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Kompleksi Pt(ll) i Pt(1V) sa novim diaminskim ligdima: sinteza,

karakterizacija i antitumorska aktivnost

U ovom radu opisana je sinteza, karakterizacij@loBka aktivnost sedam organskih
jedinjenja edda-tipa, Sest kompleksa platine(I\f)et kompleksa platine(ll) sa ovim
organskim molekulima kao ligandima.

Sintetisana su jedinjenjaS(S-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanska
kiselina dihidrohlorid, njoj odgovaraiumetil, etil, n-propil, n-butil, izobutil i izopentil
estri i njima odgovaraji kompleksi platine(IV) i platine(ll). Ligandi suirgetisani
polaz€i od neesencijalne aminokiselin&2-amino-3-cikloheksilpropanske kiseline
hidrohlorida, iz koje je sintetisana diamindikarbika kiselina i njeni estri. U reakciji
kalijum-tetrahalogenidoplatinata(ll), odnosno katij-heksahalogenidoplatinata(lV) i
odgovarajdeg dehidrohlorovanog liganda dobijeni su diaminkdiganidoplatina(ll) i
diamintetrahalogenidoplatina(lV) kompleksi. Strulkusvih sintetisanih jedinjenja
utvrdene su standardnim spektroskopskim metodama: meaom spektroskopijom,
NMR spektroskopijom, masenom spektrometrijom dolpretpostavljena molekulska
formula potvidena elementalnom analizom. DFT i MM préuai u saglasnosti su sa
rezultatima ovih metoda i dali su magust pretpostavke najstabilnijih geometrijskih
izomera oktaerdaskih platina(lV) kompleksa.

BioloSka istraZivanja zasnovana su ha ispitivamjutro aktivnosti sintetisanih liganada
I kompleksa na nekoliko tumorskilelijskih linijja: C6 i U251 glioma, L929
fibrosarkoma i B16 melanoméglije humanog melanoma A375, kancera debelog creva
HCT116, celije humanog karcinoma pla A549 i adenokarcinoma dojki MCF7.
Rezultati su pokazali veoma dobru antitumorskuvakist ovih jedinjenja. Od svih
sintetisanih liganada ise se ligandO,Oxdietil-(S,3-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-
cikloheksil)propanoat dihidrohlorid,3, koji je pokazao izuzetno dejstvo na izabranim
tumorskim celijskim linijjama, koje je istog reda veine ili bolje od cisplatine.
Najaktivniji meiu sintetisanim  kompleksima, tetrahlori@Q-dietil-(S,3-

etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoato)platina(lV) okpleks, K3,



upotrebljen je u eksperimentu ispitivanja tigijske smrti na izabranoj U25Elijskoj
liniji. Kompleksi platine(ll) takde su pokazali dobro antitumorsko dejstvo.

Ispitivano je i dejstvo sintetisanih kompleksa plaflV) i liganada premaselijama
imunog sistema, a detaljnija ispitivanja deaa su kori&njem kompleksa tetrahlorido
(O,0-di-n-propil-(S,g-etilendiaminN,N*-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoato)
platina(lV), K4, i pokazano je da ovaj kompleks nema negativamjutiacelije imunog

sistema.

Kljuéne redi: platinski kompleksi,in vitro antitumorska aktivnost, edda-tip liganada,

geometrijski izomeri.

Nauéna oblast: Hemija
UZa nauna oblast: OpSta i neorganska hemija
UDK broj: 546. 9



SUMMARY

Pt(Il) and Pt(IV) complexes with new diamine ligandynthesis,

characterization and antitumor activity

In this thesis is described synthesis, charactérizeand biological activity of seven
organic molecules edda-type, six platinum(lV) coexgls and five platinum(ll)
complexes with those molecules as ligands.

Here were synthesizedS,§-ethylendiamineN,N-di-2-amino-(3-cyclohexyl)propanoat
acid dihidrochloride and its methyl, ethyi;propyl, n-butyl, isobutyl and isopentyl
esters, as well as their platinum(lV) and platinlmgEomplexes. Ligands were
synthesized starting from nonessential aminoac@ta®ino-3-cyclohexylpropanoate
acid  hydrochloride  via  diaminodicarboxylic acid andits  esters.
Diamindichalogenidoplatinum(ll) and diamintetraatgénidoplatinum(lV) complexes
were synthesized in the reaction of potassiumdbaimgenidoplatinum(ll) or
potassium-hexachalogenidoplatinum(lV) and corredpan ligands. Structures of
synthesized molecules were confirmed by standaettgpscopic methods: infrared
spectroscopy, NMR spectroscopy, mass spectromeidy naolecular formulas were
confirmed by elemental analysis. DFT and MM caltiatss were in agreement with all
spectroscopic methods and were used for determimati the most stable geometric
isomers for two octahedral platinum(lV) complexes.

Results of biological tests showrrvitro activity of synthesized ligands and complexes
against wide spectrum of tumor cell lines: C6 a@bUglioma, L929 fibrosarcoma and
B16 melanoma, human melanoma A375, colon cancds €8LT116, human lung
carcinom A549 and breast adenocarcinoma MCF7. BResotlicated very good
antitumor activity of those compounds. Ligan@,O-diethyl-(S,3-ethylendiamine-
N,N-di-2-amino-(3-cyclohexyl)propanoate dihidrochl@jd_3, was very effective
against all tumor cell lines, comparable or supetoothe antitumor action of cisplatin.
The most active complex was tetrachloridg®-diethyl-(S,3-ethylendiaminaN,N-di-
2-amino-(3-cyclohexyl)propanoato)platinum(lV) compl K3, and it was used for
examination the most possible way of cell death,tlb@ chosen U251 cell line.
Platinum(ll) complexes showed good antitumor attiaigainst all cell lines.



In this work it was also described imunomodulatetfect of complexK4, tetrachlorido
(O,0xdi-n-propyl-(S,3-ethylendiamineN,N-di-2-amino-(3-cyclohexyl)propanoato)
platinum(lV) complex) on cells of imune systemwlas concluded that this complex

has no negative influence on the cells of imunrstesy.

Keywords: platinum complexesin vitro antitumor activity, edda-type of ligands,

geometrical isomers.

Scientific area Chemistry
Scientific Sub-area General and Inorganic Chemistry
UDC number: 546. 9



LISTA SKRA CENICA

FDA - Food and Drug Administration, am&a agencija za odobravanje upotrebe
hrane i lekova

CTR1 - bakar transportni protein

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

GG - guanin-guanidino fragment DNK

Met — metionin

Cys — cistein

SAR - structure activity relationship: strukturaktivnost odnos

QSAR - Quantitative structure—activity relationstkpantitativan struktura — aktivnost
odnos
GSH - glutation

DACH - 1,2-diamincikloheksan

NADH - nikotinamid adenin dinukleotid (redukovarulik)

JM216 — satraplatina

edda — etandiamiN;N’-diacetat

eddp — etandiamih;,N’-di-3-propanoat

pdda — 1,3-propilendiamirN,N’-diacetat

HL60 —¢elijska linija humane promijelocitne leukemije

REH —c¢elijska linija humane limfocitne leukemije

MOLT-4 —¢elijska linija humane akutne limfoblastne leukemije
KG-1 —¢elijska linijja humane akutne mijelogene leukemije
JVM-2 —c¢elijska linija humane hrotine leukemije Belija

K-562 —¢elijska linija humane eritroleukemije

AIF — faktor indukcije apoptoze

A549 —¢elijska linijja humanog alveolarnog adenokarcinoma
518A2 —¢elijska linija humanog melanoma

1411HP —elijska linija humanih germinativnih tumorskiklija testisa
H12.1-¢elijska linija humanih germinativnih tumorskiklija testisa
HelLa —¢elijska linija humanog carcinoma g materice

C6 —c¢elijska linija glioma pacova

U251 —¢elijska linija humanog glioma



L929 —celijska linija fibrosarkoma miSa

B16 —celijska linija melanoma misa

PBMC —mononuklearnéelije periferne krvi

HCT116 —¢elijska linija humanog karcinoma debelog creva

ROS - reaktivne kiseaine vrste

DMSO - dimetilsulfoksid

LC/MS — t&no-masena spektrometrija

ATR — tehnika snimanja infracrvenih spektara (razbha totalna reflektanca)
[D6]DMSO - deuterisani dimetilsulfoksid

TFA — trifluorsicetna kiselina

FT-IR — tehnika snimanja infracvenih spektara saadbm podataka furijeovom
transformacijom

HPLC — t&€na hromatografija pod visokim pritiskom

DAD - detektor sa nizom dioda

DFT — teorija funkcije gustine naelektrisanja

B3LYP — Becke, 3-parametar, Lee-Yang-Parr teotijgk€ije gustine naelektrisanja
HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansufonkiszlina

EDTA — etilendiamintetraacetat

MTT test — kolorimetrijska tehnika za odreanje vijabilitetac¢elija uz pomé (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolijum bromal

DHR — dihidrorodamin

FITC — fluorescein-izotiocijanat

ApoStat — pankaspazni inhibitor obelezen fluorestatiocijanatom

FL — fluorescencija

PBS — puferovani fizioloski rastvor

IFN-y —interferon gama

IL -17 — interleukin-17

SPC —elije slezine

LNC —¢elije limfnog¢vora

RBC - crvene krvnéelije

PC12¢elije —celije feohromocitoma pacova

LPS — lipopolisaharid



ConA — konkanavalin A

MTT-3 — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-te&izolijum bromid
RNK — ribonukleinska kiselina

cDNK — komplementarna dezoksiribonukleinska kisglin

A375 —celijska linija humanog melanoma

MCF7 —celijska linija humanog adenokarcinoma dojke

MRCS5 —elijska linija humanih fetalnih fibroblasta

H460 —¢elijska linija humanog kruprielijskog tumora pléa

MM — molekulsko-mehaxiki prorauni
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Uvod Jelena M. Poljarevi

1. Uvod

Metali i njihova jedinjenja se vekovima unazad mmuju u medicinske svrhe. Doba
moderne medicinske hemije, koja ukijije lekove na bazi metala, za&pto je otkrtem
cisplatine ¢is-diammindihloridoplatina(ll)). Naizgled, bez poselgn zn&aja, ovo
jedinjenje jednostavne strukture pokazalo je izneetntitumorske karakteristike, Sto je
navelo istrazivée da zapénu viSedecenijsku ,potragu” za joS boljim i efikgsn
hemoterapeutikom [1,2]. Kompleksi metala pokazalise zné&jnim u ovoj oblasti,
kao dobra osnova za dizajn novih lekova. Velikijlgeometrijskih izomera i raziiti
koordinacioni brojevi metalnih jona omagavaju da se fino podese i kingdi (brzina
izmene liganada) i termodinatki (jacina metal-ligand veze, elektrodni potencijal)
parametri prilikom sinteze kompleksa metala — pajaimog leka. Zn&ajno je da u
osmiSljavanju i sintezi novih kompleksa, veliku giloimaju i ligandi, kako zbog
.prepoznavanja“ mesta na koje treba kompleks daeze u ciljnojceliji, tako i zbog
redoks procesa u kojim&estvuje ligand koji se eventualno oslobodieliji [2,3].
Znxajno mesto mau sintetisanim i ispitivanim kompleksima metala zeauwaju
platinski kompleksi. Ovi kompleksi su u Sirokoj upabi kao antitumorski agensi i do
danas je oko 30 kompleksa platine(ll) i platine(l\3lo u neku od faza kligkih
ispitivanja [4,5].

Posebno mesto u danasnjim istraZzivanjima zauzimikpmpleksi platine sa
diam(m)inskim ligandima. Deceniju i po unazad uspe$e sintetisan veliki broj
liganada edda (etilendiamM;N-diacetat) tipa i njihovi odgovarajukompleksi metala
(platina, rutenijum, kobalt, paladijum) [7-15]. Me njima posebno se i&ti kompleksi
platine i rutenijuma svojim izvanrednim antitumadrekdejstvom potutenim uin vitro
eksperimentima na velikom panelu raiih tumorskih ¢elijskih linija [10,16-18]. Od
velikog zn&aja bilo bi i utvdivanje t&nog mehanizma delovanja ovih potencijanih
antitumorskih agenasacelijama.

U ovom radu su opisani sinteza i karakterizacijengteksa platine(ll) i platine(IV) sa
(S,9-etilendiaminN,N'di-2-(3-cikloheksil)propanskom kiselinom i njeninm-alkil
estrima. Pretpostavlja se da su strukturne prorkedevih novosintetisanih liganada u

odnosu na prethodno sintetisan veliki broj strukeuslicnih jedinjenja, znéajno uticale



Uvod Jelena M. Poljarevi

na fizicka svojstva odgovarfih kompleksa platine sa ovim molekulima kao ligand)
Sto je, pretpostavlja se, imalo za posledicu njthizvizetno dobro antitumorsko dejstvo.
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2. Opsti deo

2.1. Cisplatina i mehanizam delovanja

Davne 1845. godine prvi put je sintetisana a 1&ffline i prvi put u literaturi

opisana struktura jedinjenggs-diammindihloridoplatina(ll) — cisplatina (Slika [3].

Slikal. Struktura cisplatine
Medutim, tek 1965. godine prvi put se pominje dobraitamorska aktivnost ovog
jedinjenja. Cisplatina je prvi lek na bazi platise, antitumorskim dejstvom, odobren od
FDA [2,17,18]. Najefikasniji je u terapiji tumoradtisa (procenat iztenja je blizu
100%) ali je vrlo efikasan i u éenju raka jajnika, bubrega i vrata [19]. Cisplatse
unosi u organizam intravenski. Zahvaljtijwisokoj koncentraciji hlorida u krvnoj
plazmi (100 mM) cisplatina ostaje strukturno nepeajena. U tumorskéeliju dospeva
ili prostom difuzijom krozéelijsku membranu ili aktivnim transportom poéuiobakar-
transportera CTR1. Zbog viSestruko manje konceiratoridnih jona u citosolu (3-20
mM) u odnosu na vaelijsku te&nost, dolazi do brze hidrolize i izmene hloridnih
liganada molekulima vode (Slika 2). Nakon hidrolizeatjonski kompleks platine
([Pt(NHs)2(H20)])?") ulazi u jedro gde formira koordinativnu vezu ganasima azota
nukleinskih baza DNK, n&g&e guanina. Koordinacijom za guaninske azotove atome
susednih lanaca DNK, formira se bifunkcionalni G@kmohelat. [Pt(NH),(H20):]**
predstavlja vrstu lanca (veze) izénelanaca DNK. Ovako modifikovana DNK je trajno
oSteena i nemogte je na njoj izvrSiti transkripciju i replikacijuKao posledica

zaustavljanj&elijskog ciklusa, dolazi déelijske smrti [2-4, 20-23].
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Slika 2. Mehanizam transporta cisplatine kéelijsku membranu i njenog delovanja u ciljriéejiji [2].

2.2. Nedostaci cisplatine i njeni analozi

Uprkos izvanrednom uspehu cisplatine ovaj lek inb@ojne nedostatke. Gledéju
sa bioloSke strane, cisplatina ne pokazuje dovofelektivhost premaelijama u
organizmu, tj. toksina je, te deluje tok&no i na ne-tumorskéelije. Lek nakon duze
primene izaziva nefrotok&iost, ototoksinost ili anemiju. Sa hemijske strane gledano,
ovaj kompleks platine(ll) je izuzetno reaktivan.pZavo v€ u krvnoj plazmi moze
reagovati sa aminokiselinama koje sadrze sumpot {Mgs), tj. sa proteinima koji u
sebi sadrze Met i Cys: metalotioneinom ili albunmmdJ ¢eliji, u [Pt(HO)(NH3)2]**
obiku, moze reagovati sa najr&tilim hemijskim vrstama, karbonatnim jonom,
fosfatima, metioninom, glutationom ili metalotionena (proteini i aminokiseline koje
imaju slobodne donorske S i N atome). Sve ovo znamanjuje efikasnost i
iskori&enje ovog leka [3,19,24-27].
Zato je bilo potrebno sintetisati selektivniji, n@anreaktivan molekul, potencijalni
citostatik. Tako su nastali platinski kompleksigkeu tre&e generacije. Kompleksi druge
generacije su strukturni analozi cisplatine, ospmgltako da prevadu tokstnost
cisplatine, dok su kompleksi te generacije nastali kao joS napredniji analozi sa
osnovnim zadatkom da deluju na tumorsiedije otporne na cisplatinu. Od 1978.
godine, kada je FDA odobrila cisplatinu kao lel§ gedam platina(ll) kompleksa uslo

4
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je u klinicku upotrebu: 2 u svetu (karboplatina i oksalipla}in5 u pojedinim zemljama
(nedaplatina, loboplatina, heptaplatina, mirupkiigikloplatina)[24,28,29].
JoS od 1973. godine uporedo sa bioloskim ispitivamj vriSena su i teorijska
predvidanja u oblasti odnosa struktura-aktivnost (SAR ARSstraZivanja). Rosenberg
I njegova grupa mi#& prvima su obavili ovakva istrazivanja i ukaza# strukturna
svojstva potencijalnog citostatika:

a) kompleks platine(ll) trebalo bi da ima deis orijentisane am(m)ino grupe

b) odlazei ligandi bi takale trebalo da budu cis polozaju

c) u celini kompleks bi trebalo da bude neutralan

d) aminski ligandi bi trebalo da budu ili primarni ilsekundarni amini.

[20,21,30,31] (Slika 3).

aksijalni
ligand
h.L}!.il'l! /-".-_, ) DdlﬁZ-t:Cl 5'-‘_! alm oillazeci
ligand Pt ligramd ligand Hgzand
aksijalni
ligand
e A b -,
a b

Slika 3. Komponente platinskih kompleksa za kojekuje da pokazuju dobru antitumorsku aktivnost
[21] .

Utvrdeno je da svaki od liganda (Slika 3), ima svojugula struktura-aktivnost odnosu
sintetisanog kompleksnog jedinjenjaligandi, stalni ligandi, formiraju najfa vezu sa
platinom i ostaju netaknuti u kofraom jedinjenju kompleksa i DNK. Od ovih liganada
uglavnom zavisi otpornoselija tumora na lek. Menjagii ovaj ligand moze se poéii
da se prevade otpornost nekildelijskih linija prema cisplatiniOksaliplatina je analog
cisplatine koji ima voluminozni i hidrofobni dianaikloheksil ligand koji se ,uklapa“
u veliku brazdu DNK i tako onemog@ava prilaz enzima koji ,popravljaju“ DNK.

Glavna prednost oksaliplatine u odnosu na cisplggste Sto deluje na tumorséelije
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koje su otporne prema cisplatini. Danas je ovoizblora za kolorektalni tumor [24,32-
35].

X ligand (Slika 3a, 3b) je odlageligand. Veza Pt-X je najslabija i ovo je mesto
eventualne hidrolize ¢eliji. Stoga, ovaj ligand direktno @& na kinetiku reakcije leka i
DNK. LakSe odlazée grupe mogu dovesti do brze hidrolizealiji ili izmene ovog
liganda drugim nukleofilima weliji. Modifikacijom ovih liganada moze se pasti
smanjenje broja sporednih reakcijaceliji. Obe grupe liganada, L i X, uticu na
lipofilnost i rastvorljivost kompleksa.

Karboplatina ima u svojoj strukturi bidentatni ciklobutandikaksilatni ligand koji
utice na smanjenje broja sporednih reakcija ovog lek&iji.. Ove izmene uticale su da
karboplatina ne bude nefrotoksa i da se moze koristiti u ¢en dozama od cisplatine.
Danas, karboplatina predstavlja osnovnu terapigcenju raka jajnika [2,21,24,36-39]
(Slika 4).

(0]
H3N\ p % /O O
. O» Ja
HsN O NH, 07X
(@]
a) b)

Slika 4. Strukture a) karboplatine i b) oksaliphati

Uglavnom zbog velikog broja sporednih reakcija lespe i njenih analoga aeliji,
posle 1983. godine pmju i QSAR ispitivanja platina(lV) kompleksa. Okompleksi,
5¢° niskospinske elektronske konfiguracije Pt(IV) joiaju oktaedarsku geometriju,
Sto u odnosu na platina(ll) komplekse daje dva nakaijalna ligandagime se
poveava kinettka stabilnost i smanjuje reaktivnost ovih kompleksgoreienju sa
platina(ll) kompleksima.R ligandi (Slika 3b) bi trebalo da budu lipofilni,adbi
kompleks lakSe proSao kroz membranu kao i da véda Bude jaka, da ne bi lako
dolazilo do hidrolize i sporednih reakcija. Tako ovi ligandi predstavljaju potencijalno
mesto vezivanja za tzv. nd@ggau ¢elijama, nandestice koje omogiavaju nesmetan
prolaz leka do ciljnog mesta ¢eliji. Pretpostavljeno je da ova struktura kompéeks
platine(IV) ute na stabilnost kompleksa, Sto predstavlja osnoau nihovu

potencijalnu oralnu primenu [4,32,33].
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QSAR ispitivanja u kombinaciji sa bioloSkim teston pokazala su da ove strukture
treba osmisliti tako da farmakokingki parametri koji utu na efikasanost leka: redoks
potencijal, E, brzina redukcije platine ¢eliji, i lipofilnost (log P), budu Sto optimalniji.
Na ove parametre zé@no utte odabir aksijalnih liganada ali i voluminoznost
ekvatorijanih liganada (am(m)inskih liganada) [40,4Aksijalni ligandi mogu biti
veoma razliti ali su metu prvima sintetisani kompleksi sa hlorido, acetdi@roksido
ligandima. Pretpostavljeno je d# ovi ligandi, kao lako odlazg uticati na brzu
redukciju metala geliji. Cilj je da kompleks platine(lV) stigne netalt do ciljnecelije,
ude u nju i tamo u prisustvu raglih redukujitin molekula bude redukovan do aktivnhe
platina(ll) vrste (Sema 1). Redukdgjunolekuli u ¢eliji su nafe&e glutation (GSH) ili

askorbat.

Sema 1. Dvoelektronska redukcija platina(IV) korkpkeuceliji.

NajviSe vrednosti potencijala i najbrza redukcighgoava se kod kompleksa sa hlorido,
a najsporije sa hidroksido ligandima. Kao ekvaatmij, aminski ligandi u sintetisanim
kompleksima figurisali su amonijak, cikloheksilamietilendiamin i njihovi derivati
(Tabela 1).

Tabela 1. Primer uticaja aksijalnog liganda naikn vitro antitumorsku aktivnost u kompleksu sa
cisplatina osnovnim motivom.

X X Ep (MVvs. Agi3[ IC5A2780 (M) [ICs,  HCT116
M AgCl, KCl)
HaN | _C (uM)
Pt Cr -204 1,52£0,21 11,87 +3,87
1N
H3N | Cl oH -815 8,11+0,84 33,29+4,41
CH,COO -565 9,48 0,45 33,26 +4,08

Lipofilniji molekuli lakSe ulaze weliju pa se struktura sintetisanih kompleksa i tome

mora prilagoditi. Pret&a ovoj pretpostavci bio je primer platina(ll) korak$a sa

hiralnim voluminoznim ligandima DACH (1R,2R-diamitikloheksan) tipa. Ovaj

7
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molekul lako ulazi uc¢eliju i verovatno se stvara DACH-Pt-DNK adukt koji
onemoguava prilaz enzimima koji bi ,popravili“ DNK. Kompksi ovog tipa pokazali
su se jako aktivni prema cisplatina otporriatijskim linijjama, pa otuda i ideja da bi i
kompleksi platine(IV) trebalo da imaju voluminozmkvatorijalne ligande. QSAR
prorauni za seriju diam(m)indihloridobis(karboksilategpha(lV) kompleksa, pokazali
su da je najbolje koristiti diaminske ekvatorijaltigande, a lipofilnost povati
poveanjem alkil niza na karboksilatu. U tom smislu stigana je serija etilendiamin-
Pt(IV) kompleksa sa razitim alkil-estrima aksijalno vezanih u komplekswgjiksu
pokazali dobro slaganje vrednosti lipofilnosti,sdGrrednosti i kokkine akumuliranog
kompleksa weliji. Veca kolicina kompleksa éeliji, sa viSim vrednostima lipofilnosti,

zn&ila je i vetu citotokstnost ovih kompleksa [3,35] (Slika 5, Tabela 2).

