u onom
opsegu gde ne postoji mogucénost pojave signala necistoca. Stoga se startni potencijal
bira u tacki potencijala gde nema prolaska struje kroz radnu elektrodu i koja je dovoljno
udaljena od potencijala pika ispitivanog analita. Krajni potencijal (potencijal na kojem
dolazi do promene smera snimanja) se zadaje u zavisnosti od prirode analita. Obi¢no
odgovara vrednosti potencijala analita uve¢anoj za 180 mV.

Ipak u novije vreme smatra se da je diferencijalna pulsna voltametrija

(polarografija) jedna od najefikasnijih impulsnih metoda s obzirom da pruza moguénost
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detekcije organskih i neorganskih vrsta u tragovima (osetljivost reda veli¢ine 107 do 10°
8 mol/dm®, odnosno 1 pg/dm?®). Kod ove metode se meri razlika dve struje, prve koja se
meri odmah posle zavrSetka zadavanja pulsa i druge koja se meri nekoliko milisekundi
pre pocetka zadavanja pulsa. Zadati pocetni potencijal se tokom vremena povecava i
posledicno dobija oblik stepenica. Rezultuju¢i diferencijalno pulsni voltamogram se
sastoji od strujnih pikova ¢ija je visina direktno proporcionalna koncentraciji ispitivanog
analita. Obi¢no se efektivna brzina polarizacije nalazi izmedu 1 i 10 mV/s dok se
vrednosti zadatog potencijala krecu izmedu 25 i 50 mV. Tipican DP voltamogram
(Slika 16) se dobija nanoSenjem razlike izmedu prve i druge struje na ordinatu u funkciji

zadatog potencijala.

1.0 -

0.0
| ] 1 1 |

-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
BV

Slika 16. Oblik pika u diferencijalnoj pulsnoj voltametriji.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sinteze liganada

Estri (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline, kori$éeni
za sintezu liganada L1-6, i ligand L7, Li(SPh-0z), su sintetisani u skladu s objavljenim
procedurama [65, 117].

3.1.1. Sinteza dimetil estra N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, L1

Suspenzija  prekursora, metil estra  (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline (0,20 g; 0,43 mmol) u metanolu (10 cm?®) je blago
zagrejana do 40 °C i meSana 20 min do potpunog homogenizovanja. SmeSa za
metilovanje je napravljena rastvaranjem natrijum-triacetoborhidrida (0,27 g; 1,28 mmol)
u metanolu (10 cm®) uz dodatak 36% vodenog rastvora formaldehida (0,33 cm?®; 4,26
mmol). Dobijeni rastvor je polako ukapavan u prethodno napravljenu suspenziju
prekursorskog jedinjenja. pH reakcione smese je podesena na 4-5 dodatkom 2 porcije
glacijalne siréetne kiseline (0,25 cm®). Nakon 2 sata mesSanja, reakcionoj smesi se
dodaje dietil-etar (40 cm®) i ispira rastvorom KOH (3 x 10 cm®, 1 mol/dm?®) i zasi¢enim
rastvorom NaCl (10 cm®). Kombinovani etarski rastvori sintetisanog liganda su osueni
iznad anhidrovanog K,CO3 i upareni na vakuumu do bezbojne, uljaste te¢nosti (Slika
17).

Prinos: 137 mg, 79 %. Elementalna analiza (%) izracunata za Cy3HsoN204-0,25CH30H
(416,58): C 67,03; H 9,92; N 6,72; nadeno: C 66,77; H 9,98; N 6,82. 'H NMR (500
MHz, CDCls): 6 = 3,68 (s, CH3;00C—, 6H), 3,60 (s, -NCH;N—, 2H), 3,39-3,36 (m,
—OOCCHN-, 2H), 3,00-2,94 (m, -NCH,CH,N—, 2H), 2,86-2,80 (m, -NCH2CH,N—,
2H), 1,74 (br d, J = 10,0 Hz, C5b, 2H), 1,68-1,59 (m, —CH,Cy, C7, C5a, C6, 10H),
1,53-1,48 (m, —CH,'Cy, 2H), 1,31-1,07 (m, C7', C6', C4, 8H), 0,93-0,83 (m, C5a’,
C5b’, 4H). 3C NMR (125 MHz, CDCls): & = 173,65 (CH;00C-), 69,58 (-NCH,N-),
61,98 (—OOCCHN-), 51,47 (CH300C-), 48,23 (—-NCH,CH,N-), 38,75 (—CHCy),
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34,48 (C4), 33,63 (C5a), 33,28 (C5b), 26,60 (C7), 26,26 (C6). ESI-MS (CH3OH) m/z
(%): 397,34 (100) [M—CH+3H]". IC (ATR, cmY): 2923, 2850, 1734, 1683, 1448,
1356, 1259, 1193, 1161, 1019, 802.

R= Me Et wnPr nBu iBu iPe
L1 L2 L3 L4 L5 L6

Slika 17. Struktura liganada L1-6 sa odgovaraju¢om numeracijom C atoma.

3.1.2. Sinteza dietil estra N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, L2

Suspenzija prekursora, etil estra (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline (0,20 g; 0,40 mmol) u metanolu (10 cm®) je blago
zagrejana do 40 °C 1 meSana 20 min do potpunog homogenizovanja. SmeSa za
metilovanje je napravljena rastvaranjem natrijum-triacetoborhidrida (0,26 g; 1,21 mmol)
u metanolu (10 cm®) uz dodatak 36% vodenog rastvora formaldehida (0,31 cm?®; 4,02
mmol). Dalja procedura podrazumeva isti postupak kao za L1 (Slika 17).

Prinos: 103 mg, 59 %. Elementalna analiza (%) izracunata za C35H44N20,4-0,75CH3;OH
(460,66): C 67,14; H 10,28; N 6,08; nadeno: C 66,88; H 10,77; N 6,32. 'H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 = 4,19-4,10 (m, CH3CH,O0C—, 4H), 3,61 (s, -NCH,N—, 2H), 3,36
3,33 (m, ~OOCCHN-, 2H), 3,00-2,94 (m, ~NCH,CH,N—, 2H), 2,87-2,81 (m,
—NCH,CH,;N-, 2H), 1,75 (br d, J = 10,0 Hz, C5b, 2H), 1,65-1,58 (m, —CH,Cy, C7,
C5a, C6, 10H), 1,52-1,46 (m, —CH,'Cy, 2H), 1,31-1,07 (m, C7’, C6’, CH3CH,00C—,
C4, 14H), 0,92-0,82 (m, C5a’, C5b’, 4H). *C NMR (125 MHz, CDCl3) & = 173,15
(CH3CH,00C-), 69,54 (—-NCH,N-), 62,06 (—-OOCCHN-), 60,31 (CH3CH,O0C-),
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48,22 (-NCH,CH,N-), 38,79 (~CH,-Cy), 34,50 (C4), 33,68 (C5a), 33,23 (C5h), 26,59
(C7), 26,26 (C6), 14,47 (CHsCH,00C-). ESI-MS (CHsOH) m/z: 42535 (100)
[M—CH,+3H]*. IC (ATR, cm™): 2920, 2848, 1727, 1681, 1446, 1370, 1253, 1155,
1098, 1028, 964, 931, 887, 847, 802.

3.1.3. Sinteza dipropil estra N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, L3

Suspenzija  prekursora, n-propil estra  (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline (0,20 g; 0,38 mmol) u metanolu (10 cm® je blago
zagrejana do 40 °C 1 meSana 20 min do potpunog homogenizovanja. Smesa za
metilovanje je napravljena rastvaranjem natrijum-triacetoborhidrida (0,24 g; 1,14 mmol)
u metanolu (10 cm®) uz dodatak 36% vodenog rastvora formaldehida (0,29 cm?®; 3,81
mmol). Dalja procedura podrazumeva isti postupak kao za L1 (Slika 17).
Prinos: 111 mg, 63 %. Elementalna analiza (%) izraunata za Cy7HgN204-0,5CH3;0H
(480,70): C 68,71; H 10,48; N 5,83%; nadeno: C 69,09; H 10,97; N 6,06%. 'H NMR
(200 MHz, CDCl3) 6 = 4,05 (t, J; = 6,0; J, = 6,0 Hz, CH3CH,CH,O0C-, 4H), 3,63 (s,
—NCH,N—-, 2H), 3,40-3,33 (m, -OOCCHN-, 2H), 3,03-2,79 (m, -NCH,CH,;N—, 4H),
1,79-1,43 (m, —CH,'Cy,—CH,Cy, CH3CH,CH,00C—, C7, C5a, C6, C5b, 18H), 1,31-
1,06 (m, C7’, C6', C4, 8H), 0,97-0,77 (m, C5a’, C5b’, CH3CH,CH,00C—, 10H). *C
NMR (50 MHz, CDCl3) & = 173,04 (CH3CH,CH,00C-), 69,29 (—-NCH,N-), 65,75
(~OOCCHN-), 61,80 (CH3CH,CH,O0C-), 47,99 (-NCH,CH,;N-), 38,63 (—CH,Cy),
34,27 (C4), 33,47 (Cha), 33,00 (C5hb), 26,37 (C7), 26,04 (C6), 21,92
(CH3CH,CH,00C-), 10,38 (CH3CH,CH,00C-). ESI-MS (CH30H) m/z (%): 453,39
(100) [M—CH+3H]*. IC (ATR, cm™): 2921, 2849, 1727, 1448, 1380, 1351, 1251,
1158, 1059, 971, 894, 845, 758.

3.1.4. Sinteza dibutil estra N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, L4

Suspenzija  prekursora, n-butil estra  (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline (0,20 g; 0,36 mmol) u metanolu (10 cm® je blago

zagrejana do 40 °C 1 meSana 20 min do potpunog homogenizovanja. Smesa za
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metilovanje je napravljena rastvaranjem natrijum-triacetoborhidrida (0,23 g; 1,08 mmol)
u metanolu (10 cm®) uz dodatak 36% vodenog rastvora formaldehida (0,28 cm?®; 3,61
mmol). Dalja procedura podrazumeva isti postupak kao za L1 (Slika 17).

Prinos: 106 mg, 60 %. Elementalna analiza (%) izraunata za Cy9Hs2N204-0,5CH3;0H
(508,75): C 69,64; H 10,70; N 5,50; nadeno: C 69,48; H 10,90; N 5,68. 'H NMR (200
MHz, CDCl3) 6 = 4,09 (t, J; = J, = 6,0 Hz, CH3CH,CH,CH,00C—, 4H), 3,62 (s,
—NCH,N—-, 2H), 3,39-3,32 (m, -OOCCHN-, 2H), 3,03-2,79 (m, -NCH,CH,;N—, 4H),
1,79-1,52 (m, —CH,Cy, CH3;CH,CH,CH,00C-, C7, C5a, C6, C5b, 16H), 1,49-1,08
(m, C7', C6’, CH3CH,CH,CH,00C—, C4,-CH,'Cy, 14H), 1,01-0,79 (m, C5a’, C5b’,
CH3CH,CH,CH,00C—, 10H). *C NMR (50 MHz, CDCl;) & = 173,35
(CH3CH,CH,CH,00C-), 69,61 (-NCH)N-), 64,25 (-OOCCHN-), 62,13
(CH3CH,CH,CH,00C-), 48,27 (—-NCH,CH,N-), 38,88 (—CH,Cy), 34,50 (C4), 33,74
(C5a), 33,19 (C5b), 30,80 (CH3CH,CH,CH,O0C-), 26,58 (C7), 26,27 (C6), 19,30
(CH3CH,CH,CH,00C-), 13,79 (CH3CH,CH,CH,00C-). ESI-MS (CH30OH) m/z (%):
481,40 (100) [M—CH>+3H]". IC (ATR, cm™): 2925, 2851, 1730, 1450, 1252, 1163,
1065, 1023, 967, 890, 842, 750.

