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АПСТРАКТ 
 

Увод: Основни циљ докторске дисертацијe је био синтеза комплекса паладијума(II) са 

различитим азот и селен донорским лигандима и испитивање њихове антимикробне, 

антибиофилм, антиоксидативне активности, интеракције са молекулом ДНК, 

генотоксична и антитуморска активност. У ери микробне резистенције, наведена 

истраживања су имала за циљ проналажење антимикробног лека са ширим спектром 

деловања који ће имати минимум нежељених ефеката. Од медицинског значаја је и 

проналажење потенцијалног антитуморског лека. 

Материјал и методе: Приказана је синтеза и карактеризација 7 комплекса Pd(II) са 

различитим азот и селен донорским лигандима, стандардним аналитичким методама. 

Антимикробна активност је испитивана микродилуционом методом са ресазурином, а 

антибиофилм активност на формираном биофилму, методом са кристал виолетом. 

Коришћен је широк спектар различитих микроорганизама (Грам-позитивне, Грам-

негативне бактерије, квасци, филаментозне гљиве), при чему се водило рачуна да су 

подједнако заступљени стандарди и изолати, нарочито патогени. За испитивање 

антиоксидативне активности коришћен је тест капацитета неутралисања DPPH радикала. 

Интеракције награђених комплекса са CT-ДНК праћене су апсорбционом и 

флуоресцентном методом као и мерењем вискозности раствора, док су интеракције са 

BSA испитиване флуоросцентном методом. Извршена је симулација молекула докинг 

методом. Генотоксична активност комплекса Pd(II) у култивисаним хуманим 

лимфоцитима испитивана је коришћењем Комет теста. Цитотоксична активност 

новосинтетисаних једињења је испитивана помоћу МТТ колориметријске технике.  

Резултати: Тестирани азот-донорски лиганди и одговарајући комплекси Pd(II) показали 

су селективну и ограничену антимикробну активност. Комплекси Pd(II) са селен 

донорским лигандима, C5 и C7 показали су најзначајнију активност према бактерији 

Pseudomonas aeruginosa, при чему су активности биле боље у односу на позитивну 

контролу. Активности боље или у рангу позитивних контрола показује и комплекс C5, 

на филаментозним гљивама Trichoderma  viridae ATCC 13233 и врстама рода Aspergillus, 

као и комплекс C7 на биофилму P. aeruginosa. Значајну антиоксидативну активност 

Pd(II) комплекса са азот-донорским лиганадима показује само С4, док се од комплекса 

Pd(II) са селен донорским лигандима значајно истиче C6 комплекс.  



 

 

Испитивани комплекси Pd(II) умерено интерагују са молекулом CT-ДНК и BSA, нешто 

већи афинитет показују према молекулу BSA. Селен донорски комплекси Pd(II) су 

показали већи степен интеракције у односу на азот донорске комплексе Pd(II). 

Подједнако су заступљени „minor groov“ и интеркалација као начини везивања са 

молекулом CT-ДНК. Највећи генотоксични ефекат показује комплекс С7, a најмањи С5. 

Комплекс C6 је показао најзначајнију антитуморску активност. 

Закључак: У времену раста микробне резистенције и стопе обољевања од малигних 

болести, проналазак потенцијалног лека са мало споредних ефеката и широког спектра 

дејства је циљ бројних истраживачких група широм света. Ово in vitro истраживање 

издваја комплекс С5 као најмање генотоксичан, са изразитом антимикробном 

активношћу према одређеним микроорганизмима, и комплекс С6 са изразитом 

антиоксидативном и цитотоксичном активношћу. Сходно томе, истраживања за оба 

комплекса су оправдана и подстичу наставак истраживања у области примене комплекса 

метала као лекова.  

Кључне речи: комплекси Pd(II), азот и селен донорски лиганди, антимикробна, 

антибиофилм, антиоксидативна активност, CT-ДНК и BSA, генотоксичност, 

цитотоксичност 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: The main goal of the doctoral dissertation was the synthesis of the palladium(II)  

complexes with different nitrogen and selenium donor ligands and examining their 

antimicrobial, antibiotic, and antioxidant activities, interactions with DNA molecules, 

genotoxic and antitumor activity. In an era of microbial resistance, the research cited was aimed 

at finding an antimicrobial drug with a wider range of effects that would have minimal side 

effects. It is also of medical importance to find a potential antitumor drug. 