O O

H2 WJ\
N D.c n R
E/Pt
@) R
Hz
O O

(. J

Slika 5. Struktura etilendiamin-Pt(IV) kompleks&ajima je ispitivana veza duZine alkil ostatka

lipofilnsti i antitumorske aktivnosti [3,36].

Tabela 2. Vrednosti log P i kgza seriju etilendiaminskih kompleksa platine(ld}licite duzine alkil
niza [3,36].

n R log P 1Gy HelLa

0 OCH -0,81 + 0,02 36+1,3

0 OGH;s -0,32+0,01 0,68+ 0,04
1 OGH;s 0,24 + 0,01 21+1,0

0 OGH- 0,70 £ 0,01 0,11 £ 0,01
0 OGH, 1,69+ 0,02 0,032 + 0,007

Ekvatorijalni ligandi su se pokazali zZignim zbog toga Sto su stalni i odugu
strukturu platina(ll) kompleksa koji ostajeceliji, kao aktivha vrsta, nakon redukcije
polaznog platina(lV) kompleksa [25].

Najveti uspeh doziveo je komplekd1216 — satraplatina(Slika 7).
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Slika 6. Struktura satraplatine - IM216

Satraplatina je lipofilni molekul, lako ulazideliju, inertan je i stabilan, te je zbog svega
ovoga potencijalno oralno primenjljiv. Geliji se redukuje pomi citohroma C, a
zatim i hemoglobina u prisustvu NADH. Ovom prilikomozZe nastati veliki broj
razlicitih platina(ll) kompleksa, m#& kojima je naje&e prisutan i najzrijniji cis-
ammindihlorido(cikloheksilamin)platina(ll). Satrapin je prosao I, Il i Il fazu
pretklini¢kih ispitivanja ali joS uvek nije proSao sve neoghe testove kako bi zaista
uSao u Kklinkku upotrebu. Pokazao se boljim od cisplatine vitro uslovima a sporedni
efekti koje cisplatina izaziva ovde nisuceai [24,41-43].

Sintetisana je i serija platina(lV) kompleksasih JM216, sa alifathim, aromatinim

i aliclkli¢nim aminima, normalnog i razgranatog niza, kojpsiazali véu aktivnost od
cisplatine. Uprkos velikim naporima i detaljnim ipanjima i predvdanjima, nijedan
platina(lV) kompleks, ukljaujuci i IM216, do sada nije odobren za kdku upotrebu
[32] (Slika 7).

Veoma dobri rezultati bioloSkih ispitivanja oksaddipne i satraplatine, ohrabrili su i dali
ideju za sintezu kompleksa platine(ll) i platine(Is&a ligandima edda tipa, kao njihovim

analozima, u cilju dobijanja potencijalno boljihtikancerogenih supstanci.
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Slika 7. Platinski kompleksi koji su postigli nage uspeha i njihov put razvoja.

2.3. EDDA (etilendiaminN,N'-diacetato) tip liganada i njihovi kompleksi
platine(ll) i platine(1V)

Poslednjih deceniju i po zéano mesto u sintezi i ispitivanju antitumorskitogtava
sintetisanih kompleksa zauzimaju kompleksi platvMg( platine(ll) sa ligandima edda
(etilendiaminN,N-diacetato) tipa. Ligandi edda-tipa su zapravo etilendiamin il
propilendiamin dikarborksilne kiseline i njihoviteag8]. Osnovne diamindikarbokslilne
kiseline su (Slike 8, 9, 10):

10
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O
H
N OH
HO)K/ \/\H/\g/

Slika 8. edda (etilendiamiN;N'-dietanska kiselina) - j¢dda.

0]
H
HOWN\/\H/\)J\OH

O

Slika 9. eddp (etilendiamilN,N-di-3-propanska kiselina) - Jdddp.

o H 0
H\O)K/N\/\/N\)kO/H

Slika 10. 1,3-pdda (1,3-propilendianiN-dietanska kiselina) —4ddda.

Dobri rezultati u ispitivanju antitumorske aktivtiokompleksa platine sa ligadima
edda-tipa ukazali su na zZf&an uticaj tog tipa liganada u njima. Ovi diaminkgandi
spadaju u grupu jedinjenja koja u svojoj struktumiaju etilendiaminski fragment.
Prema teorijskim ispitivanjima i prafanima ovakva struktura u organskom molekulu
moze biti osnova za jedinjenje agne antitumorske aktivnosti prema nekim
tumorskimcéelijama [44].
Sinteza edda-tipa liganada vrSi se na jedan o@Sledaina:

1) diamin reaguje sa hlorovanim organskim kiselinanmaalskom odnosu 1:2 [45]

(Sema 2)

0
i J\M/\
OH
H2N/f‘>“\/NH2 +HO)J\MCH2C1 — = HO . NWNHW

(0]
n=12 m=0,1

Sema 2. Mogéi nasini sinteze dikarboksilnih kiselina edda-tipa.

11
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ili 2) neutralisana natrijumova so amino kiselineaguje sa odgovaram
dibromalkanom (Sema 3) [46];

0]
. H
oH 1) NaOH, hladjenje )k(v)/N OH
NHZ/Hn\m HO™ WN%(
H 0]

o 2) Br/Hn}’Br
n=1,2.. m=1,2..

Sema3. Mogéi nasini sinteze dikarboksilnih kiselina edda-tipa.

a zatim se dobijena diamindikarboksilna kiselindeiftkuje pomdau tionil-hlorida
(Sema 4) [47].

Q H
socl HO)J\W“N\%\HWOH | H
2 0 JKWN OR
OH ledeno kupatilo RCI RO n \M/\N/HFH/

m
n=1,2.m=1,2.. H le}
refluks, 16 - 24 h

Sema 4. Reakcija dobijanja estara diamindikarthaikskiselina.

Antitumorskain vitro ispitivanja do sada sintetisanih liganada ovog tisu pokazala
zn&ajnije rezultate.

Prva serija liganada ovog tipa, koja je pokazaleetno dobro dejstvo prema Sirokom
panelu razliitin tumorskihc¢elijskih linija, jeste serijan-alkil estara $,3-etilendiamin-
N,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske kiseline, $grija liganada koja su opisana u
ovoj tezi. Veliko interesovanje za ovu grupu jedmp proisteklo je iz jako dobrih
rezultata I1Gy vrednosti na leukemijskirgelijama: HL-60, REH, MOLT-4, KG-1, JVM-
2 i K-562. Ovo je bila polazna dka da se pokuSa objasniti téelijske smrti kao i
mehanizam delovanja ovih molekula u ciljiéejiji [48]. Pokazano je da su metil, etil i
n-propil estar izuzetno aktivni, dok-butil estar i polazna kiselina ne pokazuju
zn&ajnije rezultate. Najaktivniji mi njima bio je etil estar (1§ 10,7uM — 45,4uM,

u poreitenju sa cisplatinom 17,1 — 374, nacelijskim linijjama HL-60, REH, MOLT-
4, KG-1, JVM-2, i K-562), te je on iskofign da se detaljnije ispita tielijske smrti i

12
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eventualno utvrdi mehanizam dejstva, i to¢edjskoj liniji HL-60. Utvrdeno je da se
radi 0 apoptozi kao tipaelijske smrti, uz powaanje produkcije superoksidadeliji i
membranske depolarizacije. Apoptoza je ovdegma oslobdanjem fosfatidilserina i
DNK fragmentacijom, bez prisustva autofagije. Zfiaddk istraZivanja bio je da je ovde
prisutna apoptoza nezavisna od kaspaza, cepm oksidativhim  stresom,
mitohondrijalnom disfunkcijom i AIF (faktor induljel apoptoze) translokacijom
[48,49].

Zanimljivo je da su u ranijim serijama &lih liganada uvek sa porastamalkil niza
opadale 1Gy vrednosti, dok ovde to nije slaj. Pokazano je i da razgranati estri ove
serije jedinjenja nemaju z&ane,éak pokazuju vrlo visoke I§g vrednosti [18].
Sintetisana je i serija-alkil estara analogaS(S-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, tp-alkil estri N,N-metilen-8,3-etilendiaminN,N-di-
2-(3-cikloheksil)propanske kiseline. Ni kod oveigeliganada nije ugena znaajnijain
vitro antitumorska aktivnost [16].

Prvi kompleksi, sa ligandima edda-tipa, sitetisanijoS 50-ih godina dvadesetog veka,
ali sa osnovnim ciljem da se ispitacimakoordinacije Hedda, tj. izraZzena sposobnost
ovog molekula da gradi helatne komplekse sa metajahima. Kako bi se Sto bolje
objasnila veza izn# strukture i sposobnosti helatacije ovog molekudajpre su
odraiene konstante stabilnosti u kompleksima nekih demtaih metalnih jona sa
ovim ligandom. Konstante nisu ukazivale na stabkoelplekse [45]. Kasnije je Liu
pokazao da ovaj ligand ipak gradi stabilne kompeda platina(ll) i platina(lV) jonom.
Od zn&aja je bilo i ispitati n&n koordinacije ovog liganda, tj. geometriju dobije
kompleksa. lzvrSena je oksidacija kvadratno-plangrrkompleksa platine(ll) u
prisustvu vodonik peroksida i potieno je da se edda ligand koordinuje tetradentatno i
da postoji mogénost nastanka tri geometrijska izomera edda-Ptl¥npleksa. U
jednom od njih dva hloridna liganda sis orijentisana, acetato grugeans jedna u
odnosu na drugusym-cisizomer). Kod drugog su i dva hlorido liganda i dveetato
grupecis jedna u odnosu na drugunsym-cisizomer). | najzad kod téeg izomera
hlorido ligandi su orijentisartransjedan u odnosu na dru@ransizomer). Utvideno je

da je favorizovan nastanakm-cisizomera (Slika 11).

13
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sym-cis unsym-cis trans

Slika 11. Mogui geometrijski izomeri edda-Pt(1V) kompleksa.

Pokazano je, taki® da je ovaj tip kompleksa magrisintetisati na dva osnovnaime:

1) direktnom reakcijom kalijum-haksahalogenidopiata(lV) i Hedda (Sema 5)

Sema 5. Reakcija direktne sinteze edda-Pt(IV) Kekga.
ili
2) oksidacijom edda-Pt(ll) kompleksa (Sema 6) [50].

CH,COOH <COO
X
[H////"'Pt“\\\\ H,0, EN/ Bt X
H A
N7 Ny x=c-, B <N X
CH,COOH COO

Sema 6. Reakcija dobijanja edda-Pt(IV) kompleKssidacijm odgvarajéin edda-Pt(l1) kompleksa.

U kompleksima u kojima je prisutan hlorido ligaqdkazano je da oba sintdta puta
daju isti proizvod a to jeym-cis[Pt(edda)CJ] kompleks. Pretpostavljeno je da i drugi
ligandi edda-tipa daju isti proizvod. Z¥fggan doprinos ovim istrazivanjima dali su
rezultati istrazivéke grupe Sabo, u kojoj su nakon 50-ih godina dwetdgsveka, prvi
put sintetisani kompleksi edda-tipa, koji su polkiazmatajne rezultate, kako sa
hemijske, tako i sa bioloSke ¢tee glediSta [8-10]. Tako je u ovoj grupi sintetisan

kompleks edda-Pt(IV) kod koga je kristalografskdnalgurnom analizom potdeno da

14



Opsti deo Jelena M. Poljarevi

je favorizovanatrans geometrija [9].Kasnija istrazivanja pokazala su da je magu
dobiti i cis konformacijski izomer ovog kompleksa, i $gm-cisizomer kod dihlorido

kompleksa, ains-cisizomer kod dibromido kompleksa (Slika 12) [51].

Slika 12. ORTEP prezentaciggm-cisgeometrijskog izomera u [Pt(eddajlompleksu (levo)uns-cis
geometrijskog izomera u [Pt(edda)Bfdesno) [51].

Prisustvarans geometrije ututeno je i u 1,3-pdda-Pt(IV) kompleksu (Slika 13)][52

{,«.\( n
-,--"\ [/\ >
‘“ i/I .\m

.
\"""x

Slika 13. ORTEP prezentacija geometrijskog izontexaspdda-Pt(1V) [52].

Pretpostavlja se da su strukturne karakteristikipeddnosno pdda liganada zasluzne za
ovakve rezultate. Naime, eddp ima jedan ugljeniktom vise u aminokarboksilato

nizu, dok pdda ima ugljenikov atom viSe u diamimekenostu, u odnosu na edda
ligande. Ovakva struktura paseeva helatni prsten prilikom koordinacije (nastaje

Sestd@lani prsten) i tada je najpovoljnije da nastaneris-cis ili transizomer [8].
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Za razliku od tetradentatno koordinovanih kiseliredda, eddp i pdda, njihovi
odgovarajdi estri koordinuju se bidentatno samo preko azétoatoma. Kod

kompleksa platine(lV) sa metil i etil estrom eddasgina je oktaedarska, a kod
platina(ll) kompleksa kvadratno-planarna geometijaordinacijom etil estra edda za

platinu(ll) ili platinu(lV), teorijski se mogu dobitri izomera (R,R; S,S; R,S) (Slika 14).

R R
R\(R)/H \(s)/H \(S)/H
AN ™~ Spicl
Cro— |— Pl | — ~_PtCly— [ PtCh
N7 N, N°
R/(R) “H R/ ) ""H R/(R) 'H
(R,R) (S,9) (R,S)
n=24

Slika 14. Mogui stereoizomeri kompleksa platine(ll) i platine(1¥9 estrima edda.

Kristalografski podaci pokazali su da je komple&ses| estrom edda dobijen kao smeSa
dva enantiomera (R,R i S,S). DFT praraima pokazano je da je i energetski
najpovoljnije da nastanu enantiomeri. Naime, owraiuni su pokazali da je zbog

prisustva nesto §h intramolekulskih vodornih N-H-:----- Cl interakcija u R,R izomeru,

povoljniji njegov nastanak nego R,S izomera (Slika [7].

i b 34
{ i
I~ o O m
" e Mo :;--.?.-0
Sl Sl
J : H =
/‘ “&ﬂa} / b -
. f"‘ - ,cz &
e o "3 o [}..-w\ ﬁ.
H T A o ca
i o
o= al] -
\o i CE_Q 3t
G
d oy

Slika 15. ORTEP prezentacija kmpleksa Pt(1V) i esitra (levo), metil estra (desno) [7]
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Kod kompleksa sa estrima eddfekivana je ista raspodela izomera. Jedina raztikee|
u tome Sto ovde imamo i u ligandu dodatni asirietiC atom (Slika 16).

0 0
\\\\\\\\ S w
RO s RO i
| Cl
N C Cl
e T
H_~ H
N \c1 N ‘ \Cl
Cl
RO
S RO S
0 0
[PLCly(RA(S, S)eddp)] PICl,(Ry(S,S)eddp)

Slika 16. Kompleksi eddp- Pt(Il) i Pt(IV) sa prikazm asimettinim atomima u ligandu.

Do sada su u literaturi opisani ligands,§ konfiguracije i njihovi odgovaraju
kompleksi, Sto je direktna posledica upotreb®aminokiselina u sintezi
etilendiamindikarboksilnih kiselina i njihovih esta[10,53]. U sintezi kompleksa
alkil estara eddp-a sa platinom(lV), priée@a je i sporedna reakcija hidrolize estara, sto
je dovelo do toga da je bilo mag sintetisati samo komplekse sdutil i n-pentil
estrima eddp-a [10]. Kasnije, polgzeod natrijum-heksahloridoplatinata(lV) i
odgovarajdeg (metil, etil,n-propil) estra eddp-a, dobijeni su zeljeni kompigkd].

Ovi kompleksi danas privtg paznju i kao strukturno 8&tia jedinjenja satraplatini i
tetraplatini, pa su u skladu sa tim izvrSema vitro ispitivanja njihovog antitumorskog
dejstva [55-57].

Najpre su ispitivanain vitro antitumorska svojstva diamindihloridoplatina(lV)
kompleksa, u kojima su diaminski ligandi edda ddp, kiseline i estri. Pokazano je i da
je edda-platina(lV) kompleks aktivniji prema tumotwmanih jajnih ¢elija od
odgovarajdeg eddp analoga. Matim, kako je vé reeno, da je kod ova dva
kompleksa prisutan razlt tip geometrije (eddacis, eddp, trans), ne moze se sa
sigurnogu tvrditi da li je razlog manje aktivnosti eddp kpleksa geometrija

kompleksa ili dodatna metilenska grupa u ligandab@la 3) [9].
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Tabela 3. 1G, (uM) vrednosti za kompleksas-[Pt(edda)C], trans[Pt(eddp)CJ], trans[Pt(eddp)Bg] i
cisplatinu, na tumorskim humanim jajnifalijama.

Celijska linija trans- trans- cis[Pt(edda)Cl,] cisplatina
[Pt(eddp)Cly] [Pt(eddp)Br,]
A2780 92,6 £ 12,0 30,3%+7,5 8,2 0,20 + 0,05
A2780cisR 277,0+ 24,0 90,0 + 14,0 >25 3,5+0,6

Kao Sto se wena ovimcelijskim linijama vidi i promena halogenido ligareadonekle

utice na promenu aktivnosti ovih kompleksa. Aktivhodde-platina(lVV) kompleksa sa

hlorido, bromido i jodido ligandima redom opadatakaie je i zn&ajno loSija od

aktivnosti cisplatine. Ovaj trend mhe sintetisanim kompleksima je icekivan s

obzirom na to da je hlorido ligand lakSe odlaZzeyand od bromido liganda. Time se

kod hlorido-Pt(IV) kompleksa postize brza i lakédukcija uceliji [51].

Znxajno poveéana aktivnost ovih kompleksa dobija se esterifjkaci edda ili eddp.

Ovime se smanjuje helatni efekat liganda u komplek#i se povéava njegova

lipofilnost i ostavlja mogénost da se pretpostavljienom redukcijom platina(lV)

kompleksa u tumorskdagliji dobije aktivha diaminska platina(ll) vrstajlkdi se vezala

za DNK.

In vitro testovi natelijskoj liniji humanog alveolarnog adenokarcinom&49, celijskoj

liniji humanog melanoma 518A2 delijskoj liniji humanih germinativnih tumorskih

¢elija testisa, 1411HP i H12.1, pokazali su da smdeksi platine(lV) sa metil, etiln-

propil estrima edda aktivni, ali ne i aktivniji @splatine. Takde je u@en trend porasta

aktivnosti sa powaanjem duzine alkil niza u estarskom delu ligandab@la 4) [7].

Tabela 4. 1G, (uM) vrednosti kompleksa platine(IV) sa estrima eddaazniméelijskim linijama [7].

Celijska linija
A549 518A2 1411HP
kompleks
[Pt(Meedda)Cly] 85,88 + 17,55 74,09 + 12,67 62,35+ 7,77
[Pt(Etedda)Cly] 65,75+ 6,91 64,34 £ 5,15 35,18 + 12,38
[Pt(Proedda)Cly] 60,17 £ 4,15 60,22 + 9,69 39,87 + 12,06
Cisplatina 1,50 1,60 2,70

U seriji kompleksa platine(lV) sa estrima eddp-geyi gintetisani san-butil i n-pentil

estrima, pokazali su dobru aktivnost predsijama HelLa i K562 (ali ne bolju od
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cisplatine), dok su prema humanim PBMtlijama pokazali v&u aktivnost od
cisplatine. U ovim eksperimentima prvi put je pokos da se objasni i mehanizam
¢elijske smrti ispitivanihcelija. Utvideno je da se radi o apoptozi, $® se i kasnije
pokazati kao nag&i put smrti tumorskiltelija pod dejstvom kompleksa platine(lV) i

platine(ll) sa ligandima ovog tipa (Slika 17) [58].

Slika 17. He-L&kelije nakon 24¢asovnog tretmana ragiim kompleksima platine, obojene etidijum-
bromidom i akridin-narandZastom bojom: cisplatiap (Pt(dbeddp)G] (b), [Pt(dveddp)Cl, (c).
Uocava se promena morfologifelija sa kondenzacijom i/ili fragmentacijom jed&sS].

Ispitujwéi dalje uticaj platina(lV) kompleksa néelijsku liniju melanoma misa, B16,
pokazano je da ovaj kompleks deluje ¢ajao brze od cisplatine, izazivgju
istovremeno i nekratnu i apoptotinu c¢elijsku smrt. Ono Sto posebno priglagaznju
jesu urdeni in vivo eksperimenttiji rezultati pokazuju da je ovaj kompleks efikgsni
od cisplatine i ne izaziva o$tnje bubrega, Sto je almvaji faktor u daljimin vivo
istrazivanjima.

Kompleksi platine(IV) sa izobutil i izopentil estra eddp, pokazali su se jako aktivnim
na HelLa i K562c¢elijskim linijama. Dobijeni rezultati pokazuju veamiske G
vrednosti (2,63 i 1,76uM) i apoptozu kao tip smrti ispitivaniléelija [54]. Ovi
kompleksi, kao i novosintetisani kompleks sa cikdofl estrom eddp, indukuju
kaspazno-zavisnu apoptozu ¢eau autofagijom kod cisplatina-rezistentriglijskih
linija humanog karcinoma debelog creva (HCT116).[59

Poslednjih godina sintetisano je nekoliko komplefisdine(lV) sa ligandima edda tipa:
n-alkil estri N,N-metilen-S,3-etilendiaminN,N-di-2-(3-cikloheksil)propanske
kiseline. Aktivnost ovih kompleksa ispitivana je $st tipova tumorskiéelijskih linija

I dobijeni rezultati pokazuju da ovi kompleksi imapolju citotoksénu aktivnost od
cisplatine. Eksperimentalni podaci pokazuju da kempleksi izazivaju kaspazama

indukovanu apoptozu (Slika 18, Tabela 5) [16].
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Cl. ¢!

~ _ ’CI
cl---ht
N
N
COOR

COOR

R = Me, Et, n-Pro, Bu

Slika 18. Kompleksi platine(IV) sa-alkil estrimaN,N-metilen-S,3-etilendiaminN,N-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline.

Tabela 5. 1G, (uM) vrednosti kompleksa platine(lV) sa estrildg\-metilen-S, 3-etilendiaminN,N"-di-
2-(3-cikloheksil)propanske kiseline na razrdatijskim linijama [14].

cisplatina C1 c2 C3 C4
PC3 12,5 8,1 6,2 5,4 51
U251 20 17,5 2,9 12,5 11,8
A375 45 9,1 7,2 5,7 6,2
B16 94,3 21,3 13,8 9,1 10,2
HCT1 16 >120 8,8 4,1 6,3 5,9
CT26CL25 120 11,3 5,2 6,3 6,3

Osim sinteze platina(lVV) kompleksa ovog tipa sistati su i kompleksi platine(ll).

Sintetiki put ovih kompleksa podrazumeva dva meguog&ina:

1) direktnu sintezu polazeod kalijum-tetrahloridoplatinata(ll) i odgovar&gi kiseline

ili estra (Sema 7)

HOOC™ N
H

H
~y~_N._COOH

K, [PtX, |

LiOH

X=Cl-, Br-

N
-

Pt/x
\X

Sema 7. Reakciona $ema direktne sinteze kompéida Pt(11).
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ili
2) redukciju odgovarajih platina(lV) kompleksa. Pogodni reagensi za rejuksu ili
askorbinska kiselina ili hidrazin-dihidrohlorid (8a 9).

X
N,H4 x 2HCI
N X > N X
e ol
N/ \X - TN
askorbinska N X
X kiselina X=Cl-, Br-

Slika 9. Reakciona Sema sinteze kompleksa edd-Rtflukcijom odgovarajieg edda-Pt(1V)
kompleksa.