3.1.5. Sinteza diizobutil estra N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, L5

Suspenzija  prekursora, izobutil estra  (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline (0,20 g; 0,36 mmol) u metanolu (10 cm® je blago
zagrejana do 40 °C 1 meSana 20 min do potpunog homogenizovanja. SmeSa za
metilovanje je napravljena rastvaranjem natrijum-triacetoborhidrida (0,23 g; 1,08 mmol)
u metanolu (10 cm®) uz dodatak 36% vodenog rastvora formaldehida (0,28 cm?®; 3,61
mmol). Dalja procedura podrazumeva isti postupak kao za L1 (Slika 17).

Prinos: 147 mg, 83 %; Elementalna analiza (%) izra¢unata za CHs,N2O4: C 70,69, H
10,64, N 5,69; nadeno: C 70,38; H 10,36; N 5,76. "H NMR (500 MHz, CDCls): & = 3,86
(d, J = 10,0 Hz, (CH3),CHCH,0O0C-, 4H), 3,63 (s, -NCH,N—, 2H), 3,39— 3,36 (m,
—OOCCHN-, 2H), 3,01-2,95 (m, -NCH,CH,;N—-, 2H), 2,88-2,82 (m, -NCH,CH,;N—,
2H), 1,92 (n, J; = 10,0; J, = 5,0; J3=5,0; J, = 10,0 Hz (CH3),CHCH,00C—, 2H), 1,76
(br d, J = 15,0 Hz, C5b, 2H), 1,66-1,60 (m, C6a, C5a, C7, —CH,Cy, 10H), 1,52-1,47
(m, —CHyCy, 2H), 1,31-1,06 (m, C4, C7, C6b, 8H), 0,92 (d, J = 10,0 Hz,
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(CH3),CHCH,00C—, 12H), 0,90-0,79 (m, C5a’, C5b/, 4H). *C NMR (125 MHz,
CDCly): & = 173,31 ((CH3),CHCH,00C-), 70,59 ((CH3):CHCH,00C-), 69,55
(-NCH2N-), 62,05 (-OOCCHN-), 48,23 (-NCH,CH,N-), 38,89 (—~CH,Cy), 34,50
(C4), 33,74 (C5a), 33,20 (C5b), 27,80 ((CH3);CHCH,00C-), 26,59 (C7), 26,28 (C6b),
26,25 (C6a), 19,29 ((CH3),CHCH,00C-). ESI-MS (CHsOH) m/z (%): 481,58 (100)
[M—CH.+3H]"; 493,40 (37,16) [M]*. IC (ATR, cm'): 2928, 2852, 1734, 1468, 1451,
1375, 1252, 1165, 994.

3.1.6. Sinteza diizoamil estra N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, L6

Suspenzija  prekursora, izopentil estra (S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline (0,20 g; 0,34 mmol) u metanolu (10 cm® je blago
zagrejana do 40 °C i meSana 20 min do potpunog homogenizovanja. Smesa za
metilovanje je napravljena rastvaranjem natrijum-triacetoborhidrida (0,22 g; 1,03 mmol)
u metanolu (10 cm®) uz dodatak 36% vodenog rastvora formaldehida (0,27 cm®; 3,44
mmol). Dalja procedura podrazumeva isti postupak kao za L1 (Slika 17).
Prinos: 126 mg, 71 %. Elementalna analiza (%) izracunata za C3;HssN2O4 (520,79): C
71,49, H 10,84, N 5,38; nadeno: C 71,10; H 10,44; N 5,49. *H NMR (200 MHz, CDCl5)
6=4,12 (t, J; = 8,0 Hz; J, = 6,0 Hz, (CH3),CHCH,CH,00C—, 4H), 3,62 (s, "NCH,N—,
2H), 3,39-3,32 (m, “OOCCHN-, 2H), 3,03-2,79 (m, -NCH,;CH,N—, 4H), 1,79-1,42
(m, C5b, (CH3),CHCH,CH,00C—-, -CH.)Cy, C7, Cba, C6a, —CH,Cy,
(CH3),CHCH,CH,00C—, 20H), 1,31-1,08 (m, C4, C7', C6b, 8H), 1,02—0,78 (m,
(CH3),CHCH,CH,00C—, C5a’, C5b’, 16H). *C NMR (50 MHz, CDCls): & = 173,35
((CH3),CHCH,CH,00C-), 69,60 (-NCHy;N-), 63,04 ((CH3),CHCH,CH,00C-),
62,16 (-OOCCHN-), 4830 (-NCH,CH;N-), 38,87 (—CH)Cy), 37,50
((CH3),CHCH,CH,00C-), 34,52 (C4), 33,77 (C5a), 33,19 (Cbb), 26,60 (C7), 26,25
(Céb), 25,16 (C6a), 22,56 ((CH3),CHCH,CH,O00C-), 11,32 i 16,61
((CH3)2CHCH,CH,00C-). ESI-MS (CH30H) m/z: 509,43 (49) [M—CH,+3H]"; 521,43
(100) [M]". IC (ATR, cm'): 2924, 2851, 1732, 1683, 1449, 1367, 1164, 1050, 971.
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3.1.7. Sinteza litijum 2-(4,4-dimetil-4,5-dihidrooksazol-2-il)benzentiolata, Li(SPh-
0z), L7

4,4-dimetil-2-fenil-2-oksazol (1 cm® 98 mmol) je rastvoren u pentanu (20 cm®)
uz hladenje na ledenom kupatilu i polako dodavanje nBuLi (3,7 cm® 1,6 mol/dm® u
heksanu; 1,0 mmol) u kapima. Nakon meSanja reakcione smeSe 1h, cedenjem je
izdvojen beli talog liganda, Li(Ph-oz), koji je ispiran sa dve porcije ohladenog pentana
(2 x 10 cm®). Zatim je sintetisani Li(Ph-0z) suspendovan u dietil-etru uz dodatak
elementarnog sumpora (0,143 g; 4,5 mmol). Suspenzija je ostavljena preko noci da se
mesa pri cemu se izdvojio talog liganda (Slika 18) svetlo zute boje osusen pod
vakuumom. Prinos: 583 mg, 49 %. *H NMR (300 MHz, CDsCN) & = 7,62 (dd, J = 9,0
Hz, Ar-H, 1H), 7,45 (dd, J = 8,1 Hz, Ar—H, 1H), 6,86 (ddd, J; =8,1; J, =7,0; J3=1,7
Hz, Ar-H, 1H), 6,66 (ddd, J; = 8,3; J, = 7,0; J3 = 1,4 Hz, Ar—H, 1H), 3,97 (s, -CH,—,
2H), 1,33 (s, CHs—, 6H). IC (ATR, cm™): 2967, 1621, 1460, 1355, 1314, 1248, 1203,
1133, 1086, 1040, 967, 774, 737, 695, 651, 513, 443, 424.

Li

—Z

Slika 18. Struktura liganda Li(SPh-0z), L7.

3.2. Sinteze kompleksa

3.2.1. Sinteza N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)-
dimetilpropanoat-tetrahloridoplatina(1V), [PtL'Cl,], K1

Vodeni rastvor (10 cm®) kalijum-heksahloridoplatinata(IV) (0,12 g; 0,24 mmol)
dodaje se u kapima rastvoru liganda L1, dimetil estru N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-
N,N’-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (0,10 g; 0,24 mmol) u metilen-hloridu (10
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cm®). Dobijena smesa je refluktovana 3 dana nakon &ega se izdvaja ZutonarandZasti
talog. Sintetisani kompleks (Slika 19) se odvaja filtracijom, ispira sa malom koli¢inom
dietil-etra i susi pod vakuumom.

Prinos: 86 mg, 47 %. t. t:. 88 °C. Elementalna analiza (%) izraCunata za
Ca3H4oN204PtCl4-0,5H,0 (754,47): C 36,61; H 5,48; N 3,71%; nadeno: C 37,05; H
5,97; N 3,50. '"H NMR (200 MHz, CDCls): 8 = 3,70 (s, CH300C—, 6H), 3,62 (s,
—NCH;N—, 2H), 3,43-3,33 (m, -OOCCHN-, 2H), 3,04-2,80 (m, -NCH,CH,;N—, 4H),
1,94-1,43 (m, —CH,'Cy, —CH,Cy, C7, C5a, C6, C5b, 14H), 1,32-1,09 (m, C7’, C6’, C4,
8H), 0,98-0,80 (m, C5a’, C5b’, 4H). *C NMR (50 MHz, CDCls): & = 169,56
(CH3;00C-), 65,92 (-NCH;N-), 58,42 (-OOCCHN-), 56,69 (CH300C-), 44,56
(NCH,CH;N-), 35,15 (-CHCy), 30,82 (C4), 30,02 (C5a), 29,54 (C5b), 22,91 (C7),
22,59 (C6). 1**Pt NMR (86 MHz, CDCls): 8 = 145,64. ESI-MS (CH3;OH) m/z (%):
407,33 (100) [M—PtCl,+H]". IC (ATR,cm™): 2924, 2851, 1742, 1634, 1503, 1444,
1271, 1218, 1151, 996, 886. ULj/Vid (CH30H): Amax = 207 nm.

/
O\;U

Cl——PpPt——0Cl

5b

Cl Cl

R= Me Et nPr nBu
K1 K2 K3 K4

Slika 19. Struktura Pt(1VV) kompleksa K1-4 sa odgovaraju¢om numeracijom C atoma.

3.2.2. Sinteza N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)-
dietilpropanoat-tetrahloridoplatina(1V), K2, [PtLCl,]

Vodeni rastvor (10 cm®) kalijum-heksahloridoplatinata(lV) (0,11 g; 0,23 mmol)
dodaje se u kapima rastvoru liganda L2, dietil estru N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-
N,N’-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (0,10 g; 0,23 mmol) u metilen-hloridu (10
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cm®). Nastavak procedure podrazumeva isti postupak kao u sludaju sinteze K1 (Slika
19).

Prinos: 89 mg, 50 %. t. t: 90 °C. Elementalna analiza (%) izraCunata za
CosH44N204PtCI4-0,5H,0 (782,52): C 38,37; H 5,80; N 3,58%; nadeno: C 38,52; H
6,29; N 4,06. 'H NMR (200 MHz, CDCl3): & = 4,10-4,03 (m, CH3CH,00C—, 4H), 3,64
(s, \NCH;N—-, 2H), 3,42-3,35 (m, -OOCCHN-—, 2H), 3,05-2,81 (m, —~NCH,CH,;N—,
4H), 1,80-1,44 (m, —CH,'Cy, —CH,Cy, C7, C5a, C6, C5b, 14H), 1,39-1,05 (m, C7',
C6', C4, 8H), 1,01-0,78 (m, C5a’, C5h’, CH3sCH,00C—, 10H). **C NMR (50MHz,
CDCl3): 6 = 173,17 (CH3CH,00C-), 69,41 (—NCH,N-), 65,84 (—-OOCCHN-), 61,91
(CH3CH,00C-), 48,05 (—NCH,CH;N-), 38,69 (—CH,Cy), 34,30 (C4), 33,52 (C5a),
32,99 (C5b), 26,38 (C7), 26,06 (C6), 10,40 (CH3CH,O0C-). ESI-MS (CH30H) m/z
(%): 436,07 (100) [M—PtCl;+H]". IC (ATR, cm%): 2922, 2849, 1735, 1635, 1445,
1370, 1260, 1195, 1095, 1024, 802. ULj/Vid (CH30H): Amax = 213 nm.