Materials and methods: Standard analytical methods show the synthesis and characterization 

of 7 Pd(II) complexes with different nitrogen and selenium donor ligands. Antimicrobial 

activity was tested by a microdilution method with resazurin, and antibiofilm activity was tested 

on the formed biofilm, a method with crystal violet. A wide range of microorganisms (Gram-

positive, Gram-negative bacteria, yeasts, filamentous fungi) were used, ensuring that standards 

and isolates were equally represented, especially pathogens. A test of the capacity to neutralize 

DPPH radicals was used to test antioxidant activity. Interactions of synthesized complexes with 

CT-DNA were examined using the absorption and fluorescent method as well as measuring the 

viscosity of the solution, while interactions with BSA were examined using a fluorescent 

method. A simulation of the docking molecules was performed. The genotoxic activity of 

complexes Pd(II) in cultivated human lymphocytes was tested using Komet tests. Cytotoxic 

activity of newly synthesized compounds was tested using an MTT colourimetric technique. 

Results: Tested nitrogen donor ligands and corresponding Pd(II) complexes showed selective 

and limited antimicrobial activity. Complexes Pd(II) with selenium donor ligands, C5 and C7 

showed the most significant activity towards the bacterium Pseudomonas aeruginosa, where 

activities were better than the positive control. Activities better or in the rank of positive 

controls are shown in the case of C5 complex, on the filamentous fungus Trichoderma viridae 

ATCC 13233 and the species of Aspergillus, as well as in the case of the C7 complex on the 

biofilm P. aeruginosa. Significant antioxidant activity of the Pd(II) complexes with nitrogen 

donor ligands exhibits only C4, while the C6 complex of the Pd(II) complexes with selenium 

donor ligands is significantly highlighted. The examined Pd(II) complexes moderately interact 

with the CT-DNA and BSA molecules, with a slightly higher affinity towards the BSA 

molecule. Selenium donor Pd(II) complexes showed greater interaction than nitrogen donor 

Pd(II) complexes. "Minor groove" and intercalculation are equally represented as ways of 



 

 

binding to the CT-DNA molecule. The biggest genotoxic effect shows the C7 complex and the 

smallest C5. C6 complex demonstrated the most significant antitumor activity. 

Conclusion: At a time of growth of microbial resistance and rates of malignant diseases, 

finding a potential drug with few side effects and a wide range of effects is the goal of numerous 

research groups around the world. This in vitro research singles out complex C5 as the least 

genotoxic, with a distinct antimicrobial activity towards certain microorganisms, and complex 

C6 with distinctive antioxidant and cytotoxic activity. Consequently, research for both 

complexes is justified and encourages continued research in the field of the application of metal 

complexes as medicines. 

Keywords: Pd(II) complexes, nitrogen and selenium donor ligands, antimicrobial, antibiofilm, 

antioxidant activity, CT-DNA and BSA, genotoxic, cytotoxic activity 
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1. УВОД 

1.1. Изазови данашњице 
 

Према подацима Светске здравствене организације после кардиоваскуларних 

болести највећи узрочник смрти су различите врсте карцинома од којих највећу смртност 

показује канцер плућа [1]. Иза карцинома, по броју умрлих, следе вирусне инфекције, 

попут ХИВ-а. Такође, појава нових вируса попут COVID-19, H1N1, SARS, MERS и др. 

који одузимају све већи број живота на планети, указује на чињеницу да ће управо 

вирусне инфекције бити главни узрочник смрти у будућности [2]. Сваке године билиони 

евра се троше широм света на лечење ових болести, што указује на чињеницу да су 

истраживања у области проналаска ефикасних, са мање споредних ефеката и 

економичнијих лекова, неопходна у данашњем времену.  

 Тренутна ситуација показује да су у савременој медицини главни изазови: 

1) резистенција микроорганизама која је постала светски проблем  

2) употреба лекова која драматично расте, насупрот чињеници да темпо којим се 

откривају нови се драматично успорава 

3) дијагностиковање све већег броја болести које захтевају проналажење нових лекова. 

Процењује се да ће се број смртних случајева узрокованих резистентним 

микроорганизмима повећати на 10 милиона до 2050. године, премашујући број смртних 

случајева од карцинома [3]. 