Sto se platina(ll) kompleksacé, esterifikacijom edda ili eddp kiseline dobija se
platina(ll) kompleks strukturno skn oksaliplatini. Sve ovo ide u prilog dobrim
rezultatima antitumorske aktivnosti ovih kompleksdporedo sa pojedigaim
ispitivanjima kompleksa platine(ll) sa estrima eddaddp, uporéeni su i rezultati
aktivnosti platina(ll) i analognih platina(lV) korflgksa. @ekivano je, i potuteno, da
su platina(IV) kompleksi aktivniji, 5to je verovatrposledica stabilnijeg i inertnijeg
kompleksa platine(IV) u odnosu na platina(ll) amggld4,53,54,58].

Poslednjih godina u literaturi su opisane i sintezadratno-planarnih jodido kompleksa
platine(ll). Ranije se ovakva izmena halogenidngahada nije uzimala u obzir zbog
pretpostavke da bi jodido kompleks bio inertnijtagginija Pt-l veza od Pt-Cl u
vodenom rastvoru). U prilog tome je i veoma lodute dobijen zacis-[Ptlo(NH3);] u

in vivo animalnom modelu, gde je ovo jedinjenje bilo poipuneaktivho. Ipak je
pokazano da nekransdiamindijodidoplatina(ll) kompleksi imaju bolju aknost od

odgovarajdih cis-diamindihloridoplatina(ll) kompleksa (Slika 19)1p
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|\Pt __NH,CH(CHg), |\F>t __NH(CHg), I _NH,CH;
Pt

N e
I NH,CH(CH3), | \NH(CH3)2 I/ \NHZCH3

H3C);HCH,N | (H3C)2HN I H3CHzN I
(HsC)2HCH N \Pt/ \Pt/

Pt
~ PN
7 SNH,CHCHy), | TSNHCH), | NH,CHs;

Slika 19. Strukture sintetisanih jodido komplefsatine(ll) [61].

Serija sintetisanih diamindijodidoplatina(ll) korefka sa ligandima edda-tipa pokazala
je dobru citotokginu aktivnost prema Heléelijskim linijjama, bolju nego cisplatina i
Sto je joS vaznije \@ afinitet za vezivanje za DNK ovibelija od cisplatine. Ligandi
upotrebljeni u ovim kompleksima sualkil estri S,3-propilendiaminN,N-di-2-amino-
(3-cikloheksil)propanske kiseline (Slika 20) [62].

R = izoamil, izopropil, n-propil

Slika 20.n-alkil estri (S,S-propilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske kiselif@2].

Nedostatak ovih kompleksa je njihova slaba rasivodt, koja se moze poboljSati
zamenom halogenido liganada nekim drugim, npr.dsibato ili nitro grupom. Sinteza
ovih kompleksa zasniva se na izmeni halogenidaniga dodatkom srebro-nitrata ili
srebro-acetata. U toku reakcije talozi se srebfogemid, koji se n@e&e odstranjuje
caienjem kroz celit, a acetato ili nitro grupa vezsgeza metalni jon. Ovi kompleksi se
bolje rastvaraju u vodi, to predstavlja prednastskje u pitanju biolodki sistem (Sema
10) [21].
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0
AgOAc, DMF \f
—

e Ospt
L-/ \X L'/ \O
T

AgOAc, aceton )\
X=Cl | 0]

L, L' = amin, NH3

X L

\.

Sema 10. Reakcija zamene halogenido liganda acetatulju poveéanja rastvorljivosti platina(ll)
kompleksa.

2.4. Tumor i poznati mehanizmicelijske smrti

Tumorskecelije predstavljaju genetski modifikovadelije, koje su usled ovih promena
onemogudene da se dalje pravilno razvijaju. Tumor, premdindgi Svetske
zdravstvene organizacije, predstavlja ,nekontrolisast i razvojcelija“. Danas se
smatra da je za 13% smrtnih &jeva zasluzna neka vrsta tumora. Smatra se dal
2030. godine biti oko 21,4 miliona shjeva dijagnostikovanih tumora godisSnje. Do 40-
ih godina dvadesetog veka primenjivane su radiptgraoperativno uklanjanje tumora,
a od tada i hemioterapija. Dva osnovna problema &ejjavljaju kod hemioterapije jesu
nedovoljna selektivnost hemoterapeutika 1 rezisiesit organizma prema
hemoterapeuticima (udena ili stéena). Selektivnost hemoterapeutika odnosi se na to
da bi on trebalo da deluje na ciljnu tumorsialiju i pri tome da ne oSteje zdrave
¢elije. Ovo je teSko posii, pa je to upravo jedan od glavnih razloga Stmjadali broj
sintetisanih jedinjenja zapravodel u klinicku upotrebu [2,3].

U cilju pronalazenja Sto efikasnijeg hemoterapeytibotrebno je upoznati se sa
moguwim tipovima celijske smrti. Dva najzastupljenija tigelijske smrti su nekroza i
apoptoza.

Kod oba tipacelijske smrti dolazi najpre do formiranja isgepjacelijske membrane.
Celijska membrana nekrétie éelije ima sve vide ovih ispdpnja i na kraju puca a sav
¢elijski sadrzaj (organele) se osldbau vamelijski prostor,cime organele gube svoju
funkciju i celija prestaje da postoji, a usled izlivanja untgljskog sadrzaja u
varcelijski prostor pokrée se zapaljenska reakcija koja moze dovesti docerdje

okolnih celija. Apoptozu karakteriSe grupisanje organeladgi® jedra i DNK, i
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grupisanje njihovih delova u nastala ispepja nacelijskoj membrani. Zatim séelija
deli na veliki broj manjih apoptatih telaSaca. Okolnéelije ili makrofage ,gutaju®
nastala telasca i tako ih uniStavaju, a zapaljens#lcija izostaje. Ovo je na nekidima
.fecikliranje* celijskog sadrZzaja u tkivima. Apoptoza se deSava pditajem
unutacelijske aktivacije, tj. ako viSe nije potrebtalija u tkivu postoje unutaelijski
mehanizmi koji pokréu njenu smrt. Kod nekroze to nije &hj vet je to slkajan

proces. Zato se apoptoza joS naziva i programifalijgka smrt (Slika 21).

pupljenje celijske membrane; .. .
izmene u struktari jedra [ ] e - .« ﬂwmm&
uvetanje mehurastih strukinra ,.. “-'-.‘ ;- \ <\ podetak fragmentacije o

i smdrZe T N : Lo DRE. jedra,
koje ne organele e ) ‘r' mﬂm I'K,uv:un:!e -

'\ | s I S i bt w Ko

Rt GOl e, .3 (*e) '. mehuraste strukture se odvajaju od
oslobadsnje nnutaréelijskog 8 o ~E_e/ "-‘;'.- o, ST 5 k2o apop
sadrZajs; organele vife nisu | . - ) ‘...l' h-“-mlﬂ!ilmogllndxi‘ﬁ
fankcionaine — e ‘i »2>/ foskcionalne organele

NEKROZA  APOPTOZA

Slika 21. Putevi apoptoze i nekroze, promenéatifi u toku ovih procesa [65].

Nekroza nastaje pod uticajem spoljasnjih ili unnfdn faktora koji uzrokuju ishemiju
(drasttan gubitak kiseonika, glukoze ili hranljivin majaru ¢eliji). Poznati molekuli
¢ije poveanje koncentracije eliji izaziva nekrozu jesu azot(ll)-oksid i reakie
kiseontne vrste, ROS. Apoptoza se deSava pod uticajemaklasky procesa aktivacije
enzima koji su odgovorni za otfinjanje i izvrSenje programiranéelijske smrti -
prokaspaza. Prokaspaze se sintetiSu kao neakévaidjviraju se hidrolizom peptidnog
fragmenta, i dobija se aktivirani oblik prokaspazkaspaza i predstavlja protein sa

cisteinom u aktivnom mestu. Kaspaze dalje aktividiuge kaspaze i tako redom. Ovaj
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lancani proces dovodi do aktivacije enzima endonuklekag seku lance DNK i

uzrokujucelijsku smrt [63-66].

2.5. Cilj rada

Cilj ove doktorske disertacije bio je:

1.

Sinteza novih liganada edda-tipa i njima odgovaihjkompleksa platine(ll) i
platine(IV).

Karakterizacija ovih jedinjenja standardnim spegtiapskim metodama:
infracrvenom  spektroskopijom, NMR  spektroskopijom masenom

spektrometrijom.

3. Pretpostavljenu molekulsku formulu potvrditi elertednom analizom.

4. MM i DFT proratunima pokazati koji je favorizovan geometrijskimzer platina

(IV) kompleksa.

Ispitati in vitro antitumorsku aktivnost sintetisanih jedinjenja. ddnosu na
veliki broj analoga, struktura ovih jedinjenja jgomenjena tako da budu
lipofilnija i voluminoznija od svojih analoga, Sta za posledicu imalo bolju

citotokstnu aktivnost.
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Sinteze liganada i odgovarajih kompleksa platine(ll) i platine(lV)
3.1.1. 6,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanska kiselina
dihidrohlorid (L1)

Rastvoru natrijum-hidroksida (1,92 g (0,048 moll®00 cni vode) dodato je 5,00 g
(0,024 mol)S-2-amino-3-cikloheksilpropanske kiseline hidrohdtarii meSano pola sata
na sobnoj temperaturi. Ovako pripremljena reakcisraeSa zagrevana je do
temperature kljganja, na oko 105 °C i dodato je 2,26 g (1,04)ciy2-dibrometana.
Reakciona smesa refluktovana je 3 h.

Nakon toga rastvor se ohladi do sobne tempergbuoeedi i ispira rastvorom HCIZ®
(1:2).

Nastali beli talogS,SetilendiaminN,N*-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske kiseline,

je proceien na vakuumu i ostavljen da se susi.

3.1.2.0,0-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (L2 - L5)

Svi estri dobijeni su na sleden&in, koristeti odgovarajidi alkohol:

U balon od 100 cr) opremljen kondenzatorom sa kalcijum-hloridnomicsipano je
20,00 cn odgovarajdeg hladnog, apsolutnog alkohola. Uz deaje na ledenom
kupatilu, ukapavano je 3,00 éntionil-hlorida. Nakon toga dodato je 1,20 S
etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske kiseline (2,7@mol). Ovako
pripremljena reakciona smeSa je meSana, udehja, joS sat vremena. Nakon toga
smesSa je zagrevana i refluktovana narednih 16-23obijeni rastvor procgien je joS
dok je vr, da se odstrani viSak polazne kiseline.ddlgem filtrata, nastaje beli talog

Zeljenog estra. Talog je pratan i ostavljen da se susi.

3.1.3. Dihalogenido(§,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoato)
platina(lV) kompleksi (K1, K1)

Rastvoreno je 0,20 g (0,41 mmol) kalijum-heksahefidoplatinata(lV) u 15,00 cin

vode. U to je dodato 0,18 g (0,41 mmo§,3-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-

cikloheksil)propanske kiseline dihidrohlorida i peszija je meSana uz zagrevanje
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(temperatura kupatila je oko 80 °C). U toku zagniva mesanja dodato je 15,00 tm
rastvora LiOH (c= 0,195 mol/d# u porcijama od po 0,50 ¢mma svakih 15 min.

Zuto-narandZasti talog kompleksa je pieena vakuumu i ostavljen da se susi.

3.1.4. Tetrahlorido(O,O-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(lV) kompleksi (K2 — K5)

Rastvoreno je 0,20 g (0,41 mmol) kalijum-heksallopiatinata(lV) u 15,00 civode.

U to je dodato 0,41 mmol odgovarégg liganda (estra) i suspenzija je meSana uz
zagrevanje (temperatura kupatila je oko 80 °C)okui zagrevanja i meSanja dodato je
15,00 cnf rastvora LiOH (c= 0,195 mol/df) u porcijama od po 0,50 ¢ima svakih 15
min.

Zuto-narandZasti talog kompleksa je prierena vakuumu i ostavljen da se susi.

3.1.5. Dihlorido(O,O"-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleksi (K2a, K3a)

Rastvoreno je 0,10 g (0,24 mmol) kalijum-tetratdoplatinata(ll) u 10,00 civode.
Suspenzija ekvivalentne kdiie odgovarajéeg estra, 0,24 mmol, u 5,00 tmetanola,
pomesana je sa 5,00 1,096 mol/dm rastvorom litijum-hidroksida. Dobijeni bistar
rastvor pomesan je sa rastvorom kalijum-tetrahtpiatinata(ll) i ostavljen da se meSa
preko n@i na sobnoj temperaturi.

Dobijen je talog zute boje, koji je praten i ostavljen da se susi.

3.1.6. Dijodido(©O,O-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleksi (K2b — K4b)

Rastvoru 0,10 g (0,24 mmol) kalijum-tetrahloriddjsiata(ll) u 5,00 crivode, dodat je
rastvor 0,20 g (1,20 mmol) kalijum-jodida u 5,00°crade. Dobijeni rastvor ostavljen
je da se meSa deset minuta. Boja rastvora se menmgko crvene boje kalijum-
tetrahloridoplatinata(ll) u mrku boju kalijum-tefodidoplatinata(ll). Suspenziji 0,24
mmol odgovarajéeg estra u 5,00 chnmetanola, dodato je 0,0115 g (0,48 mmol)
¢vrstog litjum-hidroksida, i sve to je meSano naadvuenom kupatilu. Dobijeni bistar

rastvor dodavan je u porcijama od po 0,50 *crmn rastvor kalijum-
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tetrajodidoplatinata(ll). U toku dodavanja rastvastra formira se Zuti talog. Nakon
dodate celokupne kdlne rastvora estra, reakciona smesSa ostavljena gednesa jos
pola sata. Talog je proden i ostavljen da se suSi. Dobijeni kompleksi plail)

prekristalisani su iz acetona.

3.2. Karakterizacija sintetisanih jedinjenja
3.2.1. §,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanska kiselina
dihidrohlorid (L1)

Dobijena je supstanca bele boje u prinosu od 1,84 $2%. Ta&ka topljenja: 200 °C.
Elementalna analiza gH3sO4N.Cl, - 1,5H0: izr&unato/ndgeno: N — 5,98 / 5,93; C —
51,28 / 51,34, H — 8,74 / 8,24 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO)= 0,91 (m,
C5,6, 4H), 1,15 (m, C6,7, 8H), 1,15 (m, HE&Cy, 4H; C4 2H; C5 4H), 3,78 (s, —
NHo—CH,CH>—NH>—, 4H), 3,80 ppm (m, —OOC+G-NH,, 2H). **C NMR spektar (50
MHz, [D6]DMSO): 6= 25,7 (C6), 25,8 (C4), 31,9 (C7), 32,9 (C5), 3% 3), 50,3 (C8),
62,5 (C2), 171,8 ppm (C1). Infracrveni spektar (ATR = 2900-2500, 1717, 1446,
1204, 888 cnl. Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): 367,@B,42%) [M—
2HCI+H]"

3.2.2.0,0dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (L2 — L5)

0,0-dimetil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid — L2

Dobijena je supstanca bele boje u prinosu od 0,68 §0%. Taka topljenja: 204 °C.
Elementalna analiza@14004N2Cl, - 0,5H0: Izratunato/ndeno: N — 5,85 / 5,89; C —
55,22 / 55,14; H — 9,06 / 8,644 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,88 (m, C7,
4H), 1,16 (m, C5,6 8H), 1,70 (m, ®—Cy, 4H; C4,2H; C5,4H; C6, 4H), 3,41 (s, —
NH,—CH,CH,-NH,—, 4H), 3,78 (m, €3;-00C-, 6H), 4,15 (m, —OOCH+G-NH_—,
2H), 10,00 ppm (m, N,*, 4H). *C NMR spektar (50 MHz, [D6]DMSO): 25,T{),
26,0 C6), 32,0 C5), 33,2 C4), 36,9 C3), 42,0 (—QCH3), 53,3 €8), 57,5 C2), 170,2
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ppm C1). Infracrveni spektar (ATR)V = 2900-2500, 1739, 1491, 1224, 802tm
Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): [M—2HCI+H97,31 (35,71).

0,0dietil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid — L3

Dobijena je bela supstanca u prinosu od 0,97 ¢ 2(j00%. Taka topljenja: 208 °C.
Elementalna analiza@4604N2Cl, - 0,5H0: Izratunato/ndeno: N — 5,51 / 5,50; C —
56,70 / 56,40; H — 9,36 / 8,924 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,89 (m, C7
4H), 1,26 (m, C5, 58H; CH3;CH,00C-, 6H), 1,72 (m, B—Cy; C4,2H; C6, 6, 4H),
3,46 (m, —NH-CH,CH,-NH,-, 4H), 4,25 (m, —OOCH&-NH,—, 2H; CH-CH
OOC-—, 4H), 10,09 ppm (m,H%", 4H). **C NMR spektar (50 MHz, [D6]DMSO): 14,1
(CHsCH,O0C-), 25,6 €7), 25,6 C4), 31,8 C6), 33,4 C5), 36,9 C3), 57,3 C8), 62,3
(C2; CHsCH,00C-), 169,3 ppm{1l). Infracrveni spektar (ATR)V = 2900-2500,
1739, 1450, 1215, 802 émMaseni spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): [M—2HEI}
425 (45,00).

0,0"-di-n-propil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid — L4

Dobijena je bela supstanca u prinosu od 0,76 3888, Ta&ka topljenja: 216 °C.
Elementalna analizagHs5004N2Cl, - 0,5H0: Izra&unato/ndeno: N — 5,28 / 5,19; C —
58,91 / 58,91; H — 9,60 / 9,884 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,93 (m,
CH3CHy—, 6H;C7, 4H), 1,16 (m, C54H), 1,43 (m, CB4H), 1,63 (m, G ,—Cy; C4 2H;
C5,6, 8H; CHCH—, 4H), 3,58 (m, -8,-00C—, 4H), 4,16 (s, -OOCH=NH,—, 2H),
4,16 (m, —NH-CH,CH>—NH>—, 4H), 9,78 ppm (m, N,*, 4H). *C NMR spektar (50
MHz, [D6]DMSO): 10,5 CH;CH,CH,00C-), 21,6 (CHCH,CH,00C-), 26,0 C6),
26,0 C4), 32,0 C7), 33,5 C5), 37,0 €3), 57,5 €8; C2), 67,7 (CHCH,CH,00C-),
169,9 ppm C1). Infracrveni spektar (ATR)V = 2900-2500, 1735, 1451, 1215, 829 cm
! Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): [M—2HEI}¥ 453,27 (82,40).
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0,0-di-n-butil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid — L5

Dobijena je bela supstanca u prinosu od 0,77 4,334, Ta&ka tpljenja: 218 °C.
Elementalna analiza gHs404N2Cl; - 0,5H0: Izratunato/ndeno: N — 4,98 / 4,88; C —
59,77 / 59,50; H — 9,85 / 9,484 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,91 (m,
CH3CH,—, 6H;C7, 4H), 1,16 (m, CHCH,—, 4H), 1,38 (m, C5,8H), 1,62 (m, —-El—~
Cy, 4H; Ch1 2H; C5,6 8H, CH;CH,CH,CH,—, 4H), 3,50 (m, -8,-00C-, 4H), 4,20
(m, —OOC-®{-NH,, 2H; —NH—CH,CH>—NH>—, 4H), 9,85 ppm (m, N,", 4H).
CNMR spektar (50 MHz, [D6]DMSO): 13,7 CHsCH,CH,CH,OOC-), 18,8
(CH3CH,CH,CH,O00C-), 25,6 C6), 25,8 C4), 30,2 (CHCH,CH,CH,00C-), 32,0
(C7), 33,5 C5), 37,0 C3), 57,6 C8; C2), 65,9 (CHCH,CH,CH,O0C-), 169,9 ppm
(C1). Infracrveni spektar (ATR)V = 2900-2500, 1738, 1451, 1215, 810 trivlaseni
spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): [M—2HCI+H381,41 (62,40).

0,0-diizobutil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid — L6

Dobijena je supstanca bele boje u prinosu od 0,8BJ9%. Taka topljenja: 220 °C.
Elementalna analiza s8Hs4Cl,N,Oy: Izraunato/nd@eno: N — 5,06 / 4,81; C — 60,76 /
60,29; H — 9,76 / 9,87*H NMR spektar (500.26 MHz, TFA 1,19 — 1,27 (m,
(CH3),CHCH,—, 12H;C5, 4H), 1,38 — 1,52 (m, C6, 4H; C7, 2H), 1,77 (m, Q#l),
1,88 — 2,05 (m, C5,6, 8H; C7, 2H), 2,19 (m, C3, 4id; (CH),CHCH,—, 2H), 4,12 i
4,18 (-NH—CH,CH,—NHz—-, 4H), 4,32 i 4,37 (m, 48,00C-, 4H), 4,53 ppm (t, —
OOCCHNH,, 2H). ®*CNMR spektar (125.79 MHz, TFAH 19,58 (CHs),CHCH,-),
27,51 i 27,63 €7, C6), 29,71 ((CH),CHCH,), 35,0 C4), 36,37 C5), 39,69 (C3),
46,66 (—-NH—CH,CH>-NH>-), 62,81 (-OOCHNH,-), 77,25 (€H,00C-), 172,92
ppm (C1). Infracrveni spektar (ATRY = 2928,8, 2844,6, 2592,0, 2592,9, 24154,
2356,4, 2216,6, 1742,7, 1540,6, 1471,9, 1219,40,2181066,5, 999,1, 807,1 &m
Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): [M—2HCI+HI81,40 (26,83).
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0,0'-diizopentil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid — L7

Dobijena je supstanca bele boje u prinosu od 0,88 §4%. Téka topljenja: 224 °C.
Elementalna analiza sgHssCIoN2O,: Izracunato/ndeno: N — 4,82 / 4,79, C — 61,94 /
61,54, H — 10,05 / 10,21H NMR spektar (500,26 MHz, TFA 1,16 — 1,28 (m,
(CH3),CHCH,CH,—, 12H;C5, 4H, (CH;),CHCH,CH,—, 2H), 1,39 — 1,50 (m, C6, 4H;
C7, 2H), 1,76 — 2,05 (m, C4, 2H, C5, C6, 8H, C7, REH3),CHCH,CH,—, 4H), 2,18
(m, C3, 4H), 4,14 i 4,19 (m, —NHCH>CH>NH,—, 4H), 4,53 i 4,58 (m, 4€,00C-,
4H), 4,67 ppm (m, —-OOCENH,—, 2H). *CNMR spektar (125.79 MHz, TFA)
11,76 i 17,02 €H3).CHCH,CH,-), 22,92 ((CH),CHCH,CH,-), 27,24 i 27,56 ¢7,
C6), 35,0 C4), 36,30 (C5), 38,83 (C3), 46,63 (—NH-CH,CH,—NH,-), 62,84 (-
OOQCCHNH,-), 70,00 (€H,00C-), 172,84 ppmdl). Infracrveni spektar (ATR)V =
2962,4, 2928,2, 2849,9, 2704,9, 2611,6, 2528,5,02472408,6, 2220,1, 1746,4,
1539,9, 1481,4, 1455,5, 1320,5, 1259,4, 1211,36,6171072,7, 998,1, 947,7, 805,0
cm’. Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): m/z (%): [M—2HE} 509,43 (27,03 %).

3.2.3. Dihalogenido(§,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanato)platina(lV) kompleksi

Dihlorido(( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanato)platina(lV)
kompleks — K1

Dobijena je supstanca Zuto-narandzaste boje u sarirad 0,12 g, 47,32%. Jka
topljenja: 256 °C. Elementalna analizgldzsO4N,Cl,Pt: izra&unato/ndeno: N — 4,43 /
4,90; C — 37,98 /37,72; H— 5,42 / 5,84.NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO0): 0,91
(m, C5,6, 4H), 1,15 (m, C6,7, 8H), 1,65 (m,H&Cy; C4 2H; C5 4H), 3,40 (m, —
NH—CH,CH,—NH—, 4H), 3,44 ppm (m, —OOCH=NH-, 2H). *C NMR spektar
(50MHz, [D6]DMSO): 22,0 (C6), 25,8 (C4), 27,9 (C38R,0 (C5), 33,6 (C3), 57,6 (C8),
66,2 (C2), 170,1 ppm (C1). Infracrveni spektar (ATR = 2900-2500, 1675, 1451,
1204, 841 cri.
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Dibromido((S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanato)
platina(IV) kompleks — K1'

Dobijena je narandZasta supstanca u prinosu od20g0&17,52%. Téka topljenja:
266°C.