3.2.3. Sinteza N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)-
dipropilpropanoat-tetrahloridoplatina(1V), K3, [PtL3Cl]

Vodeni rastvor (10 cm®) kalijum-heksahloridoplatinata(1V) (0,11 g; 0,22 mmol)
dodaje se u kapima rastvoru liganda L3, dipropil estru N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (0,10 g; 0,22 mmol) u metilen-hloridu (10
cm®). Nastavak procedure podrazumeva isti postupak kao u slucaju sinteze K1 (Slika
19).

Prinos: 87 mg, 50 %. t. t: 93 °C. Elementalna analiza (%) izraCunata za
C27H4gN204PtCly4 (801,57): C 40,46; H 6,04; N 3,49; nadeno: C 40,27; H 6,35; N 3,78.
'H NMR (200 MHz, CDCls) & = 4,07 (t, J; = 6,6; J; = 6,8 Hz, CH3CH,CH,00C—, 4H),
3,65 (s, —NCH;N—-, 2H), 3,42-3,35 (m, —OOCCHN- 2H), 3,06-2,81 (m,
—NCH,CH;N-, 4H), 1,82-1,42 (m, —CH,'Cy, —CH,Cy, CH3CH,CH,00C-, C7, Cb5a,
C6, C5b, 18H), 1,38-1,06 (m, C7, Cé', C4, 8H), 0,99-0,80 (m, C5a’, C5b’,
CHsCH,CH,00C—, 10H). *C NMR (50 MHz, CDCls): & = 172,85
(CH;3CH,CH,00C-), 69,12 (-NCH;N-), 6559 (-OOCCHN-), 61,62
(CH3CH,CH,00C-), 47,82 (—NCH,CH;N-), 38,46 (-CH,Cy), 34,09 (C4), 33,30
(C5a), 32,80 (Cbb), 26,18 (C7), 25,85 (C6), 21,74 (CH3CH,CH,0O0C-), 10,20
(CH3CH,CH,00C-). ESI-MS (CH30H) m/z (%): 464,89 (100) [M—PtCl;+H]". IC
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(ATR/cm™): 2952, 2850, 1738, 1640, 1448, 1371, 1242, 1198, 1096, 1022, 832, 753.
ULj/Vid (CHsOH): Amax =208 nm.

3.2.4. Sinteza N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)-
dibutilpropanoat-tetrahloridoplatina(1V), K4, [PtL*Cl,]

Vodeni rastvor (10 cm®) kalijum-heksahloridoplatinata(V) (0,10 g; 0,20 mmol)

dodaje se u kapima rastvoru liganda L1, dibutil estru N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (0,10 g; 0,20 mmol) u metilen-hloridu (10
cm®). Nastavak procedure podrazumeva isti postupak kao u slutaju sinteze K1 (Slika
19).
Prinos: 93 mg, 55 %. t. t: 96 °C. Elementalna analiza (%) izraunata za
Ca9Hs5,N204PtCl4-0,25H,0 (834,13): C 41,76; H 6,34; N 3,36; nadeno: C 41,47; H 6,25;
N 3,85 'H NMR (200 MHz, CDCls) & = 4,10 (t, J; = 58, J, = 7,2 Hz,
CH3CH,CH,CH,00C—, 4H), 3,62 (s, -NCH;N—, 2H), 3,43-3,32 (m, -OOCCHN-,
2H), 3,03-2,87 (m, —-NCH,CH,N-, 4H), 180-149 (m, -CH,Cy,
CH3CH,CH,CH,00C—-, C7, Cba, C6, C5b, 16H), 1,46-1,04 (m, C7, C6/
CH3CH,CH,CH,00C—-, C4, -CH,Cy, 14H), 1,00-0,82 (m, Cba, C5b/,
CH3CH,CH,CH,00C—, 10H). *C NMR (50 MHz, CDCl;) & = 173,18
(CH;CH,CH,CH,00C-), 69,44 (-NCH;N-), 64,09 (-OOCCHN-), 61,97
(CH3CH,CH,CH,00C-), 48,10 (—-NCH,CH;N-), 38,71 (-CH,Cy), 34,34 (C4), 33,57
(C5a), 33,02 (Cbb), 30,63 (CH;CH,CH,CH,0O0C-), 26,41 (C7), 26,11 (C6), 19,13
(CH3CH,CH,CH,00C-), 13,63 (CH3CH,CH,CH,00C-). ESI-MS (CH30H) m/z (%):
492,38 (100) [M—PtCl,+H]". IC (ATR, cm™): 2924, 2851, 1737, 1635, 1451, 1251,
1195, 1062, 1026, 887, 843. ULj/Vid (CH30H): Amax = 211 nm.

3.2.5. Sinteza [Pt(S-Phoz),], K5

Kalijum-tetrahloridoplatinat(I1) (0,69 g; 1,66 mmol) je suspendovan u DMSO (4
cm®) i dobijena suspenzija meSana 2 sata na ~60 °C. Istoj je dodat rastvor acetonitrila
(40 cm3) nakon ¢ega je polako, u porcijama dodavan ligand L7, LiS-Phoz, (0,71 g; 3,33
mmol). Promena boje iz tamnocrvene do tamno narandZaste usledila je odmah po

dodatku prve porcije liganda. Nakon dva sata meSanja reakcione smesSe, rastvor je
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uparen do ~5 cm?®, a kompleks ekstrahovan toluenom iz izdvojenog taloga. Rastvor
kompleksa u toluenu je proceden i naknadno uparen do male zapremine, a zatim je Cist,
mikrokristalni produkt S,S-trans izomera (bis(2-(4,4-dimetil-4,5-dihidro-1,3-oksazol-2-
il)benzen-tiolato)-platina(ll)) dobijen talozenjem uz dodatak etanola (Slika 20).

Prinos: 310 mg, 30 %. t. t: 104 °C. Elementalna analiza (%) izraunata za
C22H24N20,PtS; (607,65): C 43,48; H 3,98; N 4,61; S 10,55; nadeno: C 43,06; H 3,93;
N 4,53; S 10,43. *H NMR (300 MHz, CD,Cl,) & = 7,45 (dd, J; = 3,0; J, = 1,2 Hz, Ar-H,
4H), 7,08 (ddd, J; = 1,5; J, = 1,8; J3 = 1,8 Hz, Ar—H, 2H), 6,92 (ddd, J; = 1,2; J, = 1,5;
Js = 1,2 Hz, Ar—H, 2H), 4,27 (s, -CH,—, 4H), 1,66 (5,—CHs, 12H). *C NMR (75 MHz,
CD,Cl,) S,S-trans izomer & = 162,52 (-CH=N), 148,90 (Ar), 131,94 (Ar), 131,00 (Ar),
129,90 (Ar), 126,91 (Ar), 122,91 (Ar), 79,80 (-CHy»-), 73,39 (-CH-), 28,28 (CH3-). ElI-
MS m/z: 607,1 (100) [M]". IC (cm™): 2953, 1625, 1459, 1371, 1271, 1134, 980, 933,
828, 781, 773.

Slika 20. Struktura kompleksa [Pt(S-Phoz),], K5.

3.2.6. Sinteza [Pt(n°S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K6

Cis-[PtCl,(PPh3)2] (0,37 g; 0,46 mmol) i ligand L7, LiS-Phoz, (0,20 g; 0,94
mmol) su suspendovani u suvom toluenu (50 cm®) uz mesanje naredna dva sata. Rastvor
tamnoZute boje je propusten kroz sloj celita, uparen do polovine zapremine i ostavljen
da kristalise. Dobijeni kristalni produkt je zatim ispiran sa hladnim dietil-etrom dajuci

svetlozuti kompleks (Slika 21) koji je susen pod vakuumom.
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Prinos: 231 mg, 57 %. t. t: 109 °C. Elementalna analiza (%) izraunata za
CaoH39N20,PPLS; (869,94): C 55,23; H 4,52; N 3,22; S 7,37; nadeno: C 54,86; H 4,60;
N 3,52; S 7,29. *"H NMR (300 MHz, CD,Cl,) & = 7,73-7,66 (m, Ar-H, 6H), 7,49-7,06
(m, Ar—H, 15H), 6,68 (br s, Ar—H, 2H), 3,98 (br d, J = 96,3 Hz, —-CH,—, 4H), 1,77 (s,
6H, —CHs), 1,19 (s, —CH3, 6H). *C NMR (75 MHz, CD.Cl,) & = 163,82 (-CH=N),
147,31 (Ar), 146,33 (Ar), 135,41 (Ar), 135,27 (Ar), 134,61 (d, J = 9,75 Hz), 132,21
(Ar), 131,62 (Ar), 131,15 (Ar), 130,73 (d, J = 2,3 Hz, Ar), 130,50 (Ar), 129,61 (Ar),
129,63 (Ar), 129,51 (Ar), 128,30 (d, J = 11,1 Hz, Ar), 123,42 (Ar), 121,33 (Ar), 82,09
(-CHy-), 78,94 (-CH,-), 72,71 (-CH-), 67,92 (-CH-), 28,46 (CH3s-). *'P NMR (121
MHz, CD,Cl,) & = 14,45 (t, J; = 1971,1; J, = 1968,7 Hz). EI-MS: 896,3 [M]*. IC (cm™):
2969, 1648, 1464, 1436, 1035, 736, 693, 543, 515.

s \PPh3
//////// \\\\\\\\
, M K
N S

Slika 21. Struktura kompleksa [Pt(n°S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K.

3.3. Materijali i metode

3.3.1. Hemikalije, reagensi i uslovi za sinteze

Polazni platinski kompleksi, K3[PtCls] i K3[PtClg], su dobijeni standardnim
procedurama polazeci od elementarne platine [42, 118]. Ostale supstance koriS¢ene u
sintezama 1 voltametrijskim merenjima (polazni kompleksi, rastvaraci, elektrolit) su
dobijene od razli¢itih proizvodaca i upotrebljene bez dodatnog preciS¢avanja. Sinteze
liganda L7 i kompleksa K5 i K6 su uradene u atmosferi argona kori§¢enjem standardnih
Schlank i glovebox tehnika na sobnoj temperaturi. U ovim procedurama su koris¢eni

suvi rastvaraci preciS¢eni pomocu Pure Solv Solvent Purification System.
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3.3.2. Odredivanje tacki topljenja

Tacke topljenja kompleksa K1-6 su odredene na Electrothermal melting point

aparatu.

3.3.3. Elementalna analiza

Rezultati elementalnih analiza (C, H, N i S) su dobijeni koris¢enjem Elemental
Vario EL Il Microanalyzer (za jedinjenja L1-6 i K1-4) i EuroVector EA3000 (za
jedinjenja K5 i K6).

3.3.4. NMR spektroskopija

Svi NMR spektri dobijeni su rastvaranjem odgovarajuce koli¢ine uzorka (~15
mg) u CDClj3 ili CD,Cl, u prisustvu TMS kao internog standarda. Polozaji signala su
izrazeni u &-jedinicama (ppm), a konstante kupovanja (J) u Hz. 1D (*H i **C) NMR
spektri su snimani na Varian Gemini 200 (za L1-6 i K1-4) ili Bruker Avance Il 300
MHz (za L7, K5 i K6) NMR spektrometrima. Za snimanje 2D COSY i 2D 'H-C
heteronuklearnih korelacionih NMR spektara koris¢en je Bruker Avance Il 500
spektrometar. Dodatno je snimljen i **>Pt NMR spektar kompleksa K1 na Varian Unity
400 NMR spektrometru u prisustvu heksahloroplatinske kiseline i *'P NMR spektar
kompleksa K6 na Bruker Avance 111 300 MHz spektrometru uz 85% H3PO,4 kao eksterni

standard.