Која је улога прелазних метала у овој причи? Још од давнина се једињења гвожђа 

користе у лечењу анемије, сребро је познато по антибактерицидном дејству, док се 

једињења литијума користе код различитих облика депресија. Ова слика добија нови 

изглед са Росенберговим открићем да једињење познато као циплатина поседује 

антиканцерогено дејство [4]. Цисплатина је у данашњим медицинским протоколима 

хемиотерапије врло честа. Након открића цисплатине, истаживања у области примене 

једињења прелазних метала у медицинске сврхе су експлодирала. Поред интензивне 

употребе одређених једињења прелазних метала у хемиотерапији, истраживања показују 

да једињења прелазних метала могу да буду ефикасна и као анти-ХИВ и анти-маларични 

агенси, а такође показују и друга антимикробна дејства. Може се закључити да су 

истраживања у области примене прелазних метала вишеструко оправдана јер су активна 

против болести које односе милионе људских живота широм планете сваке године. 
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1.2. Антимикробнa активност 

1.2.1. Антимикробна стратегијa у ери резистенције 

 

 Микроорганизме изазваче болести називамо патогеним микроорганизмима. 

Квантитативна мера способности да микроорганизам изазове инфекција назива се 

вируленција [5]. Патогени микроорганизми се разликују у односу на непатогене због 

поседовања једног или више фактора вируленције. Фактори су способност 

микроорганизма да уђе у домаћина, да буде инвазиван, да има могућности адхеренције 

и колонизације, да продукује токсине, способност избегавања имунског одговора и друго 

[6].  

 Открићем првих антибиотика драматично се променио квалитет човековог 

живота. По први пут је било могуће ефикасно контролисати инфективне болести. 

Нажалост рутинска употреба антибиотика за контролу инфекција наметнула је развој 

резистенције у популацијама микроорганизама и њихову отпорност на антибиотике на 

које су били осетљиви само пар деценија уназад.  

 Појава резистенције микроорганизама отпорних на лекове постала је велики 

светски клинички проблем. Упркос чињеници да се увелико користе нови савремени 

антибиотици, вишеструкa отпорност на лекове (eng. multiple drug resistance - 

MDR) остаје велики изазов савремене медицине. Сходно томе, намеће се хитна потреба 

за проналажењем других лекова и метода у лечењу инфекција изазваних 

микроорганизмима. Бионеорганска хемија развија алтернативе за борбу против 

микробиолошке резистенције. Бионеорганска стратегија има неколико механизама 

деловања:  

1) стратегија заснована на малим комплексима метала, 

2) модификовани макромолекули на бази метала, 

3) наночестице метала и оксида метала, 

4) и друге [7]. 

 Живот у ери резистенције као последицу има да употреба сигурног, економичног 

и ефикасног антибиотика више готово да није могућа. Штавише, MDR инфекције су 

један од најозбиљнијих узрока смртности пацијената са трауматским лезијама и након 

операције. Дуга листа сојева отпорних на лекове укључује Аcinetobacter baumannii и 

Enterobacteriaceae, вишеструко резистентне сојеве (сулфонамид, пенцилин и 

ванкомицин) Staphylococcus aureus, макролид отпорна Streptococcus pyogenes, 

пеницилин отпорне Streptococcus pneumoniae и Pseudomonas aeruginosa, вишеструко 
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резистентна Mycobacterium tuberculosis и неколико других [8,9,10]. Истовремено се 

суочавамо са повећањем отпорности на лекове за  најотпорније патогене организаме 

(Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa и 

Enterobacter врсте). Смртни исходи повезани са MDR-ом сваке године односе милионе 

живота [11]. Међутим, фармацеутска индустрија, научне институције, глобалне агенције 

и националне владе још увек не улажу довољно средстава за развој и производњу нове 

генерације антибиотика. 

 Потенцијалне негативне последице стављају друштво у опасност од ризика 

ширења тешких MDR инфекција. Штавише, епидемиолошки докази указују на све већу 

улогу загађења ваздуха, у ширењу резистентних микроорганизама. Загађен ваздух је 

смеша која се састоји од хемијских токсичних једињења, честица материја (eng. 

particulate matter – PM), микробиолошких загађивача и друго. Удисање високо патогених 

бактерија или вируса, који би могли бити транспортовани PM-ом додатни је фактор који 

повећава глобално опасност по животну средину [12,13]. 

 

Слика 1. Развој антимикробних лекова последњих 100 година 

 

 Будућност изгледа посебно мрачно јер је развој нових антибактеријских лекова 

знатно успорен. Празан простор у иновацијама јавља се због потешкоћа у проналажењу 

алтернативних механизама деловања антибиотика. Гледано уназад, према историји 

открића антибиотика први антибиотици су били изоловани из ћелија микроорганизама - 

златно доба (Слика 1). Следи медицинско хемијска ера у којој долази до развоја 

синтетичких антибиотика, након чега се суочавамо са ером резистенције у којој се ми 

сада налазимо [11].  