Elementalna analiza;@H3404N2BryPt: izr&unato/nd@eno: N — 3,88 / 4,16; C — 33,30 /
33,44; H — 4,75 / 5,13. Infracrveni spektar (ATR)= 3442,1, 2932,9, 2851,1, 1667,
1448,4, 1261,4, 1071,7, 888,1 ¢ntH NMR spektar (200 MHz, DMS@s, & (ppm))
0,89 (8H, m, Gg), 1,17 (8H, m, €7), 1,65 (4H, m, CR-Cy; 2H, m, G; 4H, m, G),
3,42 (4H, m, NB-CH,CH—NH,), 3,46 (2H, m, OOC-CH-N) °C NMR spektar
(50 MHz, DMSO-4g, & (ppm)) 22,0 (@), 25,6 (G), 27,7 (G), 31,6 (G), 33,3 (G), 57,6
(Ce), 66,2 (G), 170,2 (GQ).

3.2.4. Tetrahlorido(O,O-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanato)platina(lV) kompleksi

Tetrahlorido( O,0O-dimetil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(lV) kompleks — K2

Dobijena je supstanca Zuto-narandzaste boje usurirty16 g, 53,70%. Tha topljenja:
266 °C. Elementalna analiza,;H4004N,Cl4Pt: Izr&unato/ndgeno: N — 3,82 / 3,80; C —
36,03 /35,94; H — 5,50 / 5,4%4 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,89 (m, C7
4H), 1,16 (C5,68H), 1,63 (-®—Cy, 4H; C4 2H; C5, 4H; C6, 4H), 3,46 (m, -NH-
CH,CH,—NH-, 4H), 3,68 (s, B3~00C-, 6H), 4,22 (m, —-OOC+G-NH—-, 2H), 9,68
ppm (m, NH, 2H).*C NMR spektar (50 MHz, [D6]DMSO0): 25,66), 25,0 C4), 32,1
(C7), 33,2 C5), 36,7 C3), 41,9 (-CGCHy), 53,2 C8) 57,3 €2), 170,8 ppm C1).
Infracrveni spektar (ATR)V = 2922, 2848, 1737, 1446, 1216, 831 tilaseni spektar
(LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod): m/z (%) [M-Pt@H]* 397,31 (35,7), (negativan
mod): m/z (%): [M-H] 733,14 (28,94)
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Tetrahlorido( O,O-dietil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(lV) kompleks — K3

Dbijena je Zuto-narandzZasta supstanca u prinosQ,b8l g, 45,42%. T&a topljenja:
272 °C. Elementalna analizas84404N.ClsPtH,0: Izracunato/ndeno: N — 3,55 / 3,84;
C - 36,58/ 37,00; H — 6,01 / 6,561 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,92 (m,
C7, 4H), 1,26 (m, C5,68H; CH3CH,OOC-, 6H), 1,63 (m, 48,-Cy; 4H; C4 2H; C5
4H; C6, 4H), 3,73 (s, CHCH,—~OOC—, 4H), 4,15 (m, —-NH4€,CH,-NH-, 4H), 4,15
(m, —OOC—G{-NH—, 2H), 10,09 ppm (m, M, 2H). *C NMR spektar (50 MHz,
[D6]DMSO): 14,2 CH3CH,O0C-), 25,8 €6), 25,8 C4), 32,0 C7), 33,5, 34,6 C5),
37,0 C3), 57,6 C8), 62,4 C2; CH;CH,O0C-), 170,5 ppmQ1). Infracrveni spektar
(ATR): 7 = 2900-2500, 1731, 1445, 1193, 850 claseni spektar (LC/MS, 4000 V):
(pozitivan mod): m/z (%) [M—PtG+H]" 425,34 (25,00), (negativan mod): m/z (%): [M-
H]~ 761,14 (39,47).

Tetrahlorido( O,Odi-n-propil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(lV) kompleks — K4

Dobijena je supstanca zuto-narandzaste boje u sarirom: 0,17 g, 53,58%. dlka
topljenja: 276 °C. Elementalna analizatsOsN.Cl4Pt: Izra&unato/ndeno: N — 3,55 /
3,66; C — 39,55 / 40,04; H — 6,08 / 6,1H. NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO):
0,92 (m, G15CH,—, 6H C7, 4H), 1,16 (m, C54H),1,40 (m, C64H), 1,64 (m, —El—
Cy; C4 2H; C5,6, 8H; CHCH,—, 4H), 3,50 (m, —-8,-00C—, 4H), 4,16 (s, -O0OC-
CH-NH-, 2H), 4,16 (m, —-NH-B,CH,—NH-, 4H), 9,78 ppm (m, N, 2H). *C NMR
spektar (50MHz, [D6]DMSO0): 10,6 H;CH,CH,O00C-), 21,51 (CkCH,CH,00C-),
25,68 (C6), 25,88 C4), 31,8 C7), 33,2 C5), 34,44, 37,2@3), 57,4 C8, C2), 67,6
(CHsCH,CH,O0C-), 170,7 ppm{l). Infracrveni spektar (ATR). = 2900-2500,
1733, 1448, 1215, 846 émMaseni spektar (LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod)/z
(%) [M—PtCl+H] " 453,7 (35,00), (negativan mod): m/z (%): 789,1B%0) [M-HJ .
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Tetrahlorido( O,0O-di-n-butil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(lV) kompleks — K5

Dobijena je Zuto-narandzZasta supstanca u prinosi,2itig, 65,02%. K&ka topljenja:
282 °C. Elementalna analizagBs,04N.Cl4Pt: 1zr&unato/ndeno: N — 3,43 / 3,48; C —
41,13 / 41,26; H — 6,36 / 6,584 NMR spektar (200 MHz, [D6]DMSO): 0,91 (m,
CH3CH_,-, 6H; C7, 4H), 1,16 (m, CHCH_—, 4H), 1,38 (m, C5,6, 8H), 1,65 (mHG-
Ch, 4H; C4, 2H; C5,6, 8H; G&€H,CH,CH,—, 4H), 3,50 (m, -8,-00C-), 4,19 (m,
OOC-MH-NH-, 2H; -NH-®,CH,-NH-, 4H; —-OOC-El-NH—, 2H), 9,56 ppm (m,
NH, 2H). '°C NMR spektar (50MHz, [D6]DMSO): 13,7CH;CH,CH,CH,O0C-),
18,9 (CHCH,CH,CH,00C-), 25,7 €6), 25,9 C4), 30,1 (CHCH,CH,CH,00C-),
31,9 C7), 33,2 C5), 36,8 C3), 57,4 C8, C2), 65,9 (CHCH,CH,CH,00C-), 169,8
ppm C1). Infracrveni spektar (ATRY. = 2900, 1737, 1448, 1215, 841 tnMaseni
spektar (LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod): m/z (%3441 (39,50) [M—PtGH#H]",
(negativan mod): m/z (%): [M-H817,23 (26,21), [M+HCOQ]853,20 (25,20).

3.2.5. Dihlorido(O,O"-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleksi

Dihlorido( O,0O"-dimetil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleks — K2a

Dobijena je Zuta supstanca u prinosu od 0,055¢513%4, Ta&ka topljenja: 184 °C.
Elementalna analiza @H4004N,Cl,Pt: Izra&unato/ndeno: N — 4,23 / 4,20; C — 39,88 /
39,49; H — 6,04 / 6,31'*H NMR spektar (500 MHz, [D6]DMSO): 0,80 (m, C8H),
1,20 (m, C74H), 1,40 (m, C42H), 1,60 (m, Gi—Cy, 4H), 1,80 (m, C64H), 2,20 —
2,40 (m, -NH-CH,CH»~NH,—, 4H), 3,60 — 3,90 (m, i€~ O0C-, 6H), 4,35 i 3,20 (m,
—O0C--NHx—, 2H), 6,30 — 7,80 ppm (m,HN 4H). *C NMR spektar (50 MHz,
[D6]DMSO): 25,47 C7), 26,04 C6), 33,70 C5), 34,40 C4), 35,78 (C3), 46,58 (C8),
51,24 i 52,24 (—QHj), 58,91 (C2), 170,25 ppm C1). Infracrveni spektar
(ATR):V (cmit)= 2928,0, 2852,7, 1744,5, 1651, 1447,5, 1219,0,B5Maseni spektar
(LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod): m/z (%): [M+NA" 679.23 (3.09).
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Dihlorido( O,0O-dietil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleks — K3a

Dobijena je Zuta supstanca u prinosu od 0,086 ¢9384. T&ka topljenja: 168 °C.
Elementalna analiza @1440,N,CI,PtH,0: Izrafunato/ndeno: N — 4,00 / 4,22; C —
41,20 / 40,92; H — 6,44 / 6,2"H NMR spektar (500 MHz, [D6]DMSO): 0,80 — 1,80
(m, C5,6,8H; -CH,—Cy; 4H; C4 2H), 1,20 i 1,80 (m, C7, 4H), 1,22 {gCH,OOC-,
6H); 2,60 — 3,0 (s, C¥€H,~OOC—, 4H), 4,00 — 4,40 (m, —-NHHGCH,—NH-, 4H; —
OOC-H-NH—, 2H), 6,40 — 7,70 ppm (m,HN 2H). **C NMR spektar (50 MHz,
[D6]DMSO): 14,05 CH3CH,O0C-), 25,77 C7), 30,70 C6), 32,40 C5), 33,40 C4),
34,50 C3), 49,03 C8), 58,96 C2); 61,03 (CHCH,OOC-), 169,74 ppmQl).
Infracrveni spektar (ATR)V = 2928,6, 2852,6, 1740,4, 1651,3, 1446,9, 11986,8
cml,

Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod):zmP6) [M +NH;1" 707,27
(10,57).

3.2.6. Dijodido(O,O-dialkil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleksi

Dijodido(O,O"-dimetil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleks — K2b

Dobijena je Zuta supstanca u prinosu od 0,096 ¢g44%. T&ka topljenja: 172 °C.
Elementalna analiza /&H4004N2l,Pt: Izra&unato/ndeno: N — 3,31 / 3,68; C — 31,24 /
30,90; H — 4,73 / 5,12H NMR spektar (500 MHz, [D6]DMSO): 0,80 — 2,20 (@7,
4H; C5,6, 8H; CH»-Cy, 4H; C4,2H) 2,60 — 3,00 (m, —-NH#CH>CH>—NH>—, 4H), 3,60

— 4,00 (m, G1;—00C—, 6H), 4,20 — 4,80 (m, —OOCHENH,—, 2H), 6,40 — 7,50 ppm
(m, NH, 2H). **C NMR spektar (50 MHz, [D6]DMSO): 25,8Z7), 26,17 C6), 32,20
(C5), 33,07 C4), 33,76 (C3), 46,24 (C8), 51,68 — 53,19G2), 58,24 (—@Hs), 170,08 i
171,38 ppm C1). Infracrveni spektar (ATR). = 2927,3, 2851,6, 1742,9, 1650,4,
1446,1, 1206,9, 847,5 ¢ Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod)!z
(%): [M+NH,4']* 863,11 (4,28).
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Dijodido(O,O"-dietil-(S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleks — K3b

Dobijena je Zuta supstanca u prinosu od 0,104 ¢g082. T&ka topljenja: 164 °C.
Elementalna analiza gH4404N2l,Pt: Izra&unato/ndeno: N — 3,21 / 3,36; C — 33,00 /
33,43; H — 5,04 / 5,08H NMR spektar (500 MHz, [D6]DMSO): 0,90 — 1,26 (m,
C7,5,6,12H; CH3;CH,O0C- 6H) 1,60 — 2,30 (m, +G—Cy; 4H; C4,2H; CHCH—
OO0C-, 4H), 2,77(m, C¥CH,—~OOC—, 4H), 4,00 — 4,50 (m, -NHHGCH ~NH-, 4H; —
OOC-H-NH—, 2H), 6,40 — 7,50 ppm (m,HN 2H). **C NMR spektar (50 MHz,
[D6]DMSO): 14,40 CH3CH,O0C-), 26,15C7), 32,38 (C6), 33,55 (C5), 34,32 C4),
36,46 C3), 48,85 49,03¢8), 53,03 i 51,62 (CKCH,O0C-) 61,43C2), 171,04 ppm
(C1). Infracrveni spektar (ATR)V = 3095,0, 2925,1, 2851,1, 1741,1, 1633,7, 1446,1,
1194,2, 848,0 cth Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): (pozitivan modyiz (%) [M
+NH,417891,14 (4,86).

Dijodido(O,O*di-n-propil-( S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)
propanoato)platina(ll) kompleks - K4b

Dobijena je supstanca zute boje u prinosu od: Ogl B4,11%. Téka topljenja: 152 °C.
Elementalna analiza 8H4504N2l,Pt: Izra&unato/ndeno: N — 3,11 / 3,15; C — 34,63 /
34,80; H — 5,33 / 5,23H NMR spektar (500 MHz, [D6]DMSO): 0,88 — 1,40,(m
CH3CH,-, 6H; C7, 2H, C5,C6,8H), 1,55 — 1,90 (m, C41H; C7, 2H; C5,6, 8H;
CHsCH2—, 4H), 1,90 — 2,15 (H€—Cy, 4H, C4, 1H) 2,60 — 3,00 (m, Hz-OOC-, 4H),
4,00 — 4,80 (m, —-OOCH&-NH-, 2H, -NH-@,CH,~NH—, 4H), 6,50 — 7,50 ppm (m,
NH, 2H)C NMR spektar (50MHz, [D6]DMSO): 10,24CH;CH,CH,00C-), 21,40
(CH3CH,CH,0O0C-), 25,62 ¢7), 31,86 (C6), 33,68 (C5), 33,30 — 34,56¢4), 36,73
(C3), 49,14 (CHCH,CH,0O0C-), 60,28€8), 67.07C2), 170,73 ppm€1). Infracrveni
spektar (ATR)P = 3155,7, 2926,1, 2852,5, 1740,8, 1648,5, 1448,89D, 843,2 cih
Maseni spektar (LC/MS, 4000 V): (pozitivan mod)zn#) [M+NH,;']* 919,17 (11,2).
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3.3. Materijal i metode
3.3.1. Supstance kori&ne u sintezama

Polazni kompleksi K[PtClg] i K,[PtCly] su sintetisani po eopisanim procedurama
[67]. Polazna aminokiselinagS)2-amino-3-cikloheksil-propanska kiselina hidratidio
koris¢ena za sintezu opisanih liganada u ovoj disert&ciplijena je od firme Senn
Chemicals (Dielsdorf, Switzerland). Alkoholi su gestilovani i osuSeni iznad zeolita.
Koris¢eni su komercijalno dostupni rastvéraez daljeg pré&scavanja.

3.3.2. Spektroskopske metode kojima su okarakterisa sintetisana jedinjenja

Infracrvena spektroskopija. Infracrveni spektri uzoraka snimljeni su pofuaureiaja
Nicolet 6700 FT-IR spektrometra korist&TR tehniku snimanja.

NMR spektroskopija. *H i *C NMR spektri, kao fH-*C HSQC korelacioni NMR
spektri snimljeni su koristé Varian Gemini 200 i Bruker Avance Il spektrometa
Uzorci su snimani u deuterisanom dimetilsulfoksidia 200, odnosno 500 MHz
protonski, tj. na 50 MHz ugljenikovi NMR spekiri.

Masena spektrometrija. LC/MS analize su @ene na masenom spektrometru 6210
Time-of-Flight LC-MS system (Agilent Technologied)zorci su u rastvoru u struji
mobilne faze (0,2 % mravlja kiselina u vodi-acetoh& 50:50) protoka 0,2 mL/min u
maseni spektrometar unoSeni pdoAgilent Technologies 1200 Series HPLC
instrumenta (Agilent Technologies, Waldbronn, Gerg)asa binarnom pumpom,
autosamplerom, kolonskim kompartmentom (sa Z&Njom umesto kolone) i DAD
detektorom. Maseni spektri su snimani u pozitivndimmegativhom modu u sleden
uslovima: napon kapilare 4000 V, temperatura g&n°€, protok gasa za suSenje 12
L/min, pritisak nebulajzera 45 psig, napon fragroemtl40 V, opseg masa 100-2500

m/z. Za sakupljanje i obradu podataka kaersje MassHunter Workstation software.
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3.3.3. Odrdlivanje sadrzaja platine u lizatima¢éelija

Sadrzaj platine u lizatiméelija odreien je induktivno kuplovanom plazma ajom
emisionom spektroskopijom, na 214,423 nm i 203,646 koristéi iCAP 6500Duo
ICP instrument (Thermo Scientific, UK).

3.3.4. Elementalna analiza

Elementalna analiza uzoraka deaa je na aparatu Elemental Vario EL |lI

microanalyser.

3.3.5. Molekulsko-mehantki i DFT prora ¢uni

Pror&uni su urdeni poma@u 2007/PC verzije Consistent Force Field (CFF)
konformacionog programa [68]. Komponente polja Kibge opisuju interakcije unutar
ispitivanih kompleksa Wesu ranije objaSnjene i koésne. [69] Téke naelektrisanja
izratunate su kvantno-meh&ki pomaiu Gaussian 03 softvera. Optimizacija energije
uradena je kombinacijom naj¢enajmanji Davidon-Fletcher-Powell i Newton-Raphson
metiodom i izvedena je do energetskog gradijentt0<6 kJ/mak [70].

Geometrijska optimizacija izvedena je pamoGaussian 03 programa [68]. Sve
strukture su optimizovane koééenjem B3LYP funkcija [71-74]. SDD osnovni set za
sve atome je iskowk&n u izr&unavanju [75,76]. Svi sistemi su optimizovani bez
simetrijskih ogranienja. Na kraju odena geometrija okarakterisana je kao pfnae

struktura dobijena analizom konstanti sila nornfakibracija.
3.3.6. Ispitivanja bioloSke aktivnosti sintetisanihjedinjenja na éelijama i éelijskim
linijama in vitro

Ispitivanje bioloSke aktivnosti sintetisanih jedinja uklj&ivalo je:
1. ispitivanje ¢elijskog vijabiliteta na paneldelijskih linija upotrebom MTT i
kristal violet metode, oddévanjem aktivnosti endogene kisele fosfataze i LDH

testom.
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2. analizu parametarateliske smrti i produkcije ROS metodom prate
citometrije

3. ispitivanje koncentracije citokinadelijama primenom enzimskog imunoeseja.

3.3.6.1.Celijske linije

U toku in vitro ispitivanja bioloSke aktivnosti sintetisanih jeginja kori€ene su
sledee celijske linije:

1. Celije humanog glioma U251 i glioma pacova C6, fdakoma misa L929 i
miSjeg melanoma B16- za ispitivanje citotoksnosti liganadalLl — L5 i
sintetisanih platina(IV) kompleksa. L929 i B&6lije kupljene su od European
Collection of Animal Cell Cultures, dok stelije C6 i U251, dobijene od Dr
Pedro Tranque (Universidad de Castilla-La ManchHbaéete, Spain).

2. Celije humanog melanoma A375, karcinoma debelogack#€T116, humanog
karcinoma plda A549, adenokarcinoma dojke MCF7, normalne ¢ipdu
fibroblastnecelije MRC5- za ispitivanje antikancerogene aktivnosti ligahéa
i L7. Celije melanoma miSa (B16) dobijene su iz labor@oprof Sinie
Radulovia Instituta za onkologiju i radiologiju u Beogradiglije humanog
melanoma A375 i karcinoma debelog creva HCT116 alzotatorije prof.
Ferdinando Nicolleti, Odseka za biomedicinske nalaanija, Italija, acelije
humanog karcinoma pta A549, adenokarcinoma dojke MCF7 i normalne
pluéne fibroblastnecelijie MRC5 dobijene su iz ATCC (American tissue and
Cell Culture Collection — Ametka banka kulturgelija i tkiva).

3. Humane c¢elije tumora pléa H460, humanog glioma U251, humane
promijelotske leukendne celije HL60, REH humane Ilimfoblastoidne
leukemine celije — za ispitivanje antikanceriogene aktivnosti sintatis
platina(ll) kompleksaCelije su nabavljene od proizd#asa European Collection
of Animal Cell Cultures (Salisbury, UK).

4. Celije slezine (SPC) i limfnogvora (LNC) C57BL/6 miSeva i Dark Agouti
pacova — za ispitivanje dejstva sintetisanih platina(lV) koeksa na
kompromitovanje funkcijéelija imunskog sistema. Eksperimentalne zivotigje i

¢ijih organa su izolovane ovéelije (C57BL/6 miSevi i Dark Aguti pacovi)
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dobijene su iz Instituta za bioloSka istraZivarfnjSa Stankovi’, Beograd. Svi

eksperimenti su odobreni od strane Komiteta zaularigpotrebu zivotinja.

Tumorskecelijske linije su kultivisane na 37 °C u vlaznomdipgmu sa 5% CQ u
medijumu RPMI 1640 puferovanom HEPES-om (2mM rastdg2-hidroksietil)-1-
piperazinetansufonske kiselinéglijske kulture oboggenim sa 5% teleeg fetalnog
seruma, 2mM L-glutaminom, 10mM natrijum-piruvatorstieptomicinom/penicilnom.
Celije su pripremliene za eksperimente odvajanjem matlloge uokiajenom
procedurom tripsinizacije i inkubirane u mikroti&oj plasi sa 96 bunara (1-1@elija u
jednom bunaru) za ispitivanjeelijskog vijabiliteta, odnosno 24 bunara (5" %@lija u
jednom bunaru) za citometrijske analizéelije su tretirane ligandima i platinskim
kompleksima 24&asa po zasejavanju. Osnovni (Stok) rastvori sytivanih jedinjenja
napravljeni su u dimetilsulfoksidu (DMSO) kao ras®&u, u koncentracijama 50 mM i

éuvani na -20 °C.

Izolacija primarnih ¢elija iz slezine, limfnih ¢évorova i peritonealnih. SPC su
izolovane iz slezine dok su LNC dobijene iz vrathihfnih ¢vorova C57BL/6 miSeva i
Dark Agouti pacova. Organi su meha&aiusitnjeni i homogenizovani, proveni kroz
40uM najlonsku mrezu filtera i kogaa suspenzija sakupljena je centrifugiranjem.
Crvene krvnecelije u suspenzijcelija slezine lizirane su koristepufer za liziranje
eritrocita (RBC Lysisbufer). SPC i LNC su kultivisa u broju od 5-fdml/bunaru u
plocu sa 24-bunara. Peritonealdelije (PC) su dobijene ispiranjem peritonealne
Supljine ledenim PBS-om (fosfatnim puferom). PC1(®ml/bunaru) su zasejane u
plo¢u sa 24-bunara, inkubirane na 37 °C u vlaznoj deniocsa 5% CQ@tokom dva sata

i zatim je supernatanielijske kulture uklonjen, a adherentne makrofageosiale u
kulturi. SPC i LNC su stimulisane sadiml konkanavalina A (ConA), PC pacova sa
10 ng/ml LPS i miSji PC sa 10 ng/ml LPS i 10 ngfetombinantng miSjeg interferona-

v (IFN-y).
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3.3.6.2. Ispitivanjacelijskog vijabiliteta

U svakom eksperimentu ui@ne su dve kontrole: netretiradelije i ¢elije tretirane
DMSO-om, ¢ija finalna koncentracija nikada nije bila é&e od 0,5%. U nekim od
eksperimenata koiigni su inhibitori autofagije, i to bafilomicin, panska pumpa koja
spre&ava fuziju izmdu autofagozima i lizozima, i vortmanin koji blokiautofagiju

inhibirajuci fosfatidilinozitol 3-kinazu.