3.3.5. Masena spektrometrija

Maseni spektri su snimani na 6210 Time-of-Flight LC-MS (za L1-4 i K1-4),
Orbitrap LTQ XL (L5, L6) u metanolu i Agilent Technologies 5975C inert XL MSD (za

K5 i K6) instrumentima.

3.3.6. Infracrvena spektroskopija
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Infracrveni spektri snimljeni su pomocu spektrometara Nicolet 6700 FT-IR (za
L1-6 i K1-4) i Bruker ALPHA-P Diamant ATR-FTIR spektrometru (za L7, K5 i K6).

3.3.7. Elektronsko-apsorpciona spektroskopija

Elektronski apsorpcioni spektri kompleksa, K1-4, snimljeni su pomoc¢u GBC
UV/Vis Cintra 6 spektrofotometra. Shodno tome, pripremljeni su rastvori koncentracije

0,1 mmol/dm? u metanolu.

3.3.8. Rendgenska strukturna analiza

Rendgenska strukturna analiza kompleksa K5 i K6 je uradena na Bruker AXS
SMART APEX 2 CCD difraktometru koriS¢enjem monohromatskog Mo-Ka zracenja
(x= 0,71073 A) iz zatopljene tube preciznog fokusa na 100 K. Za reSavanje i
strukture je koris¢en SHELXS-97 softverski [119, 120].

Kristalograski podaci, prikazani u Tabelama 4 i 5, dati su na uvid u Cambridge

uta¢navanje paket

Crystallographic Data Center pod odgovaraju¢im identifikacionim brojevima.

Tabela 4. Osnovni kristalografski podaci za kompleks K5, [Pt(S-Phoz),].

Kristalografski podaci K5
Empirijska formula C22H24N204PtS,
Relativna molekulska masa 607,64

Opis kristala

VelicCina kristala

Kristalni sistem

Prostorna grupa

Parametri elementarne Celije kristala: a

b
c
p
Zapremina elementarne Celije kristala
Z (broj stehimetrijskih jedinica)
IzraCunata gustina
F(000)
Linearni koeficijent apsorpcije, p
Korekcija apsorpcije
Transmisioni maksimum i minimum
Odredena jedini¢na Celija
Oblast merenja refleksa

blok Zzute boje

0,27 x 0,17 x 0,12 mm
monoklini¢ni

P 21/n

18,2384(7) A
11,0364(4) A
22,0408(8) A
106,8150(10) °
4246,8(3) A®

8

1,901 Mg/m®

2368

6,826 mm™
semi-empirijska
0,7461 i 0,3697
2,67°<®<30,81°
2,18 do 30,00 °
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Broj merenih refleksa
Milerovi indeksi

9865
-25<h<20,-15<k<14,-29<1<31

Utacnjavanje

K5

Metod uta¢njavanja

Refleksi/ parametri/ ogranicenja
Faktor slaganja od F?

Konacni R faktor, [1 > 20(1)]

R faktor

Koeficijent ekstinkcije

Tezinska Sema

Parametri tezinske Seme, a i b
Najveci A/c poslednjeg ciklusa
Najveci diferencijalni pik i Supljina
Program za reSavanje i utacnjavanje

Metod najmanjih kvadrata na F*
12365/ 547/ 0

1,094

R; = 0,0382, WR; = 0,0894

R; = 0,0470, wR; = 0,0931
nema

w = 1/[c*(Fo?)+(aP)*+bP] gde je P =
(Fo2+2F2)/3

0,0353 i 21,807

0,003

6,745 i -2,509 e/A®

SHELXS-97

struktura

Tabela 5. Osnovni kristalografski podaci za kompleks K6, [Pt(n°S-Phoz)(n*S-

Phoz)(PPhs3)].

Kristalografski podaci K6- konf. A K6- konf. B
Empirijska formula C44H49N203PPtSz C40H39N202PPt52
Relativna molekulska 944,03 869,91
masa
Opis kristala blok zute boje blok narandzaste boje
Veli¢ina kristala 0,15 x 0,15 x 0,12 mm 0,33 x 0,31 x 0,28 mm
Kristalni sistem triklini¢ni monoklini¢ni
Prostorna grupa P-1 P 2i/n
Parametri elementarne
éelije kristala: 2 11,2715(4) A 19,1704(9) A

b 13,1029(5) A 8,6867(4) A

c 14,2801(5) A 22,8310(11) A

o 73,9838(14) °

B 82,3007(13) ° 111,3460(10) °

Y 87,9455(13) °

Zapremina elementarne
¢elije kristala:

Z (broj stehiometrijskih
jedinica)

Izracunata gustina

F(000)

Linearni koeficijent
apsorpcije, |

Korekcija apsorpcije
Transmisioni maksimum i
minimum

Odredena jedinicna ¢Celija
Oblast merenja refleksa

2008,88(13) A®

2

1,561 Mg/m*®
952

3,678 mm™
semi-empirijska
0,7461i0,5944

2,44° < ® < 30,86°
2,44 do 30,00 °

3541,2(3) A?

4

1,632 Mg/m®
1736

4,164 mm™*
semi-empirijska
0,26111i0,1571

2,61°<®<31,36°
2,53 do 30,00 °
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Broj merenih refleksa 9822 9193

Milerovi indeksi -15<h<15,-18<k<16, -26<h<25,-12<k<10,
-19<1<20 -30<1<32

Uta¢njavanje

Metod uta¢njavanja Metod najmanjih kvadrata na F*

Refleksi/ parametri/ 11670/ 495/ 0 10337/ 448/ 0

ogranicenja

Faktor slaganja od F 1,045 1,038

sy e Ry 00240, wR, = 0.0609 R, =0,0200, R, = 0,045

R faktor R; =0,0262, wR; =0.0620 R; =0,0237, wR; = 0,0453

Koeficijent ekstinkcije nema nema

w = 1/[6°(Fo’)+(@P)*+bP]  w = 1/[ 6 *(Fy’)+(aP)*+bP]

Tezinska Sema gde je P = (F02+2Fc2)/3 gde je P = (F02+2F02)/3

gai‘rgmem tezinske Seme, 5 )353. 9 5917 0,0114: 3,3666
Najveci A/s poslednjeg 0003 0001

ciklusa ' '

Najvedi diferencioni piki 5 550 ;1 959e/A3 1,190 i -1,325€/A°
Supljina ! ' ' '

Program za reSavanje i

o . SHELXS-97 SHELXS-97
utac¢njavanje struktura

3.4. Bioloska ispitivanja

3.4.1. Celijske Kulture i reagensi za ispitivanje citotoksi¢nosti

Ispitivana jedinjenja (L1-4, K1-4) su rastvorena u DMSO-u i ¢uvana na -20 °C.
Serum fetusa teleta (FCS), RPMI-1640, rastvor fosfatnog pufera (PBS), DMSO, 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT), kolagenaza IV iz Clostridium
hystoliticum, Dnaza i propidijumjodid (PI) su nabavljeni iz Sigma (St. Luis, MO), a
aneksin V-FITC (AnnV) iz Biotiuma (Hayward, CA). U251 i B16 ¢elijske linije su
dobijene od dr Pedra Tranquea (Univerzitet de Kastilja- La Mancha, Albacete, Spanija)
i dr SiniSe Radulovi¢a (Instituta za onkologiju i radiologiju u Beogradu, Srbija),
respektivno. Humani melanom A375, ¢elijske linije kancera kolona HCT116 1 SW620,
prostate PC3 1 Celijska linijja kancera kolona poreklom od misa CT26CL25 su
nabavljene zahvaljujuci prof. Ferdinanda Nikoletija (Departman biomedicinskih nauka,
Univerzitet u Kataniji, Italija). Celije su gajene u HEPES-puferskom RPMI-1640
medijumu uz dodatak 10% FCS, 2 mmol/dm® L-glutamina, 0,01% natrijum-piruvata i
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antibiotika u inkubatoru sa vlaznom atmosferom na temperaturi od 37 °C i pri
koncentraciji CO; od 5 %. Celije su, za potrebe eksperimenata, odvojene postupkom
standardne tripsinizacije, resuspendovane u ¢elijskom medijumu i ravnomerno sadene
na sterilnim plastiénim plo¢icama pri gustini od 1 x 10* éelija/ bunarié¢ (ploe sa 96
bunari¢a) za odredivanje vijabiliteta, odnosno 2,5 x 10°/ bunarié (ploce sa 6 bunari¢a)
za proto¢nu citofluorimetriju. Celijske kulture primarnih citokeratina su pripremljene iz

koze misjeg uha dok su primarni fibroblasti poreklom iz pluéa odraslog misa.

3.4.2. Evaluacija vijabiliteta Celija Kkristal violet i MTT testovima

Dozno-zavisna kriva vijabiliteta i procena citotoksi¢nosti ispitivanih supstanci je
dobijena na osnovu standardnih kolorimetrijskih testova. U tom smislu je vijabilitet
adherentnih ¢elija u kulturi procenjen kristal violet testom, dok je za neadherentne ¢elije
upotrebljen MTT. Dobijeni rezultati su prikazani u vidu procentualne vrednosti
apsorbance izmerene kod netretiranih kultura kojima je arbitrarno dato maksimalnih 100

% vijabiliteta.

3.4.3. Analiza ¢elijskog ciklusa

Za potrebe analize ¢elijskog ciklusa ¢elije su tretirane 24h ICso dozama za svako
jedinjenje, fiksirane 45 min. sa 70 % etanolom na 4 °C, dva puta ispirane hladnim PBS i
nakon toga inkubirane u rastvoru Pl (20 pg/ml) i RNaze (0,1 mg/ml) u PBS-u 30 min.
na 37 °C u mraku. FACSCalibur proto¢nim citofluorimetrom (BD, Hajdelberg,
Nemacka) je izmerena crvena fluorescenca PI dok je za razvrstavanje Celija po fazama
¢elijskog ciklusa koris¢en CellQuestPro program (BD Bioscences, San Dijego,
Kalifornija, SAD).

3.4.4. Detekcija aktiviranih formi kaspaza
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U ove svrhe je koris¢en ApoStat, pan-kaspazni inhibitor konjugovan FITC-om.
Celije su tretirane 24 h ICsy dozama odabranih jedinjenja, skupljene tripsinizacijom i
bojene 15 min. na 37 °C sa ApoStat uz dodatak 5 % FCS. Nakon ispiranja, ¢elije su
ispitivane na FACSCalibur proto¢nom citofluorimetru i analizirane CellQuestPro

programom.

3.4.5. Statisticka obrada podataka

Dobijeni rezultati su dati u vidu SV + SD triplikata kultura reprezentativnog
eksperimenta od najmanje tri izvedena, ili SV + SD vise istih eksperimenata. Analiza
varijanse (ANOVA) uz Student-Newman-Keuls-ovim test za viSestruka poredenja je
koris¢ena za analizu statistiCki znacajne razlike izmedu rezultata dobijenih razli¢itim
tretmanima triplikata kultura. Vrednost parametra p manja od 0,05 smatrana je

statisti¢ki znac¢ajnom.