 

1925 1950 1975 2000 2025
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За антибактеријске лекове најчешћи механизми деловања заснивају се на 

инхибицији синтезе ћелијског зида код бактерија, нарушавању функција мембране, 

инхибицији синтезе нуклеинских киселина и протеина, инхибицији метаболизма фолата 

и тд [14,15].  

У ери резистенције развој нових лекова је усмерен на дизајнирање супстанци које 

ће се циљано везивати у одговарајућем микроорганизму. Тај нови модел више се не 

задржава само на антибиотицима већ се спектар проширује на различите комбинације у 

проналаску најбољег лека са циљаним дејством и без резистенције (Слика 2) [16-18].  

   

 

Слика 2. Стратегија развоја савремених антимикробних лекова 

 

 

1.2.2. Механизам дејства антимикробних једињења и резистенција 

микроорганизама 

 

 Антимикробна активност антибиотика заснована је на томе да антибиотик омета 

важне биохемијске процеса у микроорганизму што резултира инхибицијом раста и деобе 

ћелија и на крају доводи углавном до ћелијском смрти [14,15]. Микроорганизми попут 

бактерија или гљивица, имају механизме да се одупру дејству антибиотика и да развију 

резистенцију. Они могу стећи отпорност на антибиотике мутацијама у генима и њиховим 

хоризонталним преносом (Слика 3) [7]. Бактерије су у стању да успоставе отпорност на 

антибиотике кроз спонтану мутацију, али се сматра да без других механизама, попут 

хоризонталног, а затим и вертикалног преноса гена, тај процес би био знатно успорен 

[19]. Хоризонтални пренос гена је примарни механизам одговоран за ширење 
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резистенције на антибиотике међу бактеријама. У хоризонтални трансфер гена укључена 

су три основна процеса: трансформација, трансдукција и коњугација. Хоризонтални 

пренос гена игра важну улогу у еволуцији бактерија. ДНК улази у ћелије примаоца 

помоћу транспортних система ДНК повезаних са мембраном, а ти системи омогућавају 

улазак само једноланчане ДНК. Међутим, недавне студије су откриле и нови тип 

природне бактеријске трансформације у којој се дволанчана ДНК преузима у 

цитоплазму, чиме се допуњују постојеће методе преноса ДНК међу бактеријама. 

Откриће трансформације плазмида која је зависна од контакта ћелије-ћелија имплицира 

присуство додатног/их механизма/а трансформације. Неки прегледи литературе 

сумирају тренутна сазнања са нагласком на недавним истраживањима у погледу 

потпуног разумевања механизама хоризонталног преноса гена. Та сазнања ће обезбедити 

основу за праћење и контролу резистенције на више лекова [20].  

Резистенција постоји готово за све до сада развијене класе антибиотика при чему 

се резистенција на антибиотик развија у просеку 50 година након прве употребе [17]. 

 

 

Слика 3. Механизми резистенције код микроорганизама 

 

Неки истраживачи су показали да постоји различити спектар механизама којима 

се ћелијски зид бактерија мења и адаптира у присуству липофилних једињења. Повећање 

или смањење његове хидрофилности узрокује промену пропустљивости при чему се 

отежава или олакшава пролазак различитих супстанци. Ако се липофилна једињења 

акумулирају ћелијска мембрана може да промени свој састав, а самим тим и функције. 

Неки од механизама за заштиту ћелије од негативних ефеката липофилних једињења на 

ћелијску мембрану су повећање хидрофилности S-слоја, промену конфигурације 

фосфолипида из cis у trans, или прелазак масних киселина у засићену форму при чему се 

врши реструктуирање фосфолипидног двослоја, активно излучивање из ћелије, код 

Грам-негативних бактерија промену липополисахарида у спољашњем омотачу, па затим 

повећање повезаности конституената ћелијског зида и др. [21]. 
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 Како антибактеријски лекови имају различита циљна места деловања, тако и 

бактерије дају свој одговор на њихово деловање (Слика 4).  

 

Слика 4. Механизми деловања различитих антибиотика на бактеријску ћелију 

 

 Разлог томе је и чињеница да постоји више механизама уз чију помоћ се јавља 

резистентност бактерија на лекове. Ти лекови могу бити и сродни, али и удаљени по 

хемијској структури. Неки од механизама резистенције су и детаљно разјашњени, као 

што је инактивација лека ензимском деструкцијом, промене у пропустљивости ћелијске 

мембране, мењање циљног ензима и/или метаболичког пута, мењање структуре 

рибозома итд [14,22]. 