MTT — princip. MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazalm bromid) je boja
koja se vezuje za mitohondrije i njeno vezivanjeska procenu njihove aktivnosti, a
time indirektno kao mera vijabiliteta. Princip owgetode je da se u mitohondrijama
Zivih ¢elija MTT, delovanjem mitohondrijalnih dehidrogemazredukuje u kristale
formazana koji se zatim rastvaraju u dimetil-suioki (DMSO). Intenzitet dobijene
ljubicaste boje je direktno proporcionalan aktivnosti amdndrija, a to je

proporcionalno broju zivikelija.

Kristal violet. Princip ove metode je da selijski vijabilitet procenjuje merenjem
proteina uéelijama u kulturi kojima je prethodno dodata is@ta supstanca rastvorena
u etanolu (18 mM rastvorielije se tretiraju u Sirokom opsegu koncentradjgtivane
supstance u toku 24 sata a zatim se inkubirajutamoii 10 min na sobnoj temperaturi.
Nakon fiksacijecelija obojene su 1% rastvorom kristal-violet 15 maprane, osusene i
viSak boje uklonjen 33% rastvorom ¢&@tne kiseline. Apsorbancija rastvorene boje

merena je na 540 nm sa referentnom talasnom duzwao®40 nm.

Odredivanje aktivnosti endogene kisele fosfataze.Citotoksicnost kompleksa
odrefivana je kolorimetriiskom metodom zasnovanom na emer aktivnosti
lizozomalnog enzima kisele fosfataze pat vapisanoj proceduri [77]. Ovaj test je
zasnovan na hidrolizp-nitrofenil-fosfata (PNPP) od strane unudtlijskog enzima
kisele fosfataze u Zivindelijama i posledine produkcije Zutog-nitrofenil-hromofora.
Aktivnost kisele fosfataze je merena nakon 24 Hntama. Tumorskecelije su
inkubirane sa raalitim dvostruko opadajim (100 uM - 1,56 uM) koncentracijama
ispitivanih  jedinjenja kao i sa DMSO u kome suanrsgki ligandi i Pt(ll) kompleksi
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rastvarani. Nakon tretmana adherentéehjskih kultura prvo je odstranjen medijum, a
zatim dodato 10QL pufera sa supstratom (10 mM PNPP u 0,1M Na-eepdd=5,5;
sa dodatkom 0,1% Triton-XY elijama u suspenziji je odmah dodato |80 pufera sa
supstratom (15 mM PNPP u 0,3 M Na-acetata, pH=&,8alatkom 0,4% Triton-X).
Reakcija je zaustavljana nakon 2 h inkubacije 8aM Na-hidroksida za adherentne i
¢elijske linije u suspenziji. Apsorbance, koje swuelltno proporcionalne broju zivih
¢elija, su merene na automatskd@itacu za mikrotitarske pke na talasnoj duzini od
405 nm (Sunrise, TECAN, UK). Rezultati su predgeanlu procentima vijabiliteta, tj.
kao odnos apsorbanci tretirar@iélija i netretiranih ¢elija u kontroli (vijabilitet 100%).
ICso vrednosti su izriaunate poméu ratunarskog programa GraphPad Prism 4 for
Windows. One predstavljaju onu koncentraciju isitih jedinjenja koja dovodi do

smanjenja vijabiliteta tumorskitelija za 50% u odnosu na kontrolu.

LDH test. Intaktnost ¢elijske membrane tj. naruSavanje njenog integritkso
pokazateljacelijske smrti po tipu nekroze, utiuje se primenom testa koji meri
aktivnost citosolnog enzima laktat dehidrogenaZ@H).u supernatantéelija u kulturi.
Prilikom naruSavanja integritetgelijske membrane, citosolni enzim LDH dospeva u
varcelijski odeljak, Sto u eksperimentalnim uslovima&gstavlja medijum u kojem se
¢elije nalaze. Princip LDH testa se zasniva na dk&do-redukcije. U prvoj se laktat
oksiduje u piruvat, prtemu se NAD redukuje u NADH + H. U narednoj reakciji
fenzin-metosulfat posreduje u reoksidacii NADH + Hi NAD' pri ¢emu se
tetrazolijum hlorid redukuje u obojeni formazan.téhkost LDH se odréuje tako Sto se
100 pl supernatanta iz svakog tretmana tj. kontialkubira 15 min na sobnoj
temperaturi sa 100 pl substrata za LDH. Za potteb& je neophodno pored kontrole
netretiranihcelija (Zive ¢elije) obezbediti i pozitivhu kontrolu (100 % mrtéelije). Nju

su cinile ¢elije lizirane 3 % nejonskim deterdzentom TritonkHje usled potpunog
naruSavanja integritetéelijske membrane maksimalno osldba citosolnu LDH. Za
pripremu supstrata za LDH koéen je 54 mM L(+) laktat, 0,66 mM tetrazolijum hidyi
0,28 mM fenazin-metosulfat i 1,3 mM NAD+ (sve ody®a-Aldrich, St. Louis, MO),
koji su rastvoreni u 0,2 M Tris-puferu pH 8,2. Agsance su merene na talasnoj duzini
od 570 nm n&itacu za mikrotitar plée (Sunrise; Tecan, Dorset, UK). Rezultati su

predstavljeni u procentima (%) citoto&sosti u odnosu néelije lizirane sa Triton X-
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100 (pozitivha kontrola, 100% mrtvéelije) koja je izrgunata poméu prikazane
formule:

% C =[(E-S)/(M-S)] x 100, gde je:

E — apsorbanca tretiranéelija

S — apsorbanca kontrolnih (netretiranib)ija

M — apsorbanca mrtviéelija dobijenih liziranjem sa Triton X-100

C — citotoksénost (brojcelija sa naruSenim integritetoéelijske membrane)

Rezultati su prikazani kao procenat (%) Zivdtija.

3.3.6.3. Analiza parametaratelijske smrti i produkcije ROS metodom protaéne
citometrije

Analiza ¢elijskog ciklusa odréena je poméu prota@ne citometrijske analize sadrzaja
DNK ¢elijske nakon bojenja propidijum-jodidom, koji ika@tira u dvostruki DNK
heliks i emituje crvenu fluorescencu (FL2 kanaljodenatcelija u razltitim fazama
¢elijskog ciklusa odréen je koristéi BD Cell Quest Pro softver.

Aktivacija kaspaza merena je prowom citometrijom nakon obelezavanialija
¢elijski-propustljivim, pan-kaspaznim inhibitorom moagovanim fluorescentnom
bojom FITC. Intenzitet zelene fluorescencije (Figsrazmeran sveukupnoj kaspaznoj
aktivnosti uceliji.

Unutakelijska produkcija reaktivnih kiseamih vrsta (ROS) odrena je koristé
redoks-senzitivnu boju dihidrorodamin (DHR). DHR dedavancelijskim kulturama
(5uM) na paetku tretmana. Na kraju inkubacigglije su tripsinizovane, oprane u PBS-
u, i porast zelene fluorescencije (FL1) analiziigskao mera produkcije ROS, koriéte
FACS Calibur proténi citometar.

Zastupljenost kiselih autofagolizozoma je atinea proténom citometrijskom analizom
¢elija obojenih pH-zavisnom bojom (akridin-narandaas), koja boji citoplazmatne
autofagolizozome narandzasto-crveno, dok jedreosol, koji su neutralnog pH, ostaju
zeleno obojeni. Dakle, autofagija se detektuje ka&oast u odnosu crveno/zeleno
fluorescencije (FL3/FL1). Nakon inkubactelije su isprane PBS-om i obojene akridin-
narandzastom bojom (M) 15 min na 37 °CCelije su zatim tripsinizovane, oprane i
analizirane FACSCalibur pratoim citometrom, korist@ BD Cell Quest Pro softver.
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3.3.6.4. Ispitivanje koncentracije citokina uéelijama primenom enzimskog
imunoeseja

Koncentracija citokina (miSji/pacovski IL-17 i migjFN-y) u supernatantéelijskog
supstrata odena je ,sendw’ ELISA testom. Princip enzimskog imunoeseja (ELISA
test) je da ,hvataga” (,capture®) antitela kojima je presvena mikrotitarska pka,
reaguju sa citokinom, za koji se potom vezuju iellatjuca antitela konjugovana
biotinom, za koji se velikim afinitetom vezuje gitavidin za koji je vezana peroksidaza
iz rena (HRP). Nakon dodavanja supstrata u tetidaeridin (TMB), razvija se boja
¢iji se intenzitet ¢itava u ¢itacu za mikrotitarske plkie, i koncentracija citokina u
uzorku je proporcionala intenzitetu boje. Uzorci amalizirani u duplikatu za
misji/pacovski IL-17 i miSji IFNy. Rezultati su izréunati kristéi standardne krive
napravljene na osnovu poznatih koncentracija odgguaeg rekombinantnog citokina
[77].

3.3.6.5. Statisttka obrada rezultata

U statisttkoj obradi podataka kokigne su metode deskriptivne i anake statistike.
Za procenu zn@mjnosti razlike nezavisnih uzoraka kdésé je parametarski test,

Studentov test. Vrednost p<0,05 smatrana je stédignatajnom.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Sinteza liganada i kompleksa

Polazna supstanca u sintezi liganada bila je negakra aminokiselings2-amino-3-
cikloheksilpropanska kiselina u obliku hidrohlorid®rvi korak u sintezi bio je
dehidrohlorovanje ove kiseline i njena neutraliacpom@u vodenog rastvora
natrijum-hidroksida. Ovako pripremljena reakciomaeSa zagrevana je do temperature
refluksa a zatim je dodat 1,2-dibrometan (molskaaslaminokiselina:1,2-dibrometana
= 2:1) kako bi doslo do formiranja etilendiaminskogsta izméu dva aminokiselinska
ostatka. Nakon refluksa reakciona smeSa je delma i talog proaten, a viSak
neizreagovane kiseline neutralisan razblazenonowbalonénom kiselinom.

Dobijen je beli proizvodS,SetilendiaminN,N*-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanska
kiselina dihidrohlorid (Sema 11).

o) cr
1) NaOH HO '\i\/\ﬁ OH
cr 2) 1,2-dibrometan, refluks cr 0]

+ OH
HoN

O

Sema 11. Reakciona Sema sintex@{etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske kiseline
dihidrohlorida.

Ovako dobijena kiselina predstavljala je polazapssancu u sintezi estara normalnog i
razgranatog niza. Esterifikacija je izvrSena jednminstandarnih metoda esterifikacije
pomciu tionil-hlorida. Odgovarajti alkohol je preveden u alkil-hlorid poréw tionil-
hlorida, hlaienjem reakcione smeSe u ledenom kupatilu. Reakcemesi je dodata
S,SetilendiaminN,N"-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanska kiselina dirodlorid i
smesa je refluktovana Sesnagastova. Dobijeni rastvor proden je joS dok je vid) da
se odstrani viSak polazne kiseline. ##ajem filtrata, nastaje beli talog estra u obliku

dihidrohlorida. Talog je proden i ostavlen da se susi (Sema
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12).

ROH + SOCI, hladjenje

0 cr
hladjenje 1h
N N
RCl 4+  HO \/\N/ i \/\N
2) refluks 16h

R = Me, Et, n-Pro, n-Bu, iBu, iAm

Sema 12. Reakciona $ema sinteze es&BxétilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske
kiseline.

Polazne supstance u sintezi kompleksa platine(Iplatine(lV) bile su kalijum-
tetrahloridoplatinat(ll) ili kalijum-heksahloridoplinat(1V) i odgovarajti ligandi. Trei
polazni kompleks je sintetisan polézed kalijum-tetrahloridoplatinata(ll) i kalijum-
jodida kada nastaje kompleks kalijum-tetrajodidapk(ll).

Prilikom sinteze kompleksa platine(lV) napravljenge suspenzija kalijjum-
heksahloridoplatinata(lV) i odgovarggyg liganda, dodavan rastvor litjum-hidroksida
kojim je ligandin situ dehidrohlorovan i preveden u oblik pogodan za &maciju za
metalni jon. Reakcija traje oko devéasova i u svim skajevima dobija se Zuto-

narandzasti talog kompleksa.
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Hy
RO N,,\/\
Ccr

a)R=H; X=Cl, Br

cr

N
H

OR + K,[PtXg]

b) R = Me, Et, n-Pro, n-Bu; X =ClI

Sema 13. Reakciona Sema sinteze kompleksa platjrs( S,9-etilendiaminN,N*-di-2-amino-(3-

cikloheksil)propanskom kiselinom i njenimalkil estrima.

U sintezi jodido i hlorido kompleksa platine(lligand je prvo dehidrohlorovan poo

litjum-hidroksida, a zatim dodavan u rastvor kaiij-tetrahloridoplatinata(ll), odnosno

kalijum-tetrajodidoplatinata(ll). MeSanjem rastvara sobnoj temperaturi nastaje Zuti

talog kompleksa (Sema 14).
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o)
Ro
o) N
H2 - H \ Cl
of LiOH, s.t. (H —
KolPtClJ + RO NN OR " Pl

@)
I
N
¥S "HOM ‘HOgHO
o
P
o
O< >
Pyl
\
o
Ooj

Y:
+ Kl (vodeni rastvor)

KolPtl) ———

R= Me, Et, n-Pro

Sema 14. Reakciona $ema sinteze dihlorido i dip@it{ll) kompleksa sa estrim&,§-etilendiamin-

N,N*-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanske kiseline.

Sintetisana jedinjenja okarakterisana su standardspektroskopskim metodama:
infracrvenom spektroskopijom, NMR spektroskopijonmasenom spektrometrijom.
Uradeni su DFT i MM prorauni radi pretpostavljanja najstabilnijin geomekifs

izomera oktaerdaskih platina(lV) kompleksa. S obmi na to da su sintetisana
jedinjenja nova u literaturi, ispitana je i njihowa vitro citotokstna aktivnost na

velikom broju tumorskiltelija.

4.2. Spektroskopija
4.2.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija je metoda kojom se pinfer prisustvo odréenih
funkcionalnih grupa kod molekula. U jedinjenjimaikazanim u ovoj doktorskoj
disertaciji najzné&ajniji su signali koji potiu od vibracije karbonilne grupe kao i
apsorpcije sekundarnog amina u zavisnosti od oblika
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U spektrima svih sintetisanih liganadal — L7, postoje karakteristhe oStre
vibracione trake na oko 2900 ¢mnesto Sire na oko 2500 €mOve trake odgovaraju
standardnim N-H vibracijama kod sekundarnih amirabliku soli (-NH'-). U ovoj
oblasti se nalaze i simetne C—H vibracije. U infracrvenim spektrima komplakis
Pt(Il) i Pt(IV), ove su trake slabijeg intenzitetapored njih javljaju se i Siroke trake na
oko 3400 crit, koje odgovaraju N—H vibracijama sekundarnih an{iHdH-). Slabiji
intenzitet traka na oko 2900 &m pojava novih traka na oko 3400 ¢rukazuje da je
doSlo do koordinacije liganada preko azotovih atomaintetisanim kompleksima
platine(ll) i platine(IV). Karakteristha apsorpciona traka C=0 grupe za alifsiestre
na oko 1730 cf pojavljuje se u infracrvenim spektrima svih ligdaaU kompleksima
K1 i K1' ove su trake pomerene ka nizim vrednostima na of®51cm® usled
koordinacije preko susednog kiseonikovog atomaarbéksilne grupe. U infracrvenim
spektrima ostalih sintetisanih kompleksa nemacangih pomeranja ovih traka Sto
ukazuje na izostanak koordinacije ovog dela mokekliyjanda za metalni jon.
Apsorpcioni maksimumi u spektrima liganada i korkpte u oblasti 1400-1300 ém
odgovaraju C-H valencionim vibracijama alkil grupa ovim molekulima.
Karakteristéne trake za asimetrie C-N vibracije nalaze se na oko 8807tinu
spektrima kompleksa pomerene su ka nizim vrednestisted koordinacije liganada za
metal preko azotovih atoma [78].

Koristeti infracrvene spektre kompleksél i K1', uz DFT proréaune i NMR spektre,
moze se pretpostaviti koji je najstabilniji geonjeki izomer ovih kompleksa. Oblik
apsorpcionih traka karakterigih za karbonilnu grupu je razii kod tri moguéa
izomera.Transizomer ima dve jake trakensym-cigma jednu Siroku dokym-cisima
jednu ostru traku u oblasti 1600 do 1700 ciir9,80]. U infracrvenim spektrima
kompleksaK1l i K1' uatava se jedna ostra traka na 1660*crto ukazuje da je

najverovatnija geometrija ovih komplekspam-cig[81] (Tabela 6).
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Tabela 6. Vrednosti predignih i pravih frekvencija u infracrvenom spektrusya-cisgeometrijski

izomer kompleks&1 i K1'.

sy_m-cispror&“unato ¢ / cnt) Izmerene vrednosti/( cm)

trake nekorigovano korigovano
C-0-O st 1093 1071,71 1071,7
C-O as 1228 1261,42 1261,4
C—N st 1489 1448,42 1448,4
Cc=0 1750 1667,03 1667,0
C-H as 2983 2851,19 2851,1
~NH- st 3010 2923,99 2923,9
~NH- st 3487 3442,22 3442,1

Vkorigovano— Vsnimljen(!(l'o,Ooooooojjyizracunata [82]

4.2.2. NMR spektroskopija
4.2.2.1. NMR spektroskopija liganada

Sintetisani  ligandi su §,3-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanska
kiselina (1) i n-alkil i razgranati estri ove kiselind.2-L7). NMR spektri ligandd.1—
L5 snimljeni su u deuterisanom DMSO-u dokl€ui L7, zbog slabe rastvoljvivosti u
dimetilsulfoksidu, snimani u deuterisanoj triflumtetnoj kiselini. U *H NMR
spektrima sintetisanih jedinjenja d&avamo nekoliko grupa signala. Protoni iz alkil
grupa i cikloheksil grupe daju signale u oblastiGQ80 — 2,25 ppm. Zbog induktivhog
uticaja susednih heteroatoma (N,O) ostali protaju dsignale na: oko 3,60 ppm (-
CH,—OOC-) i na oko 4,20 ppr@2 i C8. U dihidrohloridima liganada javljaju se i
signali na oko 9,70 ppm koji odgovaraju vodonikovatomima iz —NH'— grupe.
Hemijska pomeranja u spektrinh® i L7 su na gotovo istim vrednostima uz izostanak
signala za protone —NH- grupezbog njihove brze izmene sa protonima rastara
(TFA-dy). U °C NMR spektrima liganadal — L7 signali na niZim pomeranjima od
40,00 ppm su signali koji odgovaraju ugljenikovitoraima sa alkil i cikloheksil grupe.

Signali koji odgovaraju ugljenikovim atomin@8, C2,—-CH,—OOC- iC1, nalaze se na
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oko 50, 57-60 i 170 ppm, redom. U spektrima snimilje sa TFA-d rastvarégem
redosled signala je isti ali su pomeranja nesta (@ika 22).

(Chi)n

L2-17 n=1-5 L1

Slika 22. Numeracija liganada, L1-L7.
4.2.2.2. NMR spektroskopija kompleksa platine(ll) iplatine(1V)

Kompleksi K1-K5 i K1' su kompleksi Pt(lV), oktaedarske geometrije u rkajije
odgovarajdi ligand tetradentatnd(l, K1') odnosno bidentatnd@-K5) koordinovan.
Donorski atomi su O i NK1, K1'), odnosno samo NK-K5). U skladu sa ovim,
detektovana hemijska pomeranja neSto su promenjepdnosu na pomeranja kod
slobodnih liganada. UH NMR spektrima kompleks&1 i K1' signali za protone na
ugljenikovim atomimaC2 i C8 pomereni su ka nizim vrednostima, sa 3,78 ppm 4@ 3,
ppm i sa 3,80 ppm na 3,44 ppm redom. Oblik signalavim vrednostima hemijskog
pomeranja moze ukazati na geometriju oktaedarskinpkeksaKl | K1'. Za trans
geometrijski izomer karakterigtia su dva singleta u oblasti od 2,6 do 3,6 ppm,jeok
kod cis geometrijskih izomera ovaj signal u obliku Siroksiggleta [83,84]. UH NMR
spektrima ova dva kompleksa prisutan je upravdkssmglet Sto ukazuje na prisustvo
cis geometrije. Ova se traka pojavljuje kao Sirok&drabog kuplovanja metinskih
protonaC2 atoma i metilenskilC3 atoma. Takde se u spektru kompleksadava i
izostanak signala za proton iz karboksilne grupe®*@ NMR spektru signali koji
odgovarajuC2, odnosnaC8 ugljenikovim atomima pomereni su ka viSim vredimost

U kompleksimaK2-K5 uocena je mala promena u hemijskim pomeranjima zaopsot
na ugljenikovim atomim&2 i C8 u *H spektrima, odnosno HC NMR spektru za iste
uglienikove atome. JednostavaiC NMR spektar ukazuje na veliku simetriju

kompleksa K1 i K1', odnosno verovatnusym-cis geometriju [51]. Teorijska
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izratunavanja pokazuju da bi kompleksmsym-cisgeometrije imao dva signala za
ugljenikov atom karboksilne grupe. U spektrima késkpaK1 i K1' prisutna je jedna
traka Sto dodatno ukazuje da je geometrija ovihfdekRsasym-cig79-82] (Tabela7).

Tabela 7. Preddene i stvarne vrednostiC NMR pomeranja za sva tri geometrijska izomera jeksa.
K1'

¥C NMR nadeno Izra&unato (ppm)
(ppm)

[Pt(L)Bry] | sym-cis uns-cis trans
C1 170,2 180,0 182,2;178,1 177,9
Cc2 66,2 62,1 69,2; 64,8; 62,1
C3 33,3 41,8 42,8; 41,0 38,2
c4 25,6 37,0 41,0; 37,4 35,1
C5 31,6 38,4 ; 33,7(31.05) 38,0; 37,8; 34,3; 34,0 38488 (35.80)
C6 22,0 29,7; 28.8 (29.25) | 30,0; 29,7; 29,5; 28,8 29,0; 28,9 (29,95)
Cc7 27,8 29,2 29,1; 283 29,8
C8 57,6 47,3 52,1; 51,6 51,9

KompleksiK2a, K3a, K2b, K3b i K4b predstavljaju hlorido (a) i jodido (b) platina(ll)
komplekse pretpostavljene kvadratno-planarne gegmeu kojima su ligandi
bidentatno vezani za metalni jon.'d NMR spektru ovih kompleksa s@vamo male
promene ka viSim hemijskim pomeranjima za protoaeC®, C8 i —CH,~OOC-
ugljenikovih atoma. Za prethodno pomenute ugliemkcatome ueene su male
promene i u*C NMR spektrima u smislu pomeranja ka vi§im vredines hemijskih

pomeranja (Tabela 8).
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Tabela 8. Vrednost’C NMR pomeranja liganadal-L7 i njima odgovarajéih kompleksa.

“ednib

|
@)
T
)
O

<

e 1uojoid ‘ednib AD

—J00—HOY

—HN-(AD)FD—D00—

~HN—2HO?HO~HN~

_+ZH N_

HN esya|dwoy poy

L1

L2

L3

L4

L5

L6

L7

0,8-2,25
ppm

3,5-3,70 ppm

4,20 ppm

4,10 — 4,25
ppm

9,78 ppm

K1

K1'

K2

K3

K4

K5

0,90-1,70
ppm

3,50 — 3,70 ppm

4,16 — 4,22
ppm

4,20 ppm

9,50 ppm

K2a

K3a

K2b

K3b

K4b

0,80 -2,20

3,70 ppm

2,70 ppm

4,00 - 4,40
ppm

4,00 -4,40
ppm

3,70 ppm

2,60 -3,00 ppm

4,00 - 4,80
ppm

2,60 - 3,00
ppm

6,50 — 7,50
ppm

4.2.3. Masena spektrometrija

Maseni spektri liganada sadrze [M-2HCI¥Hdn. Osnovni jon u svakom od spektara

liganada potie od fragmentacije liganada i javlja se na vredntist. Maseni spektri

kompleksa platine(IV) snimani su u pozitivnom i aggnom modu. Prilikom snimanja

u pozitivnom modu dobijeni spektri pokazuju priswst [M-PtCL+H]" jona, 3to nije
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dovoljan dokaz da se ligand zaista koordinovao.gZtmma su kompleksi platine(lV)

snimljeni i u negativnom modu. U ovim spektrimanasse vidi [M-H] jon, kao i

odgovarajdi fragmentacioni joni. Osnovni jon se u svim konksiena javlja na

vrednosti 197. Maseni spektri kompleksa platinegi)mani su u pozitivnom modu i

uoceni su odgovarajii molekulski joni [M+NH;]*, slabog intenziteta, kao i osnovni
jon na 133 (Tabele 9, 10, 11, 12).