3.5. Elektrohemijska merenja

Elektrohemijsko ponasanje liganada (L1-4, L7) i kompleksa (K1-6) je ispitano
pomocu CHI-760B instrumenta za cikliénu 1 diferencijalnu pulsnu voltametriju (CHI
Instruments, USA) na sobnoj temperaturi. U ove svrhe napravljeni su 0,1 mmol/dm?
rastvori ispitivanih jedinjenja u DMSO-u uz dodatak LiClIO4 kao pomo¢nog elektrolita.
Merenja su izvrSena koriS¢enjem troelektrodnog sistema koji obuhvata radnu elektrodu
od staklastog ugljenika (Model 6.1204.300), pomo¢nu platinsku elektrodu velike
povrsine (Model CHI221) i Ag/AgCl referentnu elektrodu (Model CHI111). Elektrodni
potencijali kompleksa K1-4 su odredeni diferencijalnom pulsnom voltametrijom S
obzirom da se u datim eksperimentalnim uslovima ocekivala redukcija samo Pt(IV)
kompleksa, K1-4. U ovom slucaju se dobijeni elektrohemijski podaci odnose na drugi
redukcioni pik (Pt(111) — Pt(Il) redukcija).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Sinteze liganada

4.1.1. Sinteze metilovanih estara N,N’-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-

cikloheksil) propanske kiseline, L1-6

Reduktivno metilovanje prekursorskih supstanci (metil, etil, n-propil, n-butil, i-

butil i i-pentil estara (S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline) je

tipi¢na reakcija metilovanja sekundarnih amina uz odredene izmene [121, 66]. Polazni

estar je dobro homogenizovan u metanolu, dok je smeSa za metilovanje sa 36%

formaldehidom i natrijum-triacetoborhidridom polakao ukapavana u rastvor estra. pH

reakcione smese je podesena dodatkom glacijalne siréetne kiseline (Sema 7). Dobijeni

rastvor je tretiran dietil-etrom, rastvorima KOH i NaCl i uparen do suva. Sintetisani

ligandi L1-6 su rastvorni u vecini organskih rastvaraca (dimetil-sulfoksid, acetonitril,

metanol, aceton, hloroform, dihlormetan), a nerastvorni u vodi.

R R

o o
0 0
H2 H2
N® ®N
ocr\ /C1©
MeOH,,, | CH;COOH,.

NaBH(OAc); | pH~ 4-5
HCHO (36 %)

R R

L
O L0
\/

R= Me Et nPr nBu iBu iPe
Ll L2 L3 L4 L5 Lo

Sema 7. Sinteza liganada L1-6.
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4.1.2. Sinteza Li(SPh-0z) liganda, L7

4,4-dimetil-2-fenil-2-oksazol (Ph-0z) je rastvoren u pentanu uz hladenje na
ledenom kupatilu i polako dodavanje nBuLi u kapima [117]. Nakon me$anja reakcione
smese tokom 1h, cedenjem je izdvojen beli talog liganda, Li(Ph-0z), koji je ispiran sa
dve porcije ohladenog pentana. Zatim je sintetisani Li(Ph-0z) suspendovan u dietil-etru
uz dodatak elementarnog sumpora (Sema 8). Suspenzija je ostavljena da se mesa preko

no¢i pri ¢emu se izdvojio talog produkta svetlo Zute boje koji je osusen pod vakuumom.

N Li
/ pentan, -20°C, nBuLi /
(@] (o]
Ph-oz Li(Ph-oz)
dietil-etar,
Sg, 16h
S
N

Li

——d

Li(SPh-0z)

Sema 8. Sinteza liganda L7, Li(SPh-0z).

4.2. Sinteze kompleksa platine

4.2.1. Sinteze Pt(IV) kompleksa sa metilovanim estrima N,N’-metilen-(S,S)-
etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline, K1-4

Kompleksi, K1-4, opste formule [PtL"Cly], (n=1-4), sintetisani su u reakciji

izmedu Ky[PtCl,], rastvorenog u vodi i odgovarajueg liganda rastvorenog u
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dihlormetanu (Sema 9). Dobijena smesa je refluktovana tri dana nakon &ega se izdvojio
zutonarandzasti talog koji je nakon odvajanja iz reakcione smeSe, osusen pod
vakuumom. Sintetisani kompleksi su rastvorni u veéini organskih rastvaraca (dimetil-
sulfoksid, acetonitril, metanol, aceton, hloroform, dihlormetan), a nerastvorni u vodi
[66].

R R

| /
oo Ngy
\_/

K,[PtCly]
T= 40 °C | CH,Cl,/ H,0
2KCl

Cl—Pt——ClI
Cl \CI

R= Me Et nPr nBu
Kl K2 K3 K4

Sema 9. Sinteza kompleksa K1-4, [PtL"Cl,], (n=1-4).

4.2.2. Sinteza [Pt(S-Phoz),], K5

Kompleks [Pt(S-Phoz),], K5, je dobijen u reakciji K;[PtCly], prethodno
rastvorenog u DMSO sa Li(SPh-0z) ligandom, L7, rastvorenog u acetonitrilu (Sema
10). Izdvojeni talog tamnoZute boje je nakon preciS¢avanja osusen pod vakuumom.

Kompleks je stabilan na vazduhu, rastvoran u polarnim rastvaracima (dimetil-sulfoksid,
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acetonitril, hloroform, dihlormetan), delimi¢no rastvoran u EtOH i potpuno nerastvoran
u vodi [122].

+ Ky[PtCL] (pmsoy

CH;CN
-2KCl1
-2LiCl
S S
%, S
/ "
——N \N —
(o] (@]

Sema 10. Sinteza kompleksa K5, [Pt(S-Phoz),].

4.2.3. Sinteza [Pt(n°S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K6

Kompleks [Pt(n?S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K6 je dobijen u reakciji cis-
[PtCl,(PPhs);] sa Li(SPh-oz) ligandom, L7, u toluenu (Sema 11). Iz prve frakcije
izolovan je mikrokristalni produkt trans izomera dok je druga frakcija sadrzala smesu
oba, cis i trans izomera. Kompleksno jedinjenje zute boje je rastvorno u polarnim
hlorovanim i nehlorovanim rastvara¢ima (hloroform, dihlormetan, dimetil-sulfoksid,
acetonitril, aceton), delimi¢no rastvorno u dietil-etru, a potpuno nerastvorno u vodi
[122].
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Li

+ [PtCl,(PPhs),]

toluen
- PPh,
- 2LiCl1

PPh
S,/// N

7, \\\\\
ar
/ \ g
——N S

N

Sema 11. Sinteza kompleksa K6, [Pt(n’S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)].

4.3. Spektroskopska karakterizacija sintetisanih liganada i kompleksa

4.3.1. NMR spektroskopija

¢ NMR spektri sintetisanih liganada, L1-6 i Pt(IV) kompleksa, K1-4

U cilju nedvosmislene asignacije NMR spektara liganada, pored standardnih 1D
(*H i °C) NMR spektara snimljeni su i 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR spektri. U
Sirokoj oblasti hemijskih pomeranja od 0,80—1,60 ppm nalaze se protoni cikloheksil
prstena i alkil grupa estarskog dela (RCH,O-) sa izuzetkom protona vezanih za C5
atom. Naime, ovi protoni se javljaju na neSto ve¢im hemijskim pomeranjima (~1,70 1
~1,75 ppm) u vidu dva odvojena seta signala usled dijastereotopne prirode hiralnog C
atoma. Ocekivano, koordinacija nije uticala na polozaj i oblik signala gore pomenutih
protona koji se u spektrima odgovaraju¢ih Pt(IV) kompleksa, K1-4, nalaze u istoj
oblasti u vidu $irokih multipleta. Etilendiaminski protoni (—-NCH,CH,;N—) su uoceni u
oblasti izmedu 2,85 i 2,98 ppm kao dva multipleta jasno razdvojena u pojedinim *H
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NMR spektrima (snimljenim na 500 MHz). Prisustvo —CH,— grupe uvedene izmedu
dva atoma azota etilendiaminskog dela potvrdeno je singletom na ~3,60 ppm. Ovaj
signal je u HSQC spektru pokazao negativnu korelaciju sa rezonancijom odgovarajuceg
C atoma na ~69,50 ppm. Analizom HMBC spektara je ustanovljeno da isti signal
korelira sa C atomima etilendiaminskog dela lociranim na 48,22 (-NCH,CH,;N-) i
62,05 ppm (-NCH;N-) c¢ime je dodatno potvrdeno prisustvo novoformiranog
imidazolinskog prstena. U 'H NMR spektrima kompleksa K1-4, koordinacija preko
atoma azota je uslovila pomeranje —NCH,CH;N— i —NCH,;N— signala ka nizim
frekvencijama. *C NMR spektri potvrduju prisustvo svih C atoma molekula liganada i
kompleksa. Karbonilni ugljenici su ocekivano zapazeni na najve¢im hemijskim
pomeranjima, izmedu 169 i 173 ppm. Signali alkil grupa estarskog dela nalaze se na
njima karakteristicnim pomeranjima dok se C atomi cikloheksil grupe nalaze u oblasti
25,80-33,52 ppm, nezavisno od koordinacije. Karakterizacija je upotpunjena ***Pt NMR
spektrom snimljenim za kompleks K1 u kojem je signal na 145,64 ppm nedvosmisleno
potvrdio prisustvo ovog metalnog centra. Vrednost pomeranja ovog '*Pt signala
odgovara literaturnim podacima koji se odnose na ovu klasu Pt(1V) kompleksnih

jedinjenja sa aminskim ligandima [123].

e NMR spektri liganda, L7, i sintetisanih Pt(Il) kompleksa, K5 i K6

U 'H NMR spektru Li(SPh-oz) liganda, L7, na karakteristinim hemijskim
pomeranjima nalaze se aromati¢ni protoni jasno razdvojeni u dva seta signala, dublet
dubleta (~7,64 i 7,48 ppm) i multipleta (~6,88 i ~6,69 ppm) kao posledica supstitucije u
orto polozaju. Protoni benzenovog jezgra se u spektrima kompleksa, K5 i K6, javljaju
takode u dva seta signala, ali slozenijeg multipliciteta. S obzirom da je u kompleksu K6
za platinu kooordinovan i trifenilfosfin, odgovarajuc¢i protoni se nalaze u oblasti 7,58-
6,99 ppm. —CH,— protoni oksazolinskog prstena se u spektru liganda o¢ekivano javljaju
na ~4,00 ppm u formi jasno definisanog singleta, dok se u spektru kompleksa K5
javljaju na ve¢em hemijskom pomeranju (~ 4,27 ppm). Ovi protoni su u kompleksu K6
najvisSe pretrpeli uticaj koordinacije daju¢i Sirok dublet s velikom konstantom
kuplovanja (J = 96,3 Hz). U alifaticnoj oblasti (~1,65-1,20 ppm) liganda L7 i
odgovarajucih Pt(II) kompleksa K5 i K6, izdvajaju se ostri singleti koji poticu od dve
CHs— grupe petoclanog prstena. *C NMR spektri potvrdili su prisustvo svih atoma

ugljenika. Usled snizenja simetrije koordinacionog okruzenja, protoni —CH,— grupe
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oksazolinskog dela locirani su na znatno manjim hemijskim pomeranjima (~79,80 i
~78,94 ppm za K5, odnosno K6) u odnosu na njihov polozaj u slobodnom ligandu L7.
Iz istog razloga dolazi do znacajnijeg pomeranja aromati¢nih ugljenikovih atoma ka
nizem polju. Sem toga, za kompleks K6 snimljen je **P NMR spektar koji je izdvojio
triplet na 14,45 ppm uz oekivane *°Pt satelite koji poti¢u od odgovarajuéeg P—Pt

kuplovanja.

4.3.2. Masena spektrometrija

e MS spektri sintetisanih liganada, L1-6, i Pt(IV) kompleksa, K1-4

U masenim spektrima liganada, L1-6, detektovane su dve vrste jona, molekulski
jon (IM]) i fragment ([M—CH»+3H]") koji odgovara masi molekula u odsustvu
metilenskog mosta izmedu dva atoma azota. Znacajno je napomenuti da je u MS
spektrima liganada L6 i L7 mogucée prepoznati obe vrste jona s obzirom na to da su isti
snimljeni Orbitrap LTQ XL spektrometrom koji koristi meksu metodu jonizacije
(HESI). Za sve komplekse Pt(1V), K1-4, dobijeni su fragmentni joni [M—PtCls;+H]" &ija
se masa slaze sa izracunatim vrednostima. Pregled identifikovanih jona za ovu klasu

jedinjenja dat je u Tabeli 6.