Велики број истраживача последњих деценија ради у области антимикробне 

активности различитих супстанци као и на проналажењу нових компоненти које се могу 

применити у борби против различитих микроорганизама и инфекција које изазивају. 

Међу испитиваним супстанцама које показују одређено или пак значајно антимикробно 

деловање су и комплекси прелазних метала.  
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Микроорганизми, изазивачи инфекција, различити су по грађи својих ћелија. 

Рецимо, основне разлике се уочавају код гљива које имају еукариотску грађу ћелије, док 

су бактерије са прокариотском грађом. Због тога и механизми антимикробног деловања 

зависе првенствено од карактеристика циљних микроорганизама. Код бактерија зависи 

и од типа грађе ћелијског омотача, јер постоји суштинска разлика у дебљини 

пептидогликанског слоја код Грам-позитивних и Грам-негативних бактерија [15]. 

Дебели ћелијски омотач Грам-позитивних бактерија је сложена структура 

изграђена од пептидогликана (20-80 nm) (Слика 5). Осим овог слоја ћелијски зид Грам-

позитивних бактерија изграђен је и од теихоичне киселине (полисахарид састављен од 

рибитол-фосфата и алкохола глицерола повезаних фосфодиестарским везама), 

липотеихоичне киселине, полисахарида и протеина [15]. Због присуства теихоичне 

киселине на површини ћелијског зида је негативно наелектрисање. Ова сложена 

структура ипак не представља значајну баријеру за антибактеријске лекове [23,24]. 

 

 

Слика 5. Грађа ћелијског зида Грам-позитивних бактерија 

 

За разлику од њих, Грам-негативне бактерије имају тањи ћелијски зид који је 

знатно сложенији по хемијском саставу (Слика 6). Ове бактерије имају значајно тањи 

пептидогликански слој (7-8 nm). Осим овог слоја, оне имају и спољашњу мембрану, која 

се налази изнад пептидогликанског слоја, а која је изграђена од фосфолипидног двослоја, 

али и липопротеина и липополисахарида. Спољашња мембрана код ових бактерија има 

вишеструке функције. Хидрофобни молекули не могу да прођу кроз спољашњу 

мембрану ћелијског омотача Грам-негативних бактерија, зато што он представља 

баријеру за молекуле веће од 600 Da. То је један од разлога што Грам-негативне бактерије 

поседују већу отпорност у односу на Грам-позитивне бактерије на дејство различитих 

антимикробних супстанци [25]. Велики утицај на отпорност према антибактеријским 

лековима даје и њихово негативно наеалектрисање са спољашње стране омотача. Оно 

спречава фагоцитозу као један од основних одбрамбених акција домаћина према 
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патогену. Негативно наелектрисање утиче и на деловање неких антимикробних 

супстанци као што су пеницилин, детерџенти, тешки метали и одређене боје [24,26].  

 

 

Слика 6. Грађа ћелијског зида Грам-негативних бактерија 

 

Споменута циљна места где се врши утицај на бактеријске ћелије су и ћелијска 

мембрана и цитоплазма ћелије. Ћелијска мембрана је изграђена од фосфолипидног 

двослоја у коме су уроњени различити протеини. Липофилна једињења интерагују са 

фосфолипидним двослојем што доводи до промене у структури и функцији. Уколико се 

активно једињење акумулира унутар ћелије, ћелијска мембрана губи интегритет при чему 

се дешавају различите промене активности ензима. Антибактеријске супстанце, уколико 

уђу у ћелију, могу деловати, на различите процесе у ћелији. Антибактеријски лекови могу 

да ометају или да потпуно инхибирају репликацију, да утичу на коагулацију 

цитоплазматског садржаја, на акумулацију слободних радикала. Сви наведени процеси 

могу да изазову дисбаланс у метаболизму ћелије као и поремећај јонске хомеостазе [21].  

Велики број гљива може бити изазивач инфекција и озбиљна претња по здравље. 

Иако неке од гљива живе у симбиози са човеком, или су присутне у његовој околини, код 

човека постоје различите реакције на присуство гљива. Код неких, гљиве могу да изазову 

алергијске реакције првенствено на њихове протеине. Људи реагују на токсине код гљива 

али гљиве могу да изазову и микозе - гљивичне инфекције. Раст броја тешких гљивичних 

инфекција бележи се од друге половине прошлог века. На ту појаву утичу бројни 

фактори. Неки од утицаја је повећање броја особа са смањеним стеченим имунским 

одговором. Стечена имунодефицијенција може бити последица употребе 

имуносупресива или хемиотерапеутика, али и неких вирусних инфекција. Значајан 
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фактор повећања гљивичних инфекција код људи је и повећна употреба антибиотика са 

широким спектром деловања [27]. 