Tabela 9. Fragmentacioni joni u masenim spektrigentdalLl —L7.

Ligand Osnovni jon | Fragmentacioni jon Fragmentacioni jon | Molekulski
m/z = 157 m/z = 214 m/z = 292 jon

[M-2HCI+H]*

L1 367,02

L2 . 397,31

K ! T fO 425,00

L4 \T\Néwm W | || Ny o] [ 453,27

L5 ]/\O 481,41

L6 481,40

L7 509,43

Tabela 10. Fragmentacioni joni u masenim spektkorapleksaK1 — K5, pozitivan mod snimanja.

~ Osnovni jon Fragmentacioni jon Fragmentacioni jor| Molekulski
é— m/z = 157 m/z = 214 m/z = 292 jon

g . [M-PtCl,+H]*
K1 367,02

K2 1s R § HwNi: H fO " [397,31

K3 +NH,4 H  +NH, HA A 425,00
K4 453,27

K5 481,41
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Tabela 11. Fragmentacioni joni u masenim spektkorapleksaK1 — K5, negativan mod snimanja.

K1 K2 K3 K4 K5
Komplek
- H _
Osnovni jon 5 Ny
H
m/z = 212
F . . B O H 1
ragmentacioni ;f\o N,
jon
m/z = 197
Fragmentacioni
jon [PtCL]*
m/z = 335
Molekulski jon
634 729,14 759,17 785,19 813,2
[M-H]"
[M+HCOO] - - - - 858,20

Tabela 12. Fragmentacioni joni u masenim spektkorapleksak2a —K4b.

@ Osnovni jon Fragmentacioni jon Molekulski
é_ m/z = 133 m/z = 214 jon

g [M+NH4]Jr
K2a o .\ 679,23
K2b , + H i 863,11

]| TR
K3a N H o +NH, 707,27
v H

K3b 891,14
K4b 919,17
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4.3. Molekulsko-mehanéki i DFT prora ¢uni

Koriste¢ci metode molekulsko-mehatkiog modelovanja fana se energetski minimum
za svaki od mogta tri geometrijska izomera komplek&d i K1'. Rezultati ranijih
molekulsko-mehagikin prora&una za stine kristalne strukture pokazali su da je u
slucaju koordinacije edda tipa liganda kao tetradewttiiganda najstabilnijsym-cis
geometrijski izomer [69]. DFT i molekulsko-mehé&kii proratuni pokazali su da je u
slieaju oktaedarskih kompleks&1 i K1', najstabilniji izomer sym-cis. Podaci,
prikazani u Tabeli 13 pokazuju da je redosled $tabti izomerasym-cis> uns-cis>
trans[17].

Tabela 13. Relativhe energijaE) i pojedine enrgije svakog geometrijskog izomesankleksaK1 i K1'

¢ije su energije optimizovane.

Izomer MM DFT
Izomer AE Eiot Evond Eangle Etorsion Euaw Ec AE
K1
sym-cis 0,00 6,24 3,07 15,90 0,79 2,40 -15,92 0,00
uns-cis 6,18 12,42 4,63 19,49 1,10 3,61 -16,41 1,39
trans 21,55 27,79 7,83 30,76 1,08 3,86 -15,74 1561
K1'
sym-cis 0,00 12,03 3,07 15,86 0,78 2,72 -10,42 0,00
uns-cis 7,20 19,23 4,63 20,01 1,14 4,27 -10,82 7,28
trans 23,74 35,77 7,85 32,00 1,15 5,03 -10,26 17,77

4.4. Pretpostavljene strukture sintetisanih jedinj@ja

Na osnovu dobijenih rezultata upotrebljenih spedtopskih metoda, MM i DFT
pror&una i elementalne analize, patene su molekulske formule, strukture i
geometrija sintetisanih jedinjenja. Svi ligandi gebi su obliku dihidrohlorida. Svi
kompleksi platine(lV) su oktaedarske strukture, dek za komplekseK1l i K1'

proratunima preduiena i favorizovana geometrijasym-cisgeometrija. Svi sintetisani
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kompleksi platine(ll) i platine(lV) su neutralni,@etpostavljena molekulska formula i
masa potwtene su elementalnom analizom i masenom spektrgametriPodaci
dobijeni NMR i infracrvenom spektroskopijom patuju pretpostavljenu koordinaciju
liganadal.l —ONNQ odnosnd.2 - L5 — N,Nkoordinacija (Slika 23).

o)
(CH,) Hz cr o) o
2 H .
-4 Ty SCH) N S o
- ~N ~N
el H oY o N H
Hy
L2-L7 n=1-5 L1

N X
Pt
Pt x
o R
0 © RO
gk X=ClI

= - - R=Me, Et
X=Cl, Br R=Me, Et, n-Pro, n-Bu R=Me, Et, Pro

Slika 23. Strukture sintetisanih liganada i komgkek

4.5.1n vitro antitumorska aktivnost dihalogenido(S,S-etilendiamin-N,N'-di-2-
amino-(3-cikloheksil)propanato)platina(lV) i tetrahalogenido(O,O'-dialkil-
((S,9-etilendiamin-N,N'-di-2-amino-(3-cikloheksil)propanato) platina(lV)
kompleksa

Ispitivano jein vitro dejstvo sintetisanih kompleksa platine(lV) dediri ¢elijske linije:
humanom (U251) i gliomu pacova (C&)elijama fibrosarkoma misa L929 i melanoma
miSa B16. Dobijeni rezultati su updeni sa dejstvom odgovargjh liganada,

polaznog kompleksa — kalijum-heksahloridoplatin&ta{ tipi cnog citotokstnog leka —
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cisplatine, na ovaj setelijskih linijja. Kompleksi K2 — K5, pokazali su bolju
antitumorsku aktivnost od polaznog kompleksa péatikao i od odgovaragih
liganada. Posebno nisku aktivnost pokazali Si§<{etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-
cikloheksil)propanska kiselina i njeni odgovakajhalogenido kompleksi platine(lV).
Ovakvi rezultati se slazu sa literaturnim podacimabrzini redukciji kompleksa
platine(IV) u celijama. Naime, izbor aksijalnih liganada u oktasdam Pt(IV)
kompleksu utie na lipofilnost i redoks svojstva ovih komplek®agodnim izborom
ovih liganada, Pt(IV) kompleks se ponaSa kao praike nepromenjen do ciljréelije,
kao lipofilan prolazicelijsku membranu i redukuje se u hipak®j sredini tumorskog
tkiva do Pt(ll) aktivne ¢elijske vrste. Dosadasnja ispitivanja pokazala su sg&
platina(IV) kompleksi sa hlorido aksijalnim ligamaa brze redukuju nego odgovaraju
karboksilato kompleksi [34]. Rezultati citotoksosti kompleksa&K1 i K1' slaZzu se sa
ovim literaturnim podacima, s obzirom da bi se kompleksi mogli svrstati u grupu
kompleksa platine(lV) sa karboksilato aksijalnigalindima.

Rezultati antitumorske aktivnosti ukazuju i na ta povéanje duzine alkil niza u
estarskom delu liganda nema uticaja na poboljSave aktivnosti. Naime, bas
suprotno, pov&anjem niza (od metil dom-butil estra) aktivnost ovih kompleksa se
smanjivala. Pretpostavljeno je i da ovakvi rezuitagju veze sa kalinom platine koja
je akumulirana ¢eliji. Rezultati opttke emisione spektrometije ukazali su da je najviSi
procenat platine Gelijskom lizatu upravo bio kod najaktivnijeg komkéaK3 (Tabela
14) [17].
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Tabela 14 In vitro citotoksiénost kompleksa Pt(1V) i liganadal-L5, izrazena kao |6 vrednost.

Jedinjenje IC 50 (LM)

U251 C6 L929 B16
cisplatina 11,5+ 3.3 109+£3,1 11,2+ 3,4 67,049
K1 >100 >100 >100 >100
K2 25+x11 29+1,0 45+0,7 45+0,3

K4 2,2+0,4 2,8+0,3 2,7+0,9 3,1+0,4
K5 74+17 6,8+1,9 6,7+0,4 83+1,7
L1-2HCI >100 >100 >100 >100
L2-2HCI 29,4 £9,1 28,4 £ 4,0 237+18 36,950
L4-2HCI 34,9+10,8 33,6 £5,5 285+1,4 46,4 11,2
L5-2HCI 247 +3,6 237+1,7 28,7 +2,7 63,4 £19,0
K[PtCl] >100 >100 >100 >100

Ispitivanjem citotoksinostiL6 i L7 liganada n&elijskim linijama: humanog melanoma
A375, karcinoma debelog creva HCT116, humanog Rkamta plda A549,
adenokarcinoma dojke MCF7 i normalne gula fibroblastneelije MRC5 pokazano je
da je njihova citotokgna aktivnost zn&jno niza od cisplatine (kg > 120 uM). Ovi
rezultati pokazuju da ova dva liganda nisu intaresa za dalja bioloSka ispitivanja.
Nije bilo mogue sintetisati komplekse platine(ll) i platine(IV)i esu paralelno
sintetisani kompleksi rutenijuma(ll) sa ovim ligame. Ovi kompleksi su pokazali
zna&ajnu bioloSku aktivnost [18].

In vitro citotokstnost kompleksa platine(IlK@a, K3a, K2b, K3b, K4b) ispitivana je
premacelijskim linijjama: humaniktelija tumora plda H460, humanog glioma U251,
humanih promijelotskih leukermih ¢elija HL60, humane limfoblastoidne leukeme
¢elije REH. Analiza rezultata testa aktivnosti kesdbsfataze nakon 24 h tretmana
tumorskih ¢elija razliéitim koncentracijama liganadd %, L3, L4) i odgovarajdim
Pt(ll) kompleksima hlorido i jodido tipa, ukazala da svi oni, osimL2, imaju
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antitumorsku aktivnost. Ligand2, naime, nije uspeo da smanji broj zivih H4&#ija
ni primenjen u 10QuM koncentraciji. Literaturni podaci pokazuju da hekjodido
kompleksi platine(ll) pokazuju bolju citotoksiost od svojithlorido analoga [61]. Tako
se i u ovom radu pokazalo da su sintetisani jodidimpleksi platine(l)K2b i K3b
aktivniji od njihovih hlorido analoga. Svi analiam Pt(ll) kompleksi su pokazali
antitumorsku efikasnost poredivu sa cisplatinom omaldvadesetéetvoraiasovnog
tretmana. NovK3b kompleks se izdvojio kao najefikasniji sasd@rednogu ~3 uM na
svim ispitivanim humanim tumorskirgelijskim linijama. Pored togeK3 kompleks je
imao 1G vrednost 17,8 + 1,2M na HL-60 ¢elijskoj liniji humane promijelocitne
leukemije, Sto ukazuje na 4 puta manju efikasmosdnosu na korespodentkBa
kompleks. Dobijeni rezultati su izdvojili Pt(ll) kaplekse sal3 ligandom kao
najefikasnije u antitumorskom delovanju, dok se 6 ¢elijska linija pokazala kao
najosetljivija na njihovo dejstvo (Tabela 15).

Rezultati LDH- testa, su pokazali da 6 h tretmama6suM koncentracijomK3a
kompleksa i 3uM koncentracijomK3b kompleksa nisu uzrokovali redukciju broja
Zivin HL-60 celija. Pored toga, produZenje tretmana na 24 heldoje do smanjenja
broja zivih HL-60¢elija za 20,04 + 2,2 % (hlorido kompleks) i 25,24 % (jodido
kompleks) sugerigu da nekroza nije dominantan tbelijske smrti u tretmanu sa ovim

novim cisplatinskim Pt(ll) analozima.

Tabela 15In vitro citotokstnost kompleksa platine(ll) i liganad2 - L4, izrazena kao 163 vrednost.

H460 U251 HL60 REH
L2 >100 40,2+4,0 19,8+1,3 73,6 +£2,0
L3 66,3+2,7 26,6 £4,0 10,7+5,5 44,4 £ 10,0
L4 49,7+6,4 41,8+8,2 80,8+2,8 92,7+0,7
K2a 30,2+3,2 6,9 +0,6 6,7+0,4 9,1+0,2
K3a 16,4+1,1 41+0,1 3,8£0/4 7,1+£0,7
K2b 6,9+0,5 45+1.3 3,6+0,2 6,5+0,3

I e et T e N

K4b 8,6 +0,4 43+0,3 2,7+0,1 6,2+0,2
cisplatina 10,4 +1,3 20,229 17524 17,1+1,6
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4.5.1. Pretpostavljeni mehanizam delovanja kompleda platine(IV) u ¢éeliji

Za dalja ispitivanja mehanizma delovanja kompleksaliji, odabrana je&elijska linija
U251, humanog glioma, i komplekK3, najaktivniji u seriji sintetisanih Pt(IV)
kompleksa (IG vrednost kompleksid3 = 1,9 + 0,8 a cisplatina = 11,5 £ 3,3 uM).
MorfoloSke promene na ispitivanidgelijama préene suinvertnim fazno-kontrasnim
mikroskopom. Uéene su zn&jno razltite promene n&elijama u odnosu na dejstvo
cisplatine ili odgovarajteg liganda. Dok suelije tretirane ligandom postale manje i
okruglastije od uoldgjenih, tretiranje kompleksoi3, dovelo je do pou&anja velEine
¢elije, citoplazmatine vakuole su se uvale, izduZile i ispunileitav unutaéelijski
prostor. Utvdeno je i d&itava serija sintetisanih kompleksa Pt(IV) ima id&stvo na
ovecelije, a definitivno potpuno razito u odnosu na cisplatinu (Slika 24).

kontrolne celije cisplating L3-2HCI kompleks 3

Slika 24. Slika morfoloSkih promena u tumorskigiijama pod uticajem cisplatine3-2HCI i kompleksa
K3. U251¢elije su inkubirane sa cisplatinom (g¥), L3-2HCI (20uM )i kompleksonkK3 (5 uM) 24
sata a morfologijéelija ispitivana je invertnim fazno-kontrasnim nokkopom.

S obzirom nacinjenicu da cisplatina ubij&elije tumora putem apoptoze, a da je
prikazana morfologij&elija tretiranih kompleksork3 znaajno razl€ita od tretiranih
cisplatinom, ispitivani su i drugi parametri kojitkazali na mogéi mehanizam dejstva
ovog kompleksa. Upodeno je dejstvo cisplatine i komplek&&8 na celijski ciklus i
apoptozu posredovanu aktivacijom cistein prote&espaza) koje su odgovorne za
¢elijsku smrt apoptozon€elije U251 su podvrgnute dejstvu cisplatine i koeshK3,
tokom 18casova. Ututeno je da komplekkK3 zaustavljacelijski ciklus u fazi G/G; i

ne dovodi do pouw&nja sveukupne aktivnosti kaspazaelijama. Dejstvom cisplatine

na istecelije ¢elijski ciklus je zaustavljen u S fazi, a aktivhdstspaza se povava.
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Odretivanjem oslobdanja unutatelijske laktat dehidrogenaze ufemo je da pod
dejstvom kompleks&K3 ve¢ posle 4 sata dolazi do o&mja celijske membrane

ispitivanih¢elija, Sto je karakteristho za nekrozu (Slika 25).
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Slika 25. Efekat cisplatine i komplekB& nacelijski ciklus i apoptoza tumorskitelija. (a,b) U 251
¢elije inkubirane su cisplatinom (2M) i kompleksonK3 (5 uM) 18 sati i nakon toga: aglijski
ciklus, b) aktivacija kaspaza posmatrani su ghodon citometrijom c) U 25telije tretirane su
cisplatinom (2QuM) i kompleksonmK3 (5 uM) i pracena je kokina oslobdenog LDH.

Ispitivan je i uticaj kompleksa na indukovanje alivnog stresa éeliji, tj. povetanje
kolicine reaktivnih kiseornih vrsta (ROS) u njoj¢ime se ubrzavaelijska smrt.
Rezultati eksperimenata su pokazali da se podvdeskompleksaK3 stvara velika
kolicina ROS Sto takie doprinosi dobroj antitumorskoj aktivnosti ovoglijgenja.
Trend u aktivhostima ostalih kompleksa iz sintetesaserije pokazuje pozitivhu
korelaciju sa njihovom mogno&u da uceliji uzrokuju stvaranje ROS vrst&2= K3
= K4 >K5 > K1). Takaie treba naglasiti da sam ligah8-2HCI zna&ajno povéava
kolicinu ROS uceliji, te da je verovatno da u zZtgnoj meri utée | na svojstva
kompleksa u ovom smislu (Slika 26).
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Slika 26. Uticaj oksidativnog stresa ¢elijsku smrtéelija tretiranih kompleksorK3 (20 uM),
cisplatinom (2QuM), ili L3-2HCI (20 uM) tokom 3 sata (unutéelijska proizvodnja ROS tokom ovog
tretmana).

Proces autofagije, odnosno samouniStavanje ualijgkih proteina ili organela, moze
biti ili joS jedan ndin celijske smrti ili mozZe spkdti dejstvo nekog agensa da izazove
apoptozu ili nekrozu. Ispitivanjem zastupljenostzikula kiselog sadrzaja, lizozoma i
autofagolizozoma, protaom citometrijom nakon bojenja akridin-narandzastom
utvrdili smo da cisplatina dovodo do indukcije datpje, dok ispitivani komplek&3
nije aktivan u ovom smislu. Shi rezultati dobijeni su i za ostale komplekse iz o

serije, tj. svi imaju dobru antitumorsku aktivnaditi ne izazivaju autofagiju (Slika 27).
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Slika 27. Prisustvo autofagije (porast FL3/FL1 oshjoucelijskoj smrti prouzrokovanoj dejstvom
cisplatine (2QuM) i kompleksaK3 (5 uM) tokom 18 sati na a) U25&lije, b) razne&elijske linije c)
Vijabilitet ¢elija U251 nakon 24 h po MTT testu, kada su tragraisplatinom (2@M) i kompleksomK3
(5 uM), u odsustvu ili prisustvu inhibitora autofaghafilomicina A1 (BAF; 100 nm) ili vortmanina

(WTM; 100nm).
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Kada se uzmu u obzir svi ovi rezultati, mozemo g&ki da sintetisana serija
kompleksa platine(1V) sa estrima  S,§-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-
cikloheksil)propanske kiseline, izaziva oksidatigties i¢elijsku smrt sknu nekrozi,

ali ne i autofagiju niti porast aktivosti kaspazéeliji [17].

4.5.2. Ispitivanje dejstva sintetisanin kompleksa atine(IV) na éelije imunog
sistema

S obzirom da je mijelosupresija i leukopenija sporeefekat cisplatine, ispitivali smo
uticaj kompleksaK4 i ligandalL4 na funkcijuc¢elija imunskog sistema (SPC — spleen
periferal cells, icelije limfnog ¢vora LND — lymph node cells), kao i na proizvodnju
imunomedijatora interferona (IFN)+ interleukina (IL)-17, u prisustvu ovih kompleksa
Zn&ajno je uporediti dejstvo ovih kompleksa kao amtituskih agenasa i njihov uticaj
na celije imunskog sistema, tj. ispitivano je da li oggensi u zn&jnijoj meri
kompromituju funkciju ¢elija imunskog sistema, Sto je f®acest nezeljeni efekat
primene antitumorskih agenasa. Kao predstavnik kothpleksa uzet je komplekss.
Celije imunskog sistema stimulisane su konkanavaidi®o(Con A) i tretirane su tokom
24 sata, kompleksorK4, n-propil ligandom [4) i cisplatinom. Dobijene vrednosti
ukazuju na to da i ligand i kompleks imaju ogtani uticaj na izabranéelije, tj. ne
dovode do njihove smrti u z&anoj meri.

Kako bi se odredio vijabilitet imunskitelija, ¢elija slezine (SPC)delija limfnog¢vora
(LND), izolovanih iz tkiva miSeva C57BL/6 i Dark Af§ pacova, stimulisane su
konkanavalinom A (ConA) i razlitim koncentracijama komplekd&4, tokom 24 sata.
Paralelno sa ovim eksperimentom, @edije su tretirane pod istim uslovima i ligandom
L4, kako bi se eventualno utvrdil@de&e bas tog liganda u aktivnosti kompleksé4.
Naravno, isti eksperiment je postavljen i za cisplg kako bi se uporedili efekti ova
dva platinska kompleksa. Vijabiliteti SPC i LN&lija, odreleni MTT testom bili su
zna&ajno smanjeni u koncentracijama kompleksa odMQG 50uM i liganda 5@M.
Takade je utvideno i da komplek&4 viSe snizava vijabilitet oviléelija od cisplatine.
Vrednosti 1Go za panel tumorskiltelija, ranije prikazane [17], pokazuju joS i da
kompleksK4 i njegov odgovarajti ligand imaju loSiji citotoksini efekat na n&elije

imunskog sistema, za razliku od veoma dobrog w@inagelije tumora (Slika 28).
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Slika 28. Uticaj kompleksK4 i ligandalL4 na vijabilitet LNC i SPCelija (A, B — SPCelije izolovane
iz miSeva C57BL/6; C, D — LNCelije izolovane iz Dark Aguti pacova).

Sledéi cilj bio je da se ispita uticaj komplek&a i ligandalL4, na efektorske funkcije
¢elija imunskog sistema. U ovom eksperimentu dgena je koléina oslobdenih
citokina IFN« i IL-17 iz SPC i LNC¢elija stimulisanih konkanavalinom A i tretiranih
razlicitim koncentracijama kompleks&4, ligandalL4 i cisplatine tokom 24 sata.
Utvrdeno je da komplek¥&4 efikasnije snizava sintezu ovih citokina od ligand
cisplatine. Zanimljivo je i da kompleks4 ima bolji efekat na IL-17 nego na IFN-
citokine. Ovi rezultati su pokazali i da kompleKg jace inhibira mogtnost ovih
imunskih¢éelija da stvaraju pomenute citokine nego Stéeutia njihov vijabilitet (Slika
29, 30).
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Slika 29. Poréenje uticaja komplekdd4, ligandal4 i cisplatine na oslolkanje IFN« citokina iz LNC i

SPC.
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Slika 30. Poréenje uticaja kompleks&4, ligandal4 i cisplatine na oslolanje IL-17 citokina iz LNC i
SPC.
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Dakle, pokazano je da komplek&d, u dozama u kojima ima snazno dejstvo na
tumorske ¢elije, ima znatno slabiji efekat néelije imunskog sistema. Matim,
pokazano je takie da ovaj kompleks inhibitorno deluje na sintezN-i 1L-17.