Tabela 6. Pregled detektovanih jona u masenim spektrima sintetisanih jedinjenja.
Detektovan molekuski

Ligandi - m/ z Intenzitet jona/ %
jon/ fragment
L1 [M—CH,+3H]" 397,34 100
L2 [M—CH,+3H]" 425,35 100
L3 [M—CH,+3H]" 453,39 100
L4 [M—CH,+3H]" 481,40 100
L5 [M]"; [IM—CH,+3H]"  493,40; 481,58 37,16; 100
L6 [M]"; [M—CH,+3H]"  521,43; 509,43 100; 49
Pt(1V) kompleksi Dete_ktovan ELE . m/ z Intenzitet jona/ %
jon/ fragment
K1 [M—PtCl4+H]" 408,29 100
K2 [M—PtCl4+H]" 436,07 100
K3 [M—PtCl4+H]" 464,89 100
K4 [M—PtCl,+H]" 492,38 100

e MS spektri Pt(Il) kompleksa, K5 i K6
Maseni spektri Pt(I1) kompleksa, K5 i K6, nedvosmisleno su potvrdili
pretpostavljenu strukturu ovih jedinjenja (Tabela 7).
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Tabela 7. Pregled detektovanih jona u masenim spektrima sintetisanih jedinjenja.

Detektovan molekuski

Pt(11) kompleksi . m/ z Intenzitet jona/ %
jon/ fragment
K5 M] 607,1 100
K6 M] 896,3 100

4.3.3. IC spektroskopija

e Infracrveni spektri sintetisanih liganada, L1-6, i Pt(1VV) kompleksa, K1-4

U IC spektrima sintetisanih liganada, L1-6, najintenzivnija traka se nalazi u
oblasti oko ~1730 cm™ i potige od valencione vibracije C=O grupe [124]. Bidentatnim
koordinovanjem platine preko dva atoma azota etilendiaminskog dela, dolazi do
neznatnog pomeranja estarske C=0 trake ka nesto viim frekvencijama (~1740 cm™).
Stoga je mogucnost vezivanja metalnog centra preko atoma kiseonika izuzeta iz daljeg
razmatranja. Asimetriéne C—H vibracije javljaju se u oblasti izmedu 2950 i 2850 cm™ u
vidu dve intenzivne trake, priblizno na ~2920 i ~ 2850 cm™ u spekrima pomenutih
jedinjenja. Apsorpcija u oblasti 1150-1250 cm™ upucuje na estarske C-O valencione
vibracije od kojih je asimetricna vibracija izrazenija. C—N valencione vibracije
apsorbuju na sli¢nim frekvencijama kao i C—C vibracije (1210-1150 cm™), ali su
njihove trake intenzivnije usled polarnije C—N veze. Pregled svih karakteristicnih

apsorpcionih traka za ligande, L1-6, i Pt(1VV) komlekse, K1-4, se nalazi u Tabeli 8.

Tabela 8. Polozaj traka karakteristi¢nih vibracija u IC spektrima liganada, L1-6,
i Pt(1V) kompleksa, K1-4.

Ligandi v(CHy)/cm? v (C=0)/cm’ v(C-O)/cm™ v (C-N)/cm™
L1 2923; 2850 1734 1193 1161
L2 2920; 2848 1727 1155 1098
L3 2924; 2851 1733 1258 1165
L4 2925; 2851 1730 1252 1163
L5 2928; 2852 1734 1252 1165
L6 2924; 2851 1732 1252 1164

koFr)r:gl\é)ksi v(CHy)/ cm? v (C=0)/cm? v(C-O)cm? v (C-N)/cm™
K1 2924; 2851 1742 1271 1218
K2 2922; 2849 1735 1260 1195
K3 2925; 2850 1738 1242 1198
K4 2924: 2851 1737 1251 1195
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e Infracrveni spektri liganda, L7, i sintetisanih Pt(I1) kompleksa, K5 i K6

IC spektri liganda L7 i Pt(ll) kompleksa, K5 i K6, izdvajaju trake jakog do
srednjeg inteziteta tipicne za aromaticni, odnosno oksazolinski deo ovih molekula
(Tabela 9). Oblast apsorpcije izmedu 3100-2800 cm™ karakteristi¢na je za C—H
valencione vibracije benzenovog prstena i znatno izrazenija u IC spektru liganda u
odnosu na spektre odgovarajuc¢ih kompleksa. C—H deformacione vibracije van ravni
benzenovog jezgra apsorbuju u oblasti 780-735 cm™ u vidu trake vrlo jakog inteziteta.
C=N apsorpcija oksazolinskog prstena se javlja u vidu trake jakog intenziteta u delu
spektra izmedu 1650-1620 cm™.

Tabela 9. Polozaj traka karakteristicnih vibracija u IC spektrima liganda L7 i
odgovarajucih Pt(II) kompleksa, K5 i K®6.

Ligand v (CH)arom/ v (C=N)oksaz/ v (C—H)oksaz/ v (CH)arom/
cm™ cm™ cm™ cm™
L7 2967 1621 1355 737
Pt(I1) V(CH)wol vV (C=N)orad v (C—H)oadd v (CH)arom/
kompleksi cm™ cm™ cm™ cm™
K5 2953 1625 1371 781
K6 2969 1648 1359 736

4.3.4. Rendgenska strukturna analiza Pt(I1) kompleksa, K5 i K6

e Rendgenska strukturna analiza kompleksa [Pt(S-Phoz),], K5

Monokristalni uzorak jedinjenja K5, pogodan za rendgensku strukturnu analizu,
dobijen je sporim isparavanjem etanolnog rastvora prve, izomerski Ciste frakcije (S,S-
trans izomera) na sobnoj temperaturi. Jedini¢na celija iskristalisanog kompleksa
prikazana je na Slici 22.

Ispitivani kompleks [Pt(S-Phoz),], K5 potvrdio je o¢ekivanu kvadratno-planarnu
geometriju sa odredenim devijacijama. Najveée odstupanje od idealne kvadratno-
planarne geometrije se ogleda u duzini N13—Pt—S2 veze sa uglom od 84,54(10) °, a
najmanje u N13—Pt—S4 vezi sa uglom od 88,56(10) ° (Tabela 10). Ostale duzine veza i

uglovi su u skladu s literaturnim podacima.
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nevodonié¢nih atoma.

Tabela 10. Pojedini geometrijski parametri kompleksa [Pt(S-Phoz),], KS.

DuZine hemijskih veza/ A Vrednosti valentnih uglova/ °
Pt—N13 2,052(4) S4—-Pt—S2 168,60(5)
Pt—N33 2,034(4) NI13—Pt—N33 178,29(16)
Pt—S4 2,2964(11) N13-Pt-S4 88,56(10)
Pt—S2 2,3422(11) N33-Pt—S4 92,36(10)

e Rendgenska strukturna analiza kompleksa [Pt(n*S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K6
Kompleksno jedinjenje [Pt(n’S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K6 je iskristalisalo u
dve konformacije, obelezene sa A i B (Slika 23). Pojedina¢ni kristali pogodni za
rendgensku strukturnu analizu izdvojeni su nakon sporog isparavanja dietil-etra (konf.

A) odnosno acetonitrila (konf. B) na sobnoj temperaturi.

a)
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b)

Slika 23. ORTEP prikazi kompleksa [Pt(n’S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], K6, a) konf. A;
b) konf. B sa odgovaraju¢om numeracijom nevodoni¢nih atoma.

Obe konformacije kompleksa K6 pokazuju da je za metalni centar vezan jedan
bidentatni n? S-Phoz ligand dok je drugi, n' S-Phoz ligand, koordinovan samo preko
atoma sumpora. PPhs donorski deo se nalazi u #rans polozaju u odnosu na koordinovan
atom azota. Najveca razlika izmedu dve strukturno odredene konformacije se ogleda u
orijentaciji oksazolinskog prstena. U slucaju konf. A samo je O31 atom usmeren ka
metalnom centru dok je u konf. B ravan celog oksazolinskog prstena orijentisana prema
Pt atomu. Ova pojava se najviSe odraZzava na vrednosti torzionih uglova izmedu
S4-C41-C42—C32 1 C41-C42—C32—031. Tako su npr. u konf. A odgovarajuce
vrednost uglova 7,57 1 12,31 © dok su u konf. B 1,83 1 81,23 °, respektivno (Tabela 11).
Sem toga, utvrdeno je da je konf. A favorizovana ukoliko su molekuli rastvaraca

umetnuti u jedinicnu celiju.

Tabela 11. Pojedini geometrijski parametri kompleksa [Pt(n*S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)],
K6, konf. A i1 konf. B.

DuZine Vrednosti

hemijskih veza/  konf. A konf. B valentnih konf. A konf. B
A uglova/ °

Pt1-N13 2,104(2) 2,1078(16) N13-Pt1-P1  173,51(5) 171,33(5)
Pt1-P1 2,2337(6) 2,2204(5) S2—Pt1-S4 169,56(2) 168,67(2)
Pt1-S2 2,2886(5) 2,3198(5) N13-Pt1-S2  92,49(5) 86,49(5)
Pt1-S4 2,3624(5) 2,3409(5) P1-Pt1-S2 91,76(2)  87,497(18)
Pt1-0312 5,015 5,638 N13-Pt1-S4  97,33(5) 96,49(5)
Pt1-N334 6,687 5,788 P1-Pt1-S4 78,78(2)  90,612(18)

031-Pt1-N33 15,04 22,81
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4.4, Odredivanje citotoksi¢nosti liganada, L1-4 i Pt(1V) kompleksa,
K1-4

4.4.1. Procena antitumorskog dejstva

Potencijalno antitumorsko dejstvo novosintetisanih jedinjenja (L1-4, K1-4)
ispitano je na paleti razli¢itih ¢elijskih linija (A375, B16, CT26CL25, HCT116, PC3 i
U251). Stoga su Celije tretirane Sirokim opsegom doza navedenih supstanci u toku 24h
dok je vijabilitet procenjen kristal violet testom. Dobijeni rezultati su grafi¢ki prikazani
na Slici 24.
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Slika 24. Efekat liganada, L1-4, i kompleksa, K1-4, na vijabilitet tumorskih celija.
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Kompleksi Pt(IV) su ocekivano znatno efikasniji u inhibiranju rasta tumorskih
¢elija u odnosu na odgovarajuce ligande. Shodno tome, njihove ICsy vrednosti dostizu
doze za koje su ligandi potpuno neefikasni (Tabela 12). Pomenute vrednosti su ¢ak nize
u odnosu na konvencionalni citostatik, cisplatinu, za sve testirane celijske linije. 1z
Tabele 12 se uocava i uticaj duzine alkil dela na aktivnost liganada (duzi alkil niz,
manja aktivnost). Medutim, odgovarajuc¢i kompleksi Pt(IV), K1-4, pokazali su daleko
snazniji antitumorski potencijal (osim u slucaju jedinjenja K1) koji nije ograni¢en tipom
i poreklom ¢elijskih linija. Od znacaja je pomenuti da su kompleksi bili aktivni i prema
CT26CL25 i HCT116 celijskim linijama koje su rezistentne na cisplatinu te su odabrane

za dalje analize.

Tabela 12. In vitro citotoksi¢nost ispitivanih jedinjenja odredena kristal violet testom.
ICso vrednosti su reprezentativne, dobijene iz tri nezavisna eksperimenta.