Гљиве се по грађи разликују од бактерија. Грађа ћелија гљива је знатно сложенија 

од бактеријских ћелија првенствено зато што су оне еукариотски организми. Неке од ових 

гљива су са ћелијама овалног облика, каквог су на пример квасци. У ту групу спадају 

родови Rhodotorula, Saccharomyces и Candida. Припадници ових родова су често 

присутни у људском организму као нормални становници нашег тела или се налазе у 

нашој околини и често их уносимо храном при чему они не узрокују инфекције у нашем 

телу. Али у условима смањеног имунског одговора нпр. при различитим инфекцијама кад 

смо под дејством антибактеријских лекова или других хемиотерапеутика, могу да изазову 

гљивичне инфекције. Такве патогене називамо опортунистичким и ту могу да се уброје 

и врсте квасаца из свакодневне људске употребе, као што су Saccharomyces cerevisiae и 

C. albicans који су нормални становници нашег тела и са другим врстама из рода Candida 

изазивају више десетина хиљада болничких инфекција годишње [28,29]. Инвазивна 

кандидијаза је у новије време постала четврта најчешћа инфекција у САД и Европи [30], 

при чему је стопа смртности код ових обољења врло висока, близу 40% [31]. Код људи је 

C. albicans најчешћи патоген међу гљивама, а често се као патогени јављају и друге врсте 

из рода Candida (C. glabrata, C. parapsilosis и C. krusei) [30]. Сви наведени подаци указују 

на потребу проналажења нових антимикотика.  

Друге гљиве, као на пример представници рода Aspergillus, су вишећелијски 

организми. Њихово тело, мицелија, изграђено је од гранатих нити које се зову хифе. Иако 

су једноћелијске гљиве као и вишећелијске еукариоти, постоје разлике у грађи њихових 

ћелија. То се првенствено огледа у грађи ћелијског зида. Ћелијски зид гљива је 

карактеристична структура  и састоји се углавном од глукана, хитина и гликопротеина. У 

ћелијском зиду квасаца, хитина нпр. има у нешто мањем проценту него код 

вишећелијских гљива. Преглед истраживања који се односи на компоненте ћелијског 

зида код различитих гљива као и могућ утицај антифунгалних лекова на те структуре 

описали су Garcia-Rubio и сарадници [32]. 

Механизми антифунгалног деловања су комплекснији због саме грађе ћелија 

гљива. Додатни проблем је што због постојања сличности ћелија гљива са хуманим и 

анималим ћелијама, антифунгални лекови испољавају токсично дејство. Пример за то је 

амфотерицин Б такозвани „златни стандард“ за лечење микоза, који се користи због 

високе ефикасности, упркос тешким нежељеним токсичним ефектима [33]. Овом леку 

биомембране су примарна мета, како у фармаколошки пожељним, тако и у токсичним 

споредним ефектима [34].  
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Компоненте ћелијског зида гљива нису присутне код људи и зато је он структура 

и у новије време одлична мета за антифунгалну терапију. Неки аутори су разматрали 

састав и синтезу, утицај компоненти ћелијског зида у интеракцији гљива – домаћин, али 

и улози ћелијског зида као мете за антифунгалну терапију код квасаца (Candida) и 

филаментозних гљива (Aspergillus) [35,36].   

Сви наведени разлози указују на потребе да се ради на откривању како нових, тако 

и безбедних, антифунгалних агенаса. Механизми деловања антифунгалних лекова се 

огледају у неколико основних праваца као што су повећање пропустљивости ћелијске 

мембране, при чему се врши нарушавање њеног интегритета, у инхибицији синтезе 

ћелијског зида, инхибицији синтезе нуклеинских киселина или инхибицији ћелијске 

деобе митозе (Слика 7).  

 

 

Слика 7. Механизми антифунгалног деловања 

 

 

1.2.3. Развој нових антимикробних једињења на бази једињења јона 

метала 

 

Микроорганизми су, као што је наведено, развили бројне одбрамбене механизме 

на дејство разних антимикробних супстанци. То је довело до пораста инфекција 

изазваних резистентним или мање осетљивим микроорганизмима. Такође, 

опортунистичке инфекције изазване гљивама C. albicans и A. species су у све већем 

порасту, што је навело многе научнике на проналажење нових антимикробних агенаса 

који се могу ефикасно применити у борби против инфекција. 