S obzirom da ova dva agensa nisu pokazal&apma aktivnost prema odabranim
¢elijama imunskog sistema, u koncentracijama u kajirbijaju tumorskeelije, moze

se pretpostaviti da pri primenjenim koncentracijaswaagensi ne bi u zdajnijoj meri
kompromitovali funkcijuéelija imunskog sistema, Sto je teacest nezeljeni efekat

primene antitumorskih agenasa.
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5. Zaklju¢ak

U ovoj doktorskoj disertaciji opisana je sinte&3-etilendiaminN,N-di-2-amino-(3-
cikloheksil)propanske kiselind.1), njenih alkil estaral(2-L7) i kompleksa platine(IV)

i platine(ll) u kojima su ligandi sintetisana kisel i njeni estri. Sintetisano je Sest
kompleksa platine(IV)K1', K1-K5) i pet kompleksa platine(lK2a, K3a, K2b, K3b,
K4b). Ligandi i kompleksi su okarakterisani standandrgpektroskopskim metodama:
infracrvenom spektroskopijom, NMR spektroskopijofii (NMR, **C NMR, HSQC
tehnikama) i masenom spektrometrijom. Molekulskdrar&kim i DFT prora&unima
pretpostavljena je najstabilnija magugeometrija kompleksa platine(lV). Na osnovu
rezultata dobijenih ovim spektroskopskim metodaaidjaceno je:

v' Elementalni sastav sintetisanih jedinjenja odgovareetpostavljenim
molekulskim formulama

v' Signali u NMR spektrima nedvosmisleno pdiyu pretpostavljenu
strukturu liganda i kompleksa, Sto je dodatno pi#mp asignacijom svih
protona na osnovu vodonik-ugljenik korelacije u®@BIR spektrima

v" Molekulski i fragmentni joni u masenim spektrimantstisanih jedinjenja
dodatno potwtuju njihovu strukturu. U skaju platina(lV) kompleksa, zbog
nemogunosti detekcije molekulskog jona u masenom spektrmljenom u
uobicajenom pozitivnom modu, ovi spektri su snimljenu inegativnom
modu. Na taj nén dobijeni su maseni spektri u kojima su detektova
molekulski joni i struktura ovih kompleksa patena.

v" Najintenzivnije trake u IC spektrima odgovaraju raitijama
karakteristénim za ovu klasu praavanih jedinjenja.

v. MM i DFT prora&unima pokazano je da je favorizovana geometrija
kompleksaK1l i K1', sym-cis geometrija. Ovi rezultati su u skladu sa
vrednostima hemijskih pomeranja u NMR i infracrvargpektrima.

Pretpostavljeno je da je udenjem cikloheksil grupe u strukturu liganada parea
lipofilnost u odnosu na analoge edda-tipa sinta@seanijih godina. Ove strukturne
promene su, najverovatnije, uzrok Zajije boljoj antitumorskoj aktivnosti liganada i
kompleksa od njihovih analoga, do sada opisanitetaturi.
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Antitumorskain vitro ispitivanja pokazala su:

v

v

KompleksiK3, K3a i K3b i odgovarajdi ligand L3 zna&ajno su aktivniji od
cisplatine prema nekolikéelijskih linija, posebno na U25&lijskoj liniji.
Ispitivanjem mogueg mehanizmatelijske smrti rezultati su pokazali da je
mehanizam delovanj&3 potpuno drugdji od mehanizma kojim cisplatina
ubija tumorskeelije i da ne odgovara u potpunosti nijednom tplijske smrti,
ali je najsleniji nekrozi.

Na izabranogelijskoj liniji U251, uporéeno je dejstvo sintetisanih platina(lV) i
platina(ll) kompleksa K3 premaK3a i K3b). Zakljuceno je da je kompleks
platine(IV) manje aktivan od kompleksa platine(ll)da je kompleksk3b
(jodido kompleks platine(ll)) aktivniji od kompleask3a (hlorido kompleks
platine(ll)).

Ispitivanjem dejstva komplekd&, nacelije imunog sistema uéieno je da ovaj
kompleks nema imunosupresivno dejstvo i da ne komjiuje funkcijucelija

imunskog sistema.

Najaktivnije jedinjenje méu ligandimalL3, O,O-dietil-(S,3-etilendiaminN,N-di-2-

amino-(3-cikloheksil)propanoat dihidrohloridija je citotokséna aktivnost i neoban

mehanizam delovanja detaljno ispitan na Medicinskakaltetu, danas se ispituje i

vivo eksperimentima.
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7. Prilog

Slika P1.'"H NMR spektar ligandal, sniman u DMSO-u
Slika P2.%°C NMR spektar ligandal, sniman u DMSO-u
Slika P3.1C spektar ligandal

Slika P4.Maseni spektar ligandal

Slika P5.*"H NMR spektar ligand&2, sniman u DMSO-u
Slika P6.°*C NMR spektar liganda2, sniman u DMSO-u
Slika P7.1C spektar liganda2

Slika P8.Maseni spektar liganda2

Slika P9.*H NMR spektar ligand&3, sniman u DMSO-u
Slika P10.*C NMR spektar ligandk3, sniman u DMSO-u
Slika P11.IC spektar ligand&3.

Slika P12.Maseni spektar liganda3.

Slika P13.'H NMR spektar liganda4, sniman u DMSO-u.
Slika P14.%*C NMR spektar ligandk4, sniman u DMSO-u.
Slika P15.IC spektar liganda4.

Slika P16.Maseni spektar liganda4.

Slika P17.*H NMR spektar liganda5, sniman u DMSO-u.
Slika P18.1*C NMR spektar ligandk5, sniman u DMSO-u.
Slika P19.IC spektar ligand&as.

Slika P20.Maseni spektar ligandab.

Slika P21.*H NMR spektar liganda6, sniman u TFA.
Slika P22.*C NMR spektar ligandk6, sniman u TFA.
Slika P23.HSQC NMR spektar liganda6, sniman u TFA.

Slika P24.IC spektar liganda6.
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Slika P25.Maseni spektar ligandab.

Slika P27.'H NMR spektar liganda7, sniman u TFA.

Slika P28.*C NMR spektar liganda7, sniman u TFA.

Slika P29.HSQC NMR spektar liganda6, sniman u TFA.
Slika P30.IC spektar ligand&a7.

Slika P31.Maseni spektar ligandar.

Slika P32."H NMR spektar kompleksi1, sniman u DMSO-u.
Slika P33.*C NMR spektar kompleks41, sniman u DMSO-u.
Slika P34.IC spektar kompleksk1.

Slika P35."H NMR spektar kompleks1', sniman u DMSO-u.
Slika P36.°C NMR spektar kompleks41', sniman u DMSO-u.
Slika P37.IC spektar kompleksK1'.

Slika P38."H NMR spektar kompleksi2, sniman u DMSO-u.
Slika P39.*C NMR spektar kompleks&2, sniman u DMSO-u.0
Slika P40.IC spektar kompleksk?2.

Slika P41.Maseni spektar komplek$&, sniman u pozitivnom modu.

Slika P42 Maseni spektar komplek&®, sniman u negativnom modu.

Slika P43."H NMR spektar kompleks&3, sniman u DMSO-u.
Slika P44.*C NMR spektar komplekg43, sniman u DMSO-u.
Slika P45.IC spektar kompleksi3.

Slika P46.Maseni spektar komplek$&, sniman u pozitivnom modu.

Slika P47. Maseni spektar komplek&8, sniman u negativnom modu.

Slika P48."H NMR spektar kompleksi4, sniman u DMSO-u.
Slika P49.*C NMR spektar kompleks&4, sniman u DMSO-u.
Slika P50.IC spektar kompleksk4.

Slika P51.Maseni spektar komplek$&t, sniman u pozitivnom modu.
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Slika P52 Maseni spektar komplek&at, sniman u negativnhom modu.

Slika P53."H NMR spektar kompleksi5, sniman u DMSO-u.
Slika P54.*C NMR spektar kompleks45, sniman u DMSO-u.
Slika P55.IC spektar kompleksi5.

Slika P56.Maseni spektar komplek$&b, sniman u pozitivnom modu.

Slika P57. Maseni spektar komplek#&b, sniman u negativnom modu.

Slika P58."H NMR spektar kompleksi2a, sniman u DMSO-u.
Slika P59.*C NMR spektar kompleksé2a, sniman u DMSO-u.
Slika P60.HSQC NMR spektar komplek$&a, sniman u DMSO-u.
Slika P61.IC spektar kompleksK?2a.

Slika P62.Maseni spektar komplek$&a.

Slika P63."H NMR spektar kompleksi3a, sniman u DMSO-u.
Slika P64.°C NMR spektar kompleks43a, sniman u DMSO-u.
Slika P65.HSQC NMR spektar komplek$&éBa, sniman u DMSO-u.
Slika P66.IC spektar kompleksg3a.

Slika P67.Maseni spektar komplek$&a.

Slika P68."H NMR spektar kompleks&2b, sniman u DMSO-u.
Slika P69.*C NMR spektar kompleks&2b, sniman u DMSO-u.
Slika P70.HSQC NMR spektar komplek$&b, sniman u DMSO-u.
Slika P71.IC spektar kompleksi2b.

Slika P72.Maseni spektar komplek$&b.

Slika P73.'H NMR spektar kompleks&3b, sniman u DMSO-u.
Slika P74.*C NMR spektar kompleks43b, sniman u DMSO-u.
Slika P75.HSQC NMR spektar komplek$&3b, sniman u DMSO-u.
Slika P76.I1C spektar kompleksi3b.

Slika P77.Maseni spektar komplek$&b.
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Slika P78."H NMR spektar kompleks4b, sniman u DMSO-u.
Slika P79.%C NMR spektar kompleksé4b, sniman u DMSO-u.
Slika P80.HSQC NMR spektar kompleks&db, sniman u DMSO-u.
Slika P81.IC spektar kompleksk4b.

Slika P82.Maseni spektar komplek$&db.
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Max. 577 cps)

095 1.00

2466 157.0506
2.2e61

2.0e6

1.8e6 |

1.6e6 ’

1.4e6

1.2¢6 !

1.0e6

Intensity, counts

8.0e5 | !
6.0e5 !
4.0e5

065 1290478

oo | Wi

+TOF MS: 0.342 min from SG_JL1B_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.076 to 0.271 min)

292.1028

235.5540
i

100

200

300 400 800 T000 1100
m/z, amu

"800 700 200

1200

1300

Max. 2.4e6 counts.

1400 1500i

Slika P4.Maseni spektar ligandal
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Prilog Jelena M. Poljarevi

aLz1
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax

2nd pulse 73.5 degrees
Acq. time 1.067 sec

Width 15000.0 Hz

Arrayed repetitions

OBSERVE C13, 50.2829546 MHz

DECOUPLE H1, 199.8722306 MHz EREE SN
Power EERE B
continuously on i m %

/ALTZ-16 modulated ggq mg

DATA PROCESSING L J

0

8
Total time 14.0 hours

\_36.914
\\—33.382
\__33182
—_32.016
26.044
\725.753
\_25.680

170.196

‘ N\

Lohedt b hoaash L.Hll A kb otody Aot At i
PR WP M YH#vRY # e

T T T T i e T T T T — '

T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Slika P5.*H NMR spektar liganda2, sniman u DMSO-u.

a2t

Solvent: dmso

Ambient temperature

GEMINI-200 ‘“nmr"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed
e

OBSERVE C13, 50.2829546 MHz

DECOUPLE H1, 199.9722306 MHz ssedoy
Power 0 dB azodlze
continuously on Rm T 3

Tz-16 modulated sgsde

DATA PROCESSING l

Line broadening 1.5 Hz

7

FT size 32768
Total time 14.0 hours

—40.956

57.507

170.195

b ot P TR P TN TR [P0 R TP oy il i e LmiL |
i U g ; f i . o Wi h Ll

Laati s W

L N N

T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Slika P6.1*C NMR spektar liganda2, sniman u DMSO-u.
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Prilog

%Transmittance

95
)
85
80
75
70
65
60-]
55
50-
45
401
35
30

25

20

Jelena M. Poljarevi

418

481.3

1437.3

802.4

1450.9

15317

183188

834.7

1358.5

2522.5
1476.1

1072.5
851.1

2589.6
1491.4
1224.2

1739.9

4000

3500

3000 2500 2000

Wavenumbers (cm-1)

1500 1000 500

Slika P7.IC spektar liganda2.

TS S 5500 to 1.020 min from S Il 2 _MIK7 Ov_pos1 wilf Agilent

1aes
1. 3e6 A
1. zec o
1.1e6
1 .0es
©.0es5 -
B8.0es5 -
7. Oes o
6 Oes -
5.008

a.ces
A Das

2. 0es

>
1. 0es -

-
b

1sr UBEa

21a

osos

5.07 688

s

m07. 3080

292 1033

A ;

o.o
&

Oﬁl bl

‘\H L
Z00

300 456 500 800 7006 sOO Fooca Thoo
sz ey

[

TS E S, 0. 780 to T.028 min from S&_JL=1 _MK7 O _pos1  wiff Agilent

5. 2as
5. 025 -

4. Sas

4.0es5

3. 55

3,05

2. 5es

z2.0es5

1.5=s ]
>

1.0e5 3

5.0ea

o.o 1.

387.3080

355 5

se7. O

mo0®.0 Ses.5

Slika P8.Maseni spektar liganda2.
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Jelena M. Poljarevi

Prilog

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

delay arrayed
st pulse arraye

Arrayed repetitions
OBSERVE H1, 199.9720425 MHz
DATA PROCESSING

Total time 16 minutes

T
T 9 " "7 I T S O AT
Slika P9.*H NMR spektar liganda3, sniman u DMSO-u.

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

Relax. delay arrayed

rrayed repetitions
OBSERVE €13, 50.2829610 HHz

DECOUPLE H1, 139.9722306 MHz 0o dila
Power 0 dB BoFIRS
continuously o 2
TZ-16 modulated csdes
DATA PROCESSIN
Line broadening 1.5 Hz
FT size
Total time 18.8 hours
&
- <
s g
- ©
]

23
By, e
L
gigae o
"n88
g
1)
v 8
%
o
&
<
. L
@
3
bt i b w WMW
i L il
T I e o A T T T T T L T e It
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Slika P10°C NMR spektar liganda3, sniman u DMSO-u.
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Jelena M. Poljarevi

87

Slika P12 Maseni spektar liganda3.
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Prilog

Jelena M. Poljarevi

aLzs
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr"

PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed

Arrayed repetitions
OBSERVE  H1, 189.9720425 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 16384

Total time 22 minutes

T > J \ P
W) VWY L
Slika P13*H NMR spektar ligand&4, sniman u DMSO-u.

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr

PULSE SEQUENCE
Rel

DECOUPLE H1, 189.8722306 MHz
Power 0 dB
continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Total time 14.6 hours

[T T

200 180 160

e S a ma

80

25.644
21.620

37.023
.531

33.528

e
\E

33.273
\_31.962
25.789

25.989

10

L

T
60

40 20 ppm

Slika P14°C NMR spektar liganda4, sniman u DMSO-u.

88



Prilog

Jelena M. Poljarevi

%Transmittance

95
E
85
80
751
70
651
60
55
50|
451
40
35
30
25

20

pL2s

Y

24263~ 2470,

.2,

2527.3

- =i

28500
. Sy
2218.2{\

23948

1735.9

== T —

1451.3

=

13754

1395.7

— e —

s

i T

11300 —=
9290

963.8

997.2

1179.6
1068.4.

1215.7

1259.7

4107

4338

4896

8906

851.0

T
3500

3000

2500

2000

Wavenumbers (cm-1)

1500

1000

500

Slika P15.C spektar liganda4.

TTSFE S 0 780 1 T 057 min from SG_JLE5_ MKy OV_Pons wWilf Agiient Adaed ~1TOF Ms:

2. 506
2.4am6 -

2. 206

2.0e6

1808

1.606

1406

1.2

1.0ee

8. 0es5 -

&.0es

4.00s

2005 [
o.o-

-0

87

1

750

oses

214 oses

o7
! 2oz.1033

o

409
m_u,j,hw B A t
EED)

371e

Wisx. 2,568 counta.

260 T

ELT)

ed0

700

860
m/z am

EY-T)

T660

Ta00

2200

1300

=13

Eax=1g
2008
1oes -
.86
17w ]

1.6e6 ]

202 1083

M5 6755 1o 17087 min from SG.JLE5_MK70V_Poss Wilf Aglent, Added +TOF MS:

L .
230 240 250 =260 270 2806 260 366 310 330 330 340 350 860 370 380 800 400 430 420 430 440 aSo
my u

Slika P16 Maseni spektar ligandad.
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Jelena M. Poljarevi

aLz6
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
ist pulse arraye

2nd pulse 90.0 degrees
Acq. time 1.391 sec
Widih 4600.0 Hz

Total time 22 minutes

1

ppm

31.79  11.28

11.36  17.58

Slika P17 *H NMR spektar ligand&5, sniman u DMSO-u.

a 26

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

. delay arrayed

Acg. time 1.

Width 15000.0 Hz

Arrayed repetition:
VE

5

e broadening 1.5 Hz
FT size 32768
Total time 17.2 hours

s
€13, 50.2829564 Wiz
H1, 199.8722306 MHz

— SRR

e

65.883
57.580

bt ko ot

Lot

\_28.862

\_39.281

=
3
3
®
8

|

mw%u m
T by Gl

PRI IR i

i

e il
PP

200

I
180

i i T T g I

80 60

T
ppm

Slika P18°C NMR spektar liganda5, sniman u DMSO-u.
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Jelena M. Poljarevi

%Transmittance

B TIC of +TOF MS: from SG_JL26_MK70V_pos™.wiff

Intensity, cps

Jize
951 AMWWWW,\FMwMAN\

90 \

85 | (\
.

80 Y \
| !\1

75+

N
|
|

fo2}
o
1

(5]
o
2527.4

4]
o
Ll

29274

2588.4

N
o

5
o
o1

W
a
1

W
o

2222.2

23537

2053.0

1738.4

1544.5

1451.9

-

1129.2"—=

1179.4

1215.3°

1259.3

543.2

7443

1068.0
909.3

810.2

933.6

4000 3500 3000 2500

2000

Wavenumbers (cm-1) -

1500

Slika P19.C spektar ligandab.

6.5e7-

6067° ~

5.5e7

50677 S
4. 597:

40672

3 597;

3.0e7

2.5e7

2.0e7 j

15674

" Max. 6.7e7 cps|

— ”
0.30 0.35 0.40 045 0.50 0.55 060

065
Time. min

0.70

+TOF MS: 0.573 min from SG_JL26_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.024 to 0.272 min)

Intensity, counts

157.0405
2.4e6-

2266
2066~
1806
1.6e6
1.4e5-
1.2e6-
T 1590402
8.0e5-

6.0e5-

4.0e5+
1 7
20e5 S0P 292.1081

bl BW T ooy . l

481.4058

0.0p- i T
106 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

340 360
miz_amu

380

400

420

440

480

E

Max. 2.5e6 counts.

520 540 560 580 600 |

Slika P20 Maseni spektar ligandzb.
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Prilog Jelena M. Poljarevi

Current Data Parameters
3 JPIBUL

EXENO
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20130222
11,43

INSTRUM * spect
PROBHD 5 mm BEO BB-1H
PULPROG 293
32768
SOLVENT tfa
NS 16
DS 0
sun 7002.801 Hz

aQ 2.3396351 sec
RG 7.
DW 71.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298
D1 2.00000000 sec
DO 1

o

P1 9.35 use
PLNL 27.37999916 W

F2 - Processing parameters
1

s 768
SF 500.2600710 MHz
WK EM
sSB o

LB 0.20 Hz
aB 0

BC 1.00

5 & @ 8 2 28 Current Data Parameters
g g o ¢ @ aa NAME JPIBUL
EXPNO 2

I PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20130222

Time’ 11.52

INST! . spect

PROBHD 5 mm BBO BB-1H

PULPROG 29pg30

D 32768

SOLVENT tfa

NS 262

DS 4

SwH 29761.904 Hz

FIDRES 0.908261 Hz

AQ 0.5505024 sec

RG 2

D 16.800 usec

DE 6.50 usec

TE X

D1 2.00000000 sec

D11 0.03000000 sec

DO 1
mmmwn CHANNEL £1 ==

SFOL 125.8043140 MEz

NUCL 13c

P1 11.50 usec

PLW1 32.22800064 W

=umus CHANNEL £2 ===
2

SF 500.2630726 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
80.00 usec
PLWZ 20.77000046 W
PLW12 0.39267001 W
PLW13 0.25130999 W

F2 - Processing parameters
sI 8

SF 125.7901920 Miiz

WDW EM
ssB 0

LB 1.50 Hz
GB 0

BC 1.40

MR Ao i Y o

T T T T T T T T T

T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10  ppm .

Slika P22C NMR spektar liganda6, sniman u TFA.
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Prilog Jelena M. Poljarevi

I
JPIBUL 3 1 C:\Bruker\TcopSpin3.1\BBO\Guest

#JM\_JUJLM,M

”f\m . Col
TR W A N Y S A N

MM B
60 50 40 30 F1 [ppm]

70

N s B s s s e B B B B B

fer

4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 F2 [ppm]

Slika P23HSQC NMR spektar liganda6, sniman u TFA.
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4000 3500 3000 2500 2060 1560 1060
Wavenumbers (cm-1)

Slika P24.1C spektar ligand&é.
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Jelena M. Poljarevi

TTSE RIS 0 507 t5 0,555 min rom JPTBU MRG0V _Bos 1 Wit AGient

7.aes , 157.0359

7.005 §

6.505

&6.005 4

5.505 ]

5.0e5 ]

a.505

a.005

3.505 ]

.05 ]

2.5es

2.0e5

1.505 ]

1.008 3

5.0m4 3

o0

481.4004

L

Wiex. 7 468 counts.

160

4
260

300 ado 500 800 760

ECEE)

T7o0

EECTY

1300

7460 500

TTGF WS 0557 1S 0,555 min rom JPTB U _NMKB0V_Bos 1. Wit AGNent

1.905
1.805 ]
3705
1.60s]
1.5m5 ]
1,408 ]

1.3e5

481.4004

Viex. 7 466 counts.

H8v.0 a8t 5 aszo a83. 5 283.0

e
m/z amy

3840

a8h.5

As5.0

385.5

266.0

Slika P25 Maseni spektar ligandzb.

Current Data Parameters
NAME JPIAM

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 2013022
12

INSTRUM spe

OBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG 2930

32768

SOLVENT tfa
ns 16
DS - 0
swi 6996.269 Hz
FIDRES 0.213509 Hz
aQ 2.3418198 sec
RG 145
bW 71.467 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 2.00000000 sec
™0 1

CHANNEL f1 ==
500.2630757 Mz
1H

9.35 usec
27.37999916 W

F2 - Processing parameters
s1 5

500.2600707 Mz
EM

0.20 Bz

1.00

Slika P27'H NMR spektar liganda7, sniman u TFA.
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172.84

WV
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bt

T
170

T T T T
160 150 140 130

T T T
20 10 ppm

Jelena M. Poljarevi

Current Data Parameters
NAME JPIAML
EXPNO 2
PROCNO %

F2 - Acquisition Parameters
£ 201302

e
me 12.36

INSTRU spect

PROBHD 5 mm BBO BB-1K

PULPROG 29pg30

™ 3276

SOLVENT tfa

NS 518

DS 4

SHH 29761.904 Hz

FIDRES 0.908261 Hz

aQ 0.5505024 sec

RG 050

D 16.800 usec

DE 6.50 usec

TE 8.0

D1 2.00000000 sec

D11 0.03000000 sec

D0 1

........ CHANNEL £1 memss==s

SFOL 125.8043140 MHz

NUCL 13¢

P1 11.50 usec

PLW1 32.22800064 W

==cessan CHANNEL £2 mmmmsmas

SFO2 500.2630756 MHz

NUC2 1

CPDERG (2 waltzl§

PCPD2 80.00 usec

PLW2 20.77000046 W

PLW12 0.39267001 W

PLW13 0.25130999 W

F2 - Processing parameters

sI 1]

SF 125.7901972 MHz

WOW EM

ssB °

1B 1.50 Hz

cB 0

PC 1.40

Slika P28°C NMR spektar liganda?7, sniman u TFA.