Jedinjenje

cisplatina L1 L2 L3 L4 Kl K2 K3 K4

Cel. linija
A375 45 1273 1348 >200 >200 91 72 57 62
B16 94,3 108,3 1355 >200 >200 21,3 138 91 10,2

CT26CL25 120 114 659 1799 >200 113 52 63 6,3
HCT116 > 120 741 459 1271 >200 88 41 63 59
PC3 12,5 883 89,2 >200 >200 81 62 54 51
U251 20 44,1 51 983 >200 175 29 125 118

Dodatno je ispitana toksi¢nost prema primarnim ¢elijama, ¢elijama fibroplasta i
citokeratina, poreklom iz misa. Analizom c¢elijskog vijabiliteta MTT i kristal violet
testovima nakon 24h, dobijeni su rezultati koji su pokazali da su aplikovane doze
znacajno manje toksi¢ne prema primarnim ¢elijama nego prema tumorskim (Slika 25).
Stoga su ispitivana jedinjenja pored potencijalno snaznog antitumorskog efekta, u

manjoj meri uticala na vijabilitet normalnih ¢elija u odnosu na cisplatinu.
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Slika 25. Efekat liganada, L1-4 i kompleksa, K1-4 na vijabilitet normalnih ¢elija:
a) fibroblasta; b) citokeratina.
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4.4.2. Ispitivanje mehanizma ¢elijske smrti

Deo bioloske studije o sintetisanim ligandima, L1-4, i njima odgovaraju¢im
Pt(IV) kompleksima, K1-4, obuhvata i ispitivanje mehanizma Ccelijske smrti na
CT26CL25 i HCT116 ¢elijskim linijjama, rezistentnim na klasi¢nu terapiju cisplatinom
(L4 je iskljucen iz daljeg ispitivanaj zbog visoke ICsy vrednosti). Dobijeni podaci su
pokazali da novosintetisana jedinjenja indukuju apoptozu generalno pracenu
aktivacijom kaspaze.

U poredenju sa literaturnim podacima za istu klasu jedinjenja, ovaj tip
liganada/kompleksa pokazao je veliku prednost u smislu mehanizma c¢elijske smrti.
Naime, alkil estri (S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i
odgovaraju¢i Pt(IV) kompleksi ispoljavaju uporedivu ili pak neznatno bolju
citotoksi¢nost u odnosu na njihovu metilovanu formu (L1-4, K1-4) uz veliko
ogranicenje u vidu brze nekroze [60]. Stoga moZemo re¢i da je strukturna promena u
etilendiaminskom delu ovog tipa lig(a)nada nastala uvodenjem metilenskog mosta
izmedu dva atoma azota, dovela do pozitivnog efekta koji predstavlja glavnu prednost

ove Kklase jedinjenja.

4.5. Ispitivanje redoks ponasanja sintetisanih jedinjenja

4.5.1. Oksido-redukciona svojstva liganada

Ciklovoltamogrami dimetil-, dietil-, dipropil- i dibutil estra N,N’-metilen-(S,S)-
etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline, L1-4, respektivno, snimljeni
su u razli¢itim oblastima elektrodnih potencijala (-2 <E <0V i-1,2<E <1,0 V) kako
bi se detaljno ispitalo njihovo elektrohemijsko ponasanje (Slika 26). Dobijene I-E krive
upucuju na reverzibilan proces pri ¢emu jasno pokazuju da na polozaj pika najvise utice
volumoniznost liganada. Naime, produzavanje alkil lanca estarskog dela liganada
dovodi do primetnog pomeranja oksidacionog pika ka pozitivnijm vrednostima
elektrodnih potencijala koje je istovremeno pra¢eno smanjenjem pika (od E = —0,97 V
za Ll do E=-0,49V za L4, Slika 26, a). Isti trend je vidljiv i u sluc¢aju redukcionog
pika koji se s produzetkom alkil niza pomera ka negativnijm vrednostima potencijala
(od E =-1,26 V za L1 do E = 1,34 V za L4, Slika 26, a). U oblasti pozitivnijih
potencijala (—1,2 < E < 1,0 V) dolazi do pojave oksidacionog pika na E = —0,54 V koji
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se povecava s produzavanjem alkil niza i koji je najizrazeniji za L4 (Slika 26, b). S
obzirom da jedinjenja L5 i L6 nisu koordinovana za Pt(ll, IV) jon njihovo

elektrohemijsko ponasanje nije ispitano.
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Slika 26. Cikli¢ni voltamogrami 0,1 mmol/dm? rastvora liganada L1-4 u DMSO-u u

oblasti potencijala: a) -2 <E <0V, b) —1,2 < E < 1,0 V; brzina polarizacije 100 mV/s;

pomocni elektrolit LiClO,.
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Naredni korak je obuhvatio ispitivanje elektrohemijskog ponasanja liganda L3
pri razli¢itim brzinama polarizacije (izbor je napravljen na osnovu srednje duzine alkil
niza, Slika 27a). Zavisnost maksimuma struja od brzina polarizacije se moze izraziti
analiti¢ki u skladu sa Randles-Sev¢ik-ovom jedna¢inom [115, 116]:

I, = 2,69 10°A n% D% v% C,
u kojoj numericki koeficijent ima datu vrednost na T = 25 °C ukoliko se struja pika (lp)
izrazava u amperima, povriina elektrode (A) u cm?, difuzioni koeficijent (D) u cm?/s,
brzina polarizacije (v) u V/s, koncentracija oksidovanog oblika (C;) u mol/cm®, a n
predstavlja broj elektrona koji se razmenjuju u oksido-redukcionom procesu.

Linearna zavisnost jacine struje od kvadratnog korena brzine polarizacije za
ligand L3 je prikazana na Slici 27b i pokazuje da je proces difuziono kontrolisan u
datom opsegu brzina polarizacije [112, 113].
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Slika 27. a) Cikli¢ni voltamogrami 0,1 mmol/dm? rastvora liganda L3 u DMSO-u pri
razli¢itim vrednostima brzina polarizacije (100, 200, 300 i 400 mV/s); b) zavisnost
jacine struje oksidacionog i redukcionog pika od kvadratnog korena brzine snimanja.

Imaju¢i u vidu velike razlike u strukturi izmedu liganada edda tipa i tiofenolat-
oksazolinskog liganda, elektrohemijsko ponasanje liganda L7, Li(Ph-0z) se oc¢ekivano
znatno razlikuje od prethodnih (Slika 28a). Anodni pikovi se javljaju na —0,64 V i —0,13
V, a s obzirom na literaturne podatke u vezi s ovom klasom jedinjenja, najverovatnije
poti¢u od ireverzibilne oksidacije tiolatnog prstena do odgovarajué¢eg disulfida [127].

Dodatno je primec¢eno da se u pozitivnoj oblasti elektrodnih potencijala (1,2 <E < 1,0
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V, Slika 28b) pojavljuju jasno formirani pikovi oksidacije (E = -0,13 V za pik 1, E =
0,27 V za pik 21 E = 0,50 V za pik 3) koja je ireverzibilnog karaktera.
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Slika 28. Cikli¢ni voltamogrami 0,1 mmol/dm? rastvora liganda L7 u DMSO-u u oblasti
potencijala: a) 2 <E <0V, b) —1,2 <E < 1,0 V; brzina polarizacije 100 mV/s.

4.5.2. Oksido-redukciona svojstva kompleksa Pt(1V) i Pt(11)

Cikliéni voltamogrami Pt(IV) kompleksa, K1-4, predstavljeni na Slici 29
snimljeni su u uzem intervalu elektrodnih potencijala (—1,2 < E < 0,8 V) u odnosu na
odgovarajuce ligande s obzirom da je u ovom slucaju od interesa prac¢enje redukcije
metalnog jona koji se u kompleksnim jedinjenjima nalazi u visem oksidacionom stanju.
I-E krive ukazuju na dvoelektronski proces pracen gubitkom dva hlorido liganda u

aksijalnom poloZzaju i ireverzibilni redukcioni korak.
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Slika 29. Cikli¢ni voltamogrami 0,1 mmol/dm? rastvora kompleksa K1-4 u DMSO-u u
oblasti potencijala: —1,2 < E < 0,8 V; brzina polarizacije 100 mV/s; pomo¢ni elektrolit
LiClO,.

U cilju preciznijeg odredivanja elektrodnih potencijala Pt(IV) kompleksa
snimljeni su i DP voltamogrami koji su potvrdili mehanizam dvoelektronske redukcije u
vidu dva pika obelezenih na Slici 30. Svaki pik predstavlja transfer jednog elektrona. U
tom smislu, prvi pik slabog intenziteta, predstavlja prelazno (nestabilno) stanje i
obuhvata Pt(IV)—Pt(I1l) redukciju. Ovaj proces je pracen drugim, znatno izrazenijim
pikom koji podrazumeva Pt(III)—Pt(Il) redukciju odnosno transfer elektrona od
interesa. S obzirom da se u fizioloskim uslovima ocekuje redukcija do Pt(I), u Tabeli

13 su predstavljene samo vrednosti elektrodnih potencijala za drugi redukcioni korak.

Tabela 13. Vrednosti elektrodnih

potencijala za komplekse K1-4. = 3
Jedinjenje | R-supstituent | E/ mV <2
K1 Me- —816 30 o \ 2 )
K2 Et- —900 = A 2N VT !
K3 n-Pr —884 -1 = A\
K4 n-Bu —924 = il
o pict N\ Il i
' VA
7.0 K3 /J;;J“v ~ K1
T _ Kb K2

20 48 46 44 12 10 08 06 04 02 0
E/V (vs. Ag/ AgCl)

Slika 30. DP voltamogrami 0,1 mmol/dm?
rastvora kompleksa K1-4 u DMSO-u;
pomocni elektrolit LiClO,.

61



Rezultati i diskusija Ljiljana Mihajlovié-Lali¢

Na osnovu DP voltamograma su odredene vrednosti elektrodnih potencijala koje
se kre¢u u intervalu =924 mV < E < —816 mV. Niske vrednosti E ukazuju na teSku
redukciju ovih jedinjenja (Tabela 13). Objasnjenje za ovakvo ponaSanje proizilazi iz
¢injenice da je metalni centar sterno zaklonjen metilenskim mostom izmedu dva atoma
azota $to za posledicu ima sporiju redukciju. Vrednosti elektrodnih potencijala se
pomeraju ka negativnijim s porastom duzine alkil lanca, tj. od metil, preko etil do n-
butil grupe s obzirom da su difuzione promene inicirane upravo strukturnom izmenom
alkil dela. Sem toga, zapazeno je da razlike izmedu prvog i drugog redukcionog koraka
ostaju priblizno konstantne (~ 0,4 mV).

Pored utvrdivanja mehanizma redukcije sintetisanih kompleksnih jedinjenja, od
znacaja je i uporedivanje dobijenih rezultata sa elektrohemijskim podacima strukturno
sli¢nih jedinjenja. Nedavno je opisano i elektrohemijsko ponasanje Pt(IV) kompleksa sa
alkil estrima (S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline u kojima su
atomi azota povezani etilendiaminskim lancem bez prisustva metilenskog mosta ¢ineci
metalni centar dostupnijm odgovarajucoj elektrodi [125]. Pomenuta strukturna razlika
uticala je na brzinu redukcije i pomeranje oblasti elektrodnih potencijala ka nizim
vrednostima pri istim eksperimetalnim uslovima (=798 mV < E < —=701 mV vs.
Ag/AgCI). Znacajno je pomenuti da su i ova jedinjenja takode ukazala na tipican
mehanizam dvoelektronske redukcije Pt(IV) kompleksa koji izmedu ostalog zavisi od
prirode i razgranatosti alkil dela ligan(a)da. Uporedive vrednosti elektrodnih potencijala
pokazali su i Pt(IV) kompleksi sa R,eddp tipom liganada (R = Et, n-Pr) [126]. Tako je
kompleks sa kra¢im alkil delom pokazao znatno nizi elektrodni potencijal (—705 mV vs.
Ag/AgCI) u odnosu na kompleks sa n-Pr supstituentom (—846 mV vs. Ag/AgCl). Na
osnovu rezultata dobijenih u radu i podataka iz literature nedvosmisleno je ukazano na
redukcioni mehanizam Pt(1V) kompleksa sa edda ili eddp ligandima i zavisnost
elektrodnog potencijala od alkil dela estarskog lanca.