Један од најперспективнијих приступа у борби против резистенције 

антимикробних једињења се заснива на дизајнирању нових лекова и терапијских 
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стратегија, који истовремено користе више механизама деловања. Развој нових 

антимикробних агенаса иде у правцу мултифункционалности што би захтевало више 

истовремених мутација гена у истој микробној ћелији, што је мало вероватно. 

Бионеорганска хемија нуди одређена решења у коришћењу једињења метала као 

потенцијалних антимикробних једињења, која показују активност против сојева 

отпорних на постојеће лекове. Комплекси метала представљају занимљиву алтернативу 

конвенционалним лековима. Постоји разноликост у дизајнирању нових једињења 

метала у борби против микоорганизама, на пример Вернерова класична комплексна 

једињења,  затим метали координовани за био-макромолекуле, метални оксиди или 

кооришћење неорганских наночестица. Дизајнирање координационих једињења као 

потенцијалних антимикробних лекова даје широк спектар јер постоји велики број 

метала који би имали потенцијал, а постоји и огроман број лиганада који би могли да 

се комбинују са металима у проналаску идеалног лека [7].  

У литератури су представљени бројни мали комплекси метала који испољавају 

антимикробну активност. Коришћене су углавном две стратегије, или су познати 

антибиотици координовани са металом, или су синтетисана потпуно нова једињења. 

Како су комплексна једињења углавном позитивно наелектрисана њихова предност је 

електростатичко везивање са негативно наелектрисаним ћелијским компонентама и 

молекулима. Укључивање метала у биолошке структуре са познатим антимикробним 

средством омогућава стварање лекова са ширим спектром активности и новим 

путевима деловања, који могу заобићи постојеће путеве резистенције.  

 

Овај приступ има три главна циља: 

1) стварање обрнутог механизма микробне резистенције 

2) развој нових лекова са механизмом деловања непознатог патогеним 

бактеријама 

3) смањење токсичности металног јона стварањем координационог комплекса 

[37].  

 

У поређењу са њиховим родитељским органским једињењима, 

металоантибиотици обично показују појачану антимикробну активност, посебно 

против сојева отпорних на антибиотике. Други приступ укључује развој нових 

комплекса метала који може да садржи врло разнолике лиганде. Иако су једињења 

метала показала велики потенцијал као антимикробни агенси, њихови механизми 

деловања нису до краја разјашњени. Комплекси метала могу ступити у интеракцију са 
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различитим врстама биомакромолекула, укључујући ДНК, РНК, протеине и липиде. Са 

друге стране метали могу бити изразито токсични по човеков организам, при чему 

механизам токсичности зависи од врсте метала, као и од врсте координованог лиганда 

[38]. Једна од најопсежнијих студија механизама токсичности метала повезана је са 

њиховом редокс активношћу што доводи до оксидације протеина, липида или 

оксидације ДНК. Штавише, метали могу довести до структурних модификација које 

условљавају деформацију биомакромолекула и губљење њихове функције. Метали 

такође могу угрозити интегритет ћелијске мембране или довести до слабљења 

хемиосмотског потенцијала мембране. Kомплекси метала могу довести до оштећења 

ДНК које доводи до ћелијске смрти. Да би се сви нежељени ефекти ефикасно 

превазишли, антимикробна средства на бази метала могу комбиновати више 

механизама акције и синергијског деловања ради повећања њихове ефикасности против 

микроорганизама отпорних на лекове, а смањења негативних ефеката.  

Приликом испитивања антимикробне активности комплекса метала, треба 

узети у обзир следеће факторе:  

1) природу метала 

2) природу лиганда  

3) хелатни ефекат (комплекси са хелатним лигандима показују повећану 

антимикробну ефикасност) 

4) нуклеарност метала у комплексу (динуклеарни комплекси су обично 

активнији од мононуклеарних) 

5) укупно наелектрисање комплекса (антимикробна ефикасност се често 

повећава следећим редом: анјонски < неутрални < катјонски комплекс) 

6) природу јона у спољашњој координационој сфери [39]. 

Наведени фактори су услов за добро дизајнирање комплекса метала који ће да 

испољи добру активност и мало споредних ефеката.  