JPIEML 3 1 C:\Bruker\TopSpin3.1\BBO\Guest
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Slika P29. HSQC NMR spektar ligand@, sniman u TFA.
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miz amu
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Slika P31 Maseni spektar ligandar.
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3801

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

PULSE SEQUENCE
Rel

ons
OBSERVE  H1, 199.9720422 MHZ
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 32768
Total time 1 minute

=

Jelena M. Poljarevi

intbinias S A Mrrovinioin
Slika P32H NMR spektar kompleks1, sniman u DMSO-u.

imso
Ambient lemperature
GEMINT-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE

Acq. time 1.067 sec
widih 15000.0 Hz

rrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2828501 NHz
DECOUPLE K1, 198.8722306 Mz

Line broadening 1.5 Hz
FT size 32768
Total time 17.0 hours

173.055

53.720

T
ppm

Slika P33°C NMR spektar kompleks&1, sniman u DMSO-u.
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
Slika P34. IC spektar komplek&a..
J802
Solvent: dmso
ampient temperature
GEMINI-200 "nmr"
PULSE SEQUENCE
Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed
2nd pulse 90.0 degrees
Acg. time 3.478 sec
Width 4600.0
Arrayed repetitions
SERVE H1, 199.8720430 KHz
DATA PROCESSING
ine broadening 0.2 Hz
ET size 8
Total time 30 minutes
/ \
!' T T T T T T T T T T L
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
838.46 — - 19.76
37.47 1.31

Slika P35H NMR spektar kompleksi1', sniman u DMSO-u.
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Solvent: dmso
Ambient temperature
BEMINI-200 ‘“nmr*

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

1st pulse arrayed

2nd pulse 73.6 degrees

Acg. time 1.067 sec

widih 15000.0 Hz

Arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2829555 MHz
DECOUPLE H1, 189.8722306 MHz
Power

conti

nuously on
ALTZ-16 _modulated

2
Total time 3.8 hours

"
S
2
3

Jelena M. Poljarevi

57.562

66.174

FETTReT T T T T T T
140 120 100 80 60 40

Slika P36.°C NMR spektar kompleks41', sniman u DMSO-u.

70 ;JSOZ

55

35

%TH

30
21
zoé
15
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of |

3442.1

=

[Wl\ V‘“\V\

e ]
888.1

sy
—
?\‘_i
i
542.7

3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Slika P37. IC spektar komplekka'.
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EIE27

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

Relax. delay arrayed
1st pulse arrayed

oArayed rﬁéatittons
1, 199.9720425 MH.
DATA PROCESSING F

otal time 34 minutes

3.93 ¥
3.51 16.05 19,80 hes

a 22
Solvent: dmso
Ambient temperature

GEMINI-200 ‘“nmr

PULSE SEQUENCE

cq e 1067 sec
Arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2829619 MHz
DECOUPLE H1, 199.9722306 MHz
ower 0 dB
continuously on
TZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.5 Hz
FT size 327

Total time 14.0 hours

170.851
—— " 169.859

0 20 ppm

T T
180 160 140

PO TRT W FTTTIR T e | Tt Y s b L e Lotk ot thwlMJJ u W
/ aad ik ML L L A A L L Gkl i
T T EREmes T
80 60 4

T
120 100

Slika P39.°C NMR spektar kompleks&2, sniman u DMSO-u.
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Slika P41. Maseni spektar komplek€2, sniman u pozitivnom modu.
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1.9e5
1.8e5
1.7e54
1.6e5

1.408
1.3es
1.2e5
1.1es4

1.6e5]

+.0es4
©.0ea
8.0ca |
7.004
&6.0ea
5.004 ]

e oo

4.0044
3.0e4
2.0eap|
1.0e4a

0.0l
760

212

11208

197.8

200

o7ss

56

377 0943

W TOF MS: 0.295 to 0.866 min from JL22_MK140V_neg 1-will AgHent

731.13682

681.1457|

U,

Wiax 1.965 counts.

L lacull %‘l‘oo k Fun,

760

860
miz amu

L i
ELYY 1000 1700 1200 1300 1400 As00

5.004

4.50a

4.0e4a

3.504

3.0e4

2.504

W TOF WS 0255 (5 0 866 min from JL22_MIKTA0V_ Neg T wiTf AgHent

731.1362

Ve s

2. 0cay
1.5e4
1.0e4a

5000.0 4

0.0

7301380 \

Wiax. 7.065 Sounts.

732 13685 !\

) Jf /

J

728.5

7320 732.5 735.0 735.5 734.0

Slika P42. Maseni spektar komplek&€2, sniman u negativnom modu.

aLo?

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘nmr
PULSE SEQUENCE
Relax.

OBSERVE _ H1,
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 16384

Total time 20 minutes

199.9720425 MHz

p/\/\/\/ / L X
e B e AR N T W =
T — T = i T T
8 7 6 5 4 2 i ppm
U:EZ; — - o 13.50 1.96 32.63
3.01 5.14 33.78 9.80

Slika P43H NMR spektar kompleksi3, sniman u DMSO-u.
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aLza

Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr"

PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

1st pulse arrayed

2nd pulse 73.6 degrees
Acg. time 1.067 sec

Width 15000.0 Hz

arrayed repetitions
OBSERVE C13, 50.2829564 MHz
DECOUPLE H1, 1993722306 MHz

usly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Total time 18.5 hours

_170.524
————"169.868

- e

62.442

L
b

14.027

WJWMWMM

%Transmittance

T T T (R S

80 60

16218 o ——

2921.2

40 20 ppm

1021.6

12404

4000

3500

T T
2500 2000 1560

Wavenumbers (cm-1)

3000

Slika P45.1C spektar kompleksi3.

1000 500
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TTOF TS 0,532 1o 0700 MR from SG_JL8a_ M7 OV _posT Witf Aglent Added +1TOF M’

157 0538
d,San

4.0m6

3.500

3.0e6

2. 506

2.0e8

1508

1000

azs. 3308

214.0800
h —-ze2 1023

TAS= 3 656 counts

i |
56 366 5o 560 e 65 7566

800
g meu

ERY-T} EETT)

EEY-T) EPYere) G500

—ToF

1.7%0
1.6e8

1.ae0

13m0

1.2e0

1 1ee

1.0ee

©.0as

B.0es

7.0es

&.0es

s.00s

4.0es

3.0es

2.0es

1.0es

.0

TAST 0 532 16 6780 min from SG_JL34_MK7OV_pos1 wilf AgHenLAdded +TOF MS]

azs.3308

Miax. #6986 counts.

“27 6
sz amy

=355 =360 2270 PETN)

2285 a26.0

2265 a36.0

S

lika P46 Maseni spektar komplek#&, sniman u pozitivnom modu.

TTOF VS 0,500 (6 0.636 min from JL33_MK140v_nea 1. witf Agilent

1.905
1.805
1.7e5
1.6es
1. 505
1405

212.0753

197.8p82

—112 9Bb6

759.1399

es7.1927
335.8373.270.8053

Tiax. 1.965 counts.

sos. 1368723 16
1 l Lo i A L b
485 5o 760 00

360 s00 &
m/z amuy

1000

1100

1200

gy
1200 1400 1500

TTOF MS: 0.300 iS5 0.636 min from JL33_MIK130v_nea - Wit AGient

6.aca

6.0ead
5.50a-
5.0e4

4a.5e4 ]
4.0e4
.54
5.0ea
2504
2 0eag
1504
1.0e4

5000.0 4

759.1399

761.1391

760.1404

758.1423

762.1387

' !
ot R _J

iax. 1.9e5 counts

c.0

757.5 758.0 7585 758.0 756.5 760.0 76 61.0

0.5
m/z ama

764.0

Slika P47. Maseni spektar komplek€a, sniman u negativnhom modu.
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aLzq
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 “nmr*
PULSE SEQUENCE

Relax

Acq. ti
Width 4600.0 Hz

Arrayed repetitions
OBSERVE  H1, 199.9720425 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 16384

Total time 16 minutes

———y T —— —r—— T T T T
10 g 8 7] 6 5! 4 2 ppm
e e s ey S ooy
2.27 7.91 08 24.63 0
0.86 14.04 1.37 23 13.13

aL 2a
Solvent: dmso

Ambient temperature
GEMINI-200  “nmrt
PULSE SEQUENCE

Relax. delay arrayed

ist pulse arraye

2nd pulse 73.6 degrees

Acq. time 1.067 sec

Width 15000.0 Hz

rrayed repetitions

OBSERVE  C13, 50.2829619 MHz
DECOUPLE H1, 139.9722306 MHz
Power

—40.538

DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz

FT size 32768 =

Total time 15.2 hours 2
1

™~
|
o IRTHUFVRIWOPIPROIIN W N i
JE T T A 20 onm

Slika P49C NMR spektar kompleks&4, sniman u DMSO-u.
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TSoo

== 2 506 counts
400
TS TE5e6 courte

1000

Jelena M. Poljarevi

1300

EEYr)

1500

2000
556

{/\NT

&5

Wavenumbers (cm-1)

2500

sdo

3000

Slika P50.C spektar kompleksk4.

%o

3500

157 0524

L4

T

90
85

80
15

WO FE ST 0 550 i 0666 miR rom SO _JUEA. MR7 OV RosA Wit Aanient
W TTOF MST 052015 0,666 mim From S0 _JLEA_ MK OV _posa witt Apient

Prilog

106

“58.0

B

2565 a56.0 Zs5.5 a57 6 “sy

as5o

Slika P51 Maseni spektar komplek$&t, sniman u pozitivnom modu.




Prilog
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W TTSE WIS 0,367 10 6,811 min 1rom JLZA_MIK136V_neg 1 wWitt Agilent
212.0784

2.0054

1.9e5
so5
7e5
.ses
ses
aes
305
zes
105
1.0e5

_112. 9855

BiQmdy 1s7.8)00
a.0e4 I
7.0e4 ]
s.0ea ]
5.0e4 ]
4.004 235.8481

——372.8135 787.1965

715.2465

Wiax. 2.0e5 counts,

R
s o
z,o-.,.‘ 11
[ Ll il 1 l L L|& i Iy
el B

0.0
260

ALl

Mz amuy

al
1000

.
7100 1zZoo 1300 1400 1500

W TGE WIS 0,297 16 0,811 min rom JL2A_MK140v_neg 1 witt Agient

787.1966
3.0ea

2604

2.604] \
2404
2264

2.0eal

= |

Wax. 2.065 counts.

789.1962

788.1071 /\

|
jL ) BJ

785.5 764.0 784 5 785.0 785.5 787.0 7875

788 0 785.5 785.0 7865  790.0

L 29
Solvent: dmso

Ambient temperatur
GEMINT 200" Famrr

PULSE SEQUENCE

Arrayed repetitions
OBSERVE = H1, 189.
DATA PROCESSING. 0 0 12° MHZ

Total time 13 minutes

————————————yq N
10 S e e e ———

& 7 6 7 R e e R
BT —_— 2 1 ppm

18.47

Slika P53H NMR spektar kompleksié5,

sniman u DMSO-u.
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Prilog

Jelena M. Poljarevi

a2
Solvent: dmso
Ambient temperature
GEMINI-200 ‘“nmr'
PULSE SEQUENCE

Arrayed repetitions
OBSERVE  Ci3, 50.2829619 Miz
DECOUPLE H1, 199.9722306 MHz
Power 0 db

continuously on

WALTZ-16 _modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.5 Hz

FT size
Total time 16.7 hours

—170.651

————— 169.777

R

T T T

T TF T = T
180 160 140 120 100 80

Slika P54 C NMR spektar kompleks45, sniman u DMSO-u.

129 ]
-1 Mm A k“”“\
~»~:v~/\«\,\\ | f \l |

90| \ /\\ o YRR %
85 ’ \ ’\/r\// | /ﬂ\

80 b
3

b

1 o
1 o
65 g

1571.7

!
"\f

35]

%Transmittance

|

- |
2. |
|

20

1 @
15 Q
3 &

107

1737.8°

,:—7
10593 v S

1276

1197.7

1215.0

1258.1

4000 3500 3000 2500 2060 1500
Wavenumbers (cm-1)

T
1000 500

Slika P55.C spektar kompleksi5.
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Prilog Jelena M. Poljarevi

+TOF MS: 0.573 min from SG_JL28_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.041 to 0.254 min) - N i o Max. 2.4e6 counts.

2066 481.4062

1.5e6-

intensity, counts

1.0e6
4824104

5.0e5

oM o du S : e
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
N m/z._amu .
MW +TOF MS: 0.573 min from SG_JL28_MK70V_pos1.wiff Agilent, subtracted (0.041 to 0.254 min) Max. 2.4e6 counts.

2.466 157.0404

2.0e6

1066
15B.0402

5.0e57

1.5e6

Intensity, counts

1 137.0741 1e3.100p | 292.1089

JoYe] — L | il — , 1 5

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
- iz, amu -

Slika P56 Maseni spektar komplek$&b, sniman u pozitivnom modu.

W TGE ST 6507 16 0 378 min Fom JLE0_ MR TABV nag T Wit Agnent Tiax Z 168 counts
P 197 8109

2.005 ]
1.905 ]
1.805 212 0784
1.7e5 ]
1.608 |
1.5es ]
1.4e5 ]
1305
1.2e5]
1105 1
ces ]
©.0ea] —112.9B58

oo

8.004
7 A 335.8a52
6.0e4 -
5.0a4
4.0e4
3.0e4
2. 0eaM
1.004

s70.8146

77{oeaz 815.2278 sso.1768

_as0.8z86 1 1
| [ i l I\ i i l L
400 560 5o 755 860 ©30

iz amy

Ak =
1000 1100 1200 1300 1400 1800

W TOF is: 0.801 1o 0.478 min from JLZ0_MIK1a0V_neg . witf AGHent Nax 2. 1e5 counts

815.2278
Lo ——817.2273 853.2019

Hapany s{e.22pa

851.2029
3.504

3.0ea ]

e s
N
[
°
A
2

1.5e4

|
1.0ead | ‘ U
. UA_J MSZJU%LAA - . L«. W \\_A Las

860

Slika P57. Maseni spektar kompleksa, sniman u negativnom modu.
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EXPNO
PROCNO

M

T T T T T T T T T T T T T T T

T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5

-~
:

221
6.94

cof
oy
<

LNy
-

45.99

Current
NAME

EXPNO
PROCNO

T T T T T T T T T T T
180 170 160

Current Data Parameters
NAME JpPravel

1
1

F2 - Acquisition Parameters
te. 2013071

298.0 K
2.00000000 sec
1

CHANNEL, £1
500.2620736 MHz
1H

9.35 usec
27.37999916 W

F2 - Processing parameters
s1 32768

500.2600067 Miz
EM

0.20 Hz

1.00

Data Parameters
JPPt2Mel

F2 - Acquisition Parameters
is 13071

2.00000000 sec
0103000000 sec
1

CHANNEL £
125.8043140 MH
13

11.50 usec
32.22800064 W

CHANNEL f£2
s 500.2610771 MHz
NUC2 1
CPDPRG[2 waltzl6

CPD2 0.00 usec
PLHZ 0.77000046 W
PLW12 0.39267001 W
PLW13 0.25130999 W
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 125.7905352 MHz
WDH EM

SSB o

LB 1.50 Hz
=] 0

pC 1.40

T T T
150 140 130

T
120

T
110

T
100

920

80

70

60

50

40

30

20

T T
10 ppm

Slika P59°C NMR spektar kompleksé2a, sniman u DMSO-u.
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Slika P60HSQC NMR spektar kompleks&a, sniman u DMSO-u.
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Slika P61.1C spektar kompleksi2a.
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B0
m/z amu

e e s e T TREGY FeE T AGTERT - Ae% 6 055 SouRTE
c.oes , —133.0856
e.ses]
s.005 ]
s.5e54
231 1157

s.00s ]
4505 ]

E se7.3087

s 4.008] 2140801
s.5e5]
1691119
s.005]
BT, 0.07 5
2005
. E
R PR 1Y

1.005 ]

»
5.0aa l

losch n L ) O N el L e
7do 250 556 P 556 556 750 556 7565 766 WZeo 1365 4466 500

TTOF ST 0993 6 1,222 i o TS0V Ros T Wit AGTSAT

T

-
4
S

Wi 6.555 SoUnts

Fp
Slika P62 Maseni spektar komplekga.
NAME JPPL2EL1l

Time ™
INSTRUM
PROBHD
BULPROG

D
SOLVENT

cl
1

|3
PLW1

SF
WD
ssB

I — T

T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6. .0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25

5 6
b Wﬁ : s
o 18 5y <l
[ i s 3 | &
b3

14.76
10.10

3.08
12.02
44.68

F2 - Acquisition Parameters
20.

712
10.45

spect
S mm BBO BB-1H

0.144862 Hz
3.4515626 sec
90.5

298.0 K
2.00000000 sec
1

CHANNEL £1 e
500.2621312 MHz
1H

9.35 usec
27.37999916 W

F2 - Processing paramsters
st 32768

500.2600064 Mhz
EM

0.20 Hz

1.00

Slika P63*H NMR spektar kompleksi&3a, sniman u DMSO-u.
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159,74

Current Data Parameters
NAME JPPL2ELL

VNS e :

F2 - Acquisition Parameters

Date 20130712
Time

INSTRUM spect
PROBHC 5 mm BBO BS-1H
PULPRCG 2gpg30

™ 32768
SOLVENT DMSO

N5 1408

DS a

SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.308261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050

DR 16.800 usec
DE 6.50 usec
Ead R

D 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

e = CHANNEL £1 ========
125.8043140 MHz
13C

11.50 usec
32.22800084 W

= —= CHANNEL £2 == B
sFO2 500.2612582 MHz

NuC2

CPDPRG [2 waltz16
PCPD2 80.00 usec
PLW2 20.77000048 W
PLW12 0.35267001 W
PLW13 0.25130598 W

F2 - Processing parameters
s 32768

SF 125.7905349 MHz
WDH EM
SSB 0

Le 1.50 Hz
GB 0

BC 1.40

T T T T T T T T T T L T T T LA
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

T T
10 ppm

Slika P64°C NMR spektar kompleks43a, sniman u DMSO-u.
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Slika P65HSQC NMR spektar komplek$€é3a, sniman u DMSO-u.
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Prilog

%Transmittance

1007

2928.6

Jelena M. Poljarevi

1651.3

1446.9

1740.4°

840.9

1284.6

1026.4

1198.5

3000

2500 2000
Wavenumbers (cm-1)

1500

1000

Slika P66.C spektar kompleksi3a.

=

TTGF MST 0.446 (5 1,175 rin from

7.0m5
6.505
&.005 ]
5.505 ]
ERNE
a.505 ]
4.0e5 ]
s.505
3.0e5 ]
2505
2.005 ]
1.5as5 ]
A7
1.0051

>
5.0a4

2140

1119

0.076

1ps 1014

——133.0856

231.1157

o1

oglip
426.3370

A

BV _po=T Wit AGTSIT

i e

s, 7 088 counts.

]

o.0
%

L

Ledf
556 =66 550

S50

700 sdo 1060 1100 EECE

500
iz mmu

3300 2400 7500

Tor

4,404
a.zea ]
4.00a ]
3.804
3604
3404 -
3.20a
3.004a
2804
2. 6ea
2404
22ea ]
z.004 )
1.8ea ]
1.60a]
1404 ]
1.zea ]
1,004 ]

so00.0]

s000.0

4000.0

2000.0 4

oc.o

RAST G335 1o 1. 175 rin from

TRIKEOV_Bos 7 WiTt AGISNT

|

.

i< 7,085 counts

Tos 5

7o7.6 7oz 5 705.0

B

7166 716.5 Fit1.o

79,5 EREX:)

Slika P67 Maseni spektar komplek$&éBa.
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3000

(2000

1000

—1000

100
507
443
T80 —

85 en 79 7.0 65 6.0 35 5.0 4.5 4.0
1 fppmy

Slika P68H NMR spektar kompleksi2b, sniman u DMSO-u.
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IIpnor 1.

H3jaBa 0 ayTopcTBY

TTornucana Jerena M. IossapeBuh

6poj unaekca J1X20/2007

HU3jaBbyjem
Ja je TOKTOpCKa IucepTalrja moJ HaCJIOBOM

Kowmmekcu Pt(1) u Pt(IV) ca HOBUM THAaMUHCKUM JIMTAHAMMA. CUHTE34,

KapaKTepmauHia W AaHTUTYMOPCKA aKTHUBHOCT

¢ pe3yiTaTt CONCTBCHOI UCTPAKHUBAYKOI paaa,

* 1a IpeJUIoKeHA AcepTalyja y HeJIMHN HU y JIeTIOBUMa HUje Ouia mpeaioskeHa
3a poOujame OWJIO KOje TUIUIOME NpeMa CTYIUjCKUM IpOorpaMuMa ApPYrHX
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

* la cy pe3yJTaTd KOPEKTHO HaBEICHU U

* Ja HHCaM KpUIMO/lla ayTOpcKa MpaBa W KOPUCTHO HMHTEIIEKTYAIHY CBOjJHHY
JpYyTuX JHLA.

IHoTnuc KoKTOpaHIa

VY Beorpany, 9.04.2015.




Ipuaor 2.

H3jaBa O HCTOBETHOCTH ITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Nwme u npe3ume aytopa Jenena M. [MosbapeBuh

bpoj nnnexca 1X20/2007

Crynujcku mporpam J{OKTOp XeMHU]CKHX HayKa

Hacnos pana Kommiekcu Pt(1) u Pt(IV) ca HOBUM TMaMUHCKUM JIMTaHIMMA: CHHTE3a,

KaDaKTeDI/IBaHHia N aHTUTYMOPCKa aKTUBHOCT

MenTtopu ap Tubop Cabo u ap Cama ['prypuh-Illunka

[MTornucana Jenena M. [ossapeBuh

U3jaBibyjem na je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3HjH KOjy caM Ipeana 3a o0jaB/biBame Ha MopTany JJMruTajaHor peno3uropujyma
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM a ce o0jaBe MOjU JTUYHHU MMOJAIM BE3aHU 32 JOOHjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO pohema U 1aTyM ofdpaHe
pana.

OBM JNMYHM TOAALM MOTY ce O0jaBUTHM Ha MpPEKHUM CTpaHUIAMa JIUTUTAIHE
O6ubnuoTeke, y eNEeKTPOHCKOM Karalory W Yy myOiluKanujama YHHBEp3UTeTa Yy
beorpany.

Hornuc noKkTopanga

VY Beorpany, 9.04.2015.




Ipuaor 3.

N3jasa o kopumhemwy

Omnamthyjem YHuBepsutercky Oubmmoreky ,Cserozap Mapkosuh® na y JururtamHu
peno3uTopujyM YHHUBEp3uTeTa y beorpamy yHece Mojy JOKTOPCKY IHUCEpTaInjy MO
HaCJIOBOM:

Kommiekeu Pt(I) u Pt(1V) ca HOBUM THAMUWHCKUM JINTAHIMMA. CHHTE34,

KaDaKTDPISaHHia W aHTUTYMOPCKA aKTUBHOCT

KOja je MOje ayTOPCKO JeIO.

JlucepTanujy ca CBUM MPUIIO3MMA Mpeao/ia caM y eeKTPOHCKOM (popMmary moroJgHoM
3a TPajHO apXUBHUPABHE.

Mojy TOKTOPCKY AUCEpTalnjy MoXpameHy y Jurutanau perno3utoprjym Y HUBEp3UTETa
y beorpamy Mory ga KopucTe CBU KOjH MOIITY]Yy OApeade caapkaHe y o1abpaHOM THITY
munenne Kpeatusue 3ajequuie (Creative Commonsh kojy cam ce ouryunol/ia.

1. AyropcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — O€e3 mpepajie

4. AyTOopCcTBO — HEKOMEPIIM]jATHO — ACIUTHU TOJ UCTUM YCIOBUMA
5. AytopcTBO — 0€3 mpepaje

6. AyTOpcTBO — JAENUTH MOJ UCTUM yCIOBUMA

(Monumo 51a 3a0KpyXXHTE camMO jeHY OJ LIeCT MOHYHEHUX IHUIICHIH, KpaTak OIKC
JIMIICHITA AT je Ha MMoJIChuHU JTUCTa).

HoTrnuce 1okTOpaHga

VY Beorpany, 9.04.2015.