Elektrohemijsko ponasanje kompleksa [Pt(S-Phoz);], K5 je ispitano u Sirokom
opsegu elektrodnih potencijala (-2 V<E <01 -15 < E < 1,0 V) i prikazano na Slici
31. Cikli¢ni voltamogrami ukazuju na oksidaciju ireverzibilnog karaktera koja
verovatno potice od oksidacije tiolatnog liganda prac¢enu formiranjem odgovarajuceg
disulfida [127]. Prvi i drugi anodni pikovi, uo¢eni na —0,90 Vi —0,71 V respektivno, su

slabije definisani i primetno razvuceni u odnosu na katodne pikove (—0,90 Vi—1,12 V,
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Slika 31a). Niske vrednosti elektrodnih potencijala su karakteristicne za redoks hemiju
kompleksa prelaznih metala sa N donorskim ligandima [128, 129]. Snimljeni
voltamogrami u oblasti pozitivnijih potencijala (—1,2 < E < 1,0 V, Slika 31b) ukazuju na
formiranje dodatnog pika koji potice od irevezibilne oksidacije tiofenolatnog dela
molekula. Ovaj signal je pomeren ka pozitivnijim vrednostima elektrodnih potencijala
(0,76 V) u odnosu na odgovarajué¢i pik liganda L7 (0,50 V) S$to je u skladu s
pretpostavkom da se u izmenjenom okruzenju tj. koordinovanom obliku teze oksiduje.
Ispitivanjem elektrohemijskog ponasanja kompleksa [Pt(n?S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)],
K6 dobijeni su vrlo sli¢ni rezultati te se ciklovoltamogram ovog jedinjenja nalazi u

Prilogu.

a) b)
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Slika 31. Cikli¢ni voltamogrami 0,1 mmol/dm? rastvora kompleksa K5 u DMSO-u u
oblasti potencijala: a) -2 <E <0 V; b) -1,2 < E < 1,0 V; brzina polarizacije 100 mV/s;
pomocni elektrolit LiCIO,.

4.5.3. Odredivanje korelacije elektrodni potencijal-citotoksi¢nost

Dodatno je ispitana potencijalna veza izmedu elektrohemijskog ponaSanja i
bioloske aktivnosti Pt(IV) kompleksa, K1-4 na osnovu odredenih E i ICs vrednosti na
razli¢itim ¢elijskim linijjama (A375, B16, CT26CL25, HCT116, PC3 1 U251).
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Slika 32. Korelacija E-1Csq vrednosti Pt(IV) kompleksa, K1-4, dobijenih za a) A375; b)
B16; c) CT26CL25; d) HCT116; e) PC3; f) U251.

Na osnovu dijagrama sa Slike 32, uoc€ljivo je da jasna korelacija izmedu ICso | E
vrednosti u veéini slucajeva nije postignuta, ali da je za ¢éelijske linije CT26CL25 i PC3
pokazala najbolje rezultate koji su u saglasnosti sa sliénim podacima iz literature vezane
za Pt(IV) komplekse sa aminskim tipom liganada [83]. Medutim, ovaj pristup nudi

mogucénost odabira najpogodnijeg jedinjenja za dalja ispitivanja i pored nemoguénosti
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direktnog, linearnog povezivanja ICsy i E vrednosti. Naime, ispitivanja citoksi¢nosti
izdvajaju K3 i K4 kao najaktivnije komplekse (Tabela 12) dok vrednosti elektrodnih
potencijala pokazuju da se lakSe/ brze redukuje K3. Stoga je za optimalni izbor
kandidata od interesa za dalja istrazivanja, najbolje izabrati jedinjenje koje se, s jedne
strane relativno lako redukuje, a s druge strane pokazuje dovoljno snazno citotoksi¢no

dejstvo (u ovom slucaju K3).
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu je opisana sinteza i karakterizacija novih liganada, derivata N,N'-
metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske Kiseline, njihovih
odgovaraju¢ih kompleksa platine(IV) kao i1 kompleksa platine(Il) sa tiofenolat-
oksazolinskim ligandom. Novosintetisani ligandi su okarakaterisana standardnim
metodama karakterizacije: infracrvenom spektroskopijom, masenom spektrometrijom i
NMR spektroskopijom (1D-'H i *C; 2D-COSY, HSQC, HMBC tehnikama) dok je
sastav svih jedinjenja potvrden elementalnom analizom. Kompleksi platine(IV) su pored
pomenutih metoda, okarakterisani i elektronsko-apsorpcionom spektroskopijom i Pt
NMR spektroskopijom (za jedan platina(lV) kompleks). Molekulska i Kkristalna
struktura kompleksa platine(l1), [Pt(S-Phoz),] i [Pt(n°S-Phoz)(n'S-Phoz)(PPhs)], je

odredena na osnovu rendgenske strukturne analize.

Karakterizacijom sintetisanih jedinjenja zakljuceno je da:

e sastav jedinjenja odgovara prvobitno pretpostavljenoj molekulskoj formuli

e detektovani signali u karakteristicnim oblastima hemijskih pomeranja NMR
spektara nedvosmisleno potvrduju strukture liganada i kompleksnih jedinjenja.
U slucaju liganda, dietil estra N,N'-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, uradena je kompletna asignacija svih protona na
osnovu ugljenik-vodonik korelacije dobijene pomoé¢u 2D NMR spektara. Za
kompleksno jedinjenje platine(IV) sa ovim ligandom, snimljen je **Pt NMR
spektar koji je karakteristiénim signalom potvrdio prisustvo metalnog jona

e molekulski ili fragmentni joni detektovani u masenim spektrima dodatno
ukazuju na pretpostavljene strukture novosintetisanih jedinjenja

e najintenzivnije trake u IC spektrima odgovaraju vibracijama karakteristi¢cnim za
obe klase proucavanih jedinjenja

e apsorpcioni maksimumi u elektronskim spektrima kompleksnih jedinjenja
platine(IV) poti¢u od odgovarajuc¢ih d-d prelaza

e rendgenska strukturna analiza kompleksa platine(ll), [Pt(S-Phoz),], potvrdila je

delimi¢no deformisanu kvadratno-planarnu geometriju uz S,S-trans raspored
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liganada oko metala. U kompleksu [Pt(n°S-Phoz)(n*S-Phoz)(PPhs)] je jedan
ligand bidentatno koordinovan za metal dok je drugi vezan samo preko atoma
sumpora, odnosno monodentatno. Za metal je dodatno koordinovan PPhs i to u

trans polozaju u odnosu na N donorski atom liganda.

Ispitivanja citotoksi¢ne aktivnosti dialkil estara N,N'-metilen-(S,S)-etilendiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i odgovaraju¢ih Pt(IV) kompleksa na
razli¢itim ¢elijskim linijama potvrdila su snazan antitumorski efekat koji je u pojedinim
slucajevima znatno bolji od efekta cisplatine. Sem toga, dodatno je utvrdeno da
ispitivana jedinjenja indukuju apoptozu pra¢enu aktivacijom kaspaze Sto predstavlja
osnovnu prednost ove klase u poredenju sa strukturno slicnim molekulima. 1Csg
vrednosti dobijene na osnovu ovih ispitivanja citotoksi¢nosti su upotrebljene za
odredivanje potencijalne korelacije struktura-aktivnost.

U nastavku rada objasnjena su oksido-redukciona svojstva sintetisanih jedinjenja
u skladu s voltamogramima dobijenim metodama cikli¢ne i diferencijalne pulsne
voltametrije. Kompleksi Pt(1V) sa dialkil estrima N,N'-metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N'-
di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline su ocekivano ukazali na dvoelektronsku
redukciju metalnog centra pracenu gubitkom dva hlorido liganda u aksijalnom polozaju.
Na osnovu snimljenih voltamograma, odredene su vrednosti elektrodnih potencijala
koje se kre¢u u intervalu 924 mV < E < -816 mV vs. Ag/AgCIl. Dobijeni
elektrohemijski podaci su u ovom slucaju koriS¢eni za uspostavljanje potencijalne
korelacije izmedu redoks potencijala i citotoksi¢nosti. Na ovaj nacin je postignuta
zadovoljavajuca E-1Csg korelacija za dve celijske linije (CT26CL25 i PC3). Rezultati
bioloskih 1 elektrohemijskih ispitivanja su ukazali da je kompleksno jedinjenje N,N'-
metilen-(S,S)-etilendiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)-dipropilpropanoat-
tetrahloridoplatina(l1VV) najbolji kandidat za dalja ispitivanja s obzirom da se s jedne
strane relativno lako redukuje dok sa druge strane pokazuje jako citotoksi¢no dejstvo.
Nasuprot kompleksima Pt(IV), kompleksi Pt(I1) sa tiofenolat-oksazolinskim ligandom
se nisu redukovali u datim eksperimentalnim uslovima, a snimljeni voltamogrami su u
Sirokom opsegu elektrodnih potencijala ukazali su na ireverzibilnu elektrohemijsku

reakciju nezavisnu od brzine snimanja.
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Slika P36. Maseni spektar kompleksa K1.
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Slika P38. Ultraljubicasti spektar kompleksa K1.

97



Prilog

Ljiljana Mihajlovi¢-Lalié

K2

&/ ppm
Slika P39. *H NMR spektar kompleksa K2.
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Slika P40. **C NMR spektar kompleksa K2.
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Slika P43. Ultraljubicasti spektar kompleksa K2.
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Slika P46. Maseni spektar kompleksa K3.

101



Prilog Ljiljana Mihajlovié-Lalié

K3

[

95 e
ﬂ—"‘f
% V/\ PSS \\\
o ‘ -~ \ f
85 g ! / ‘ I
& \ ! | /’r W ~ i \lM Kah
80 1 / P Py
75 _
| | A |
w TRIEY
65 | - !

31263

50 |

1639.5
10219

55

13058

50
45

Transmittance/ %
1370877

401 JJ
I

1447,

-
(=)
17378

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50
Wavenumbers/ cm- !

Slika P47. Infracrveni spektar kompleksa K3.
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Slika P48. Ultraljubicasti spektar kompleksa K3.
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Slika P50. 3C NMR spektar kompleksa K4.
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Slika P51. Maseni spektar kompleksa K4.
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Slika P52. Infracrveni spektar kompleksa K4.
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Slika P53. Ultraljubicasti spektar kompleksa K4.
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Slika P54. *H NMR spektar kompleksa K5.
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Slika P55. *C NMR spektar kompleksa K5.
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Slika P58. *H NMR spektar kompleksa K.
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Slika P59. *C NMR spektar kompleksa K.
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Slika P61. Maseni spektar kompleksa KG6.
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Slika P62. Infracrveni spektar kompleksa K6.
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Slika P63.Cikli¢ni voltamogram 0,1 mmol/dm? rastvora elektrolita LiClO, u DMSO-u u

oblasti potencijala 0 < E < 1,3 V pri brzini polarizacije 25 mV/s.
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Slika P64. Cikli¢ni voltamogram 0,1 mmol/dm? rastvora kompleksa K,[PtClg] u
DMSO-u u oblasti potencijala 0 < E < 1,3 V pri razli¢itim vrednostima brzina
polarizacije (25, 50, 100, 500, 1000 mV/s).
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UsjaBrbyjem
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