 

1.2.3.1. Метали координовани са антибиотицима 

1.2.3.1.1. Комплекси метал-хинолон 

 

Хинолoни су група синтетичких антибактеријских лекова који садрже 4-оксо-

1,4-дихидроксихинолински скелет. Своју активност испољавају прекидом репликације 

ДНК. Хинолони инхибирају активност две есенцијалне топоизомеразе типа II, ДНК 

жиразе и топоизомеразе IV, ензима који су повезани са ДНК [40]. 
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Комплексирањем хинолона са јонима метала може се постићи синергијска 

антимикробна активност. Структура комплекса метала са хинолоном приказана је на 

Слици 8.  

 

Слика 8. Структура комплекса метала са хинолоном 

 

Услед присуства атома кисеоника и азота у њиховој структури, хинолони се могу 

координовати за јон метала монодентатно или полидентатно. Они такође могу бити 

мостни лиганди при чему формирају полинуклеарне комплексе [41]. Последњих 10 

година је публиковано више хиљада радова на ови тему, међу којима доминирају 

комплекси метала са 4-хинолоном. Комплекси хинолона су синтетисани са Mg(II), Ca(II), 

Mn(II), Fe(III), Co(II), Ni(II), Cu(II), Zn(II), Ag(I), Ce(III), Pd(II), Pt(II), Bi(III), Zr(IV), 

Au(III) [42-53]. Описани комплекси су углавном неутрални, мононуклеарни метал-

хинолонски комплекси, мада су описани и динуклеарни или полимерни комплекси. 

Потом су испитиване интеракције између ДНК и метал-хинолонских комплекса. Високе 

вредности константе везивања су дали металоантибиотици, доминантан је 

интеркалативни начин везивања за разлику од хинолин-ДНК интеракције која је типично 

електростатичка [39,43,54]. Већина публикованих једињења овог типа поседује умерену 

антимикробну активност, сличну координованом антибиотику [41]. Неколико 

публикација описује комплексе Co(II), Ag(I), Ni(II), Cu(II) и Zr(IV) са антимикробном 

активношћу већом од слободног лиганда [39,48,52,55,56]. Комплекси Mg(II), Ni(II) и 

Zn(II) са гатифлоксацином (четврта генерација хинолона) показали су се одлични у 

отклањању проблема  са метицилин резистентним сојевима неких бактерија (MRSA - 

Methicillin-resistant S. aureus) [57]. 
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1.2.3.1.2. Комплекси метал-тетрациклин 

 

Tетрациклини су група најчешће коришћених антимикробних средстава са 

широким спектром деловања против и Грам-позитивних и Грам-негативних бактерија. 

Механизам деловања испољавају кроз координацију за јоне метала у организму. Након 

акумулације у ћелијама тетрациклин се везује за Мg(II) јоне као бидентатни лиганд. 

Комплекс Мg-тетрациклин инхибира синтезу протеина везивањем за рибозоме 

микроорганизама и спречава додавање нових аминокиселина у пептидном ланцу [58]. 

Резистенција на тетрациклине је ретка и испољава се углавном кроз три механизма: 

појачано излучивање антибиотика, које смањује његову интрацелуларну концентрацију, 

синтезу протеина који штите од дејства тетрациклина или ензимском модификацијом 

лека [59]. Тетрациклини имају занимљиву структуру са много потенцијалних места за 

координацију јона метала (Слика 9).  

Комплекси Pd(II) са антибиотицима из групе тетрациклина (тетрациклин, 

доксициклин, хлортетрациклин) су испитивани на тетрациклин осетљиве и резистентне 

бактеријске сојеве. Показано је да комплекс Pd(II) са тетрациклином показује 16 пута 

бољу антимикробну активност на резистентни сој Escherichia coli HB101/pBR322 у 

односу на тетрациклин [60].   

Антимикробна активност Fe(III) и Co(II) комплекса са ампицилином и 

хлортетрациклином проучавана је против E. coli, S. aureus и K. pneumonia [61]. Утврђено 

је да су комплекси активнији од слободних лиганада. Исти аутори су предложили да се 

уведу метал-антибиотички комплекси јер су 50% активнији против резистентних врста 

од обичних антибиотика. 

За тетрациклин-Pt(II) комплекс који је синтетизовао Chartone-Souza са 

сарадницима [60] је утврђено да је ефикасан као тетрациклин у инхибицији раста два 

соја E. coli K12RC 712 и E. coli ATCC 25922. Откривено је да је комплекс шест пута јачи 

против тетрациклин отпорних бактеријских сојева. Други Pt(II) комплекс са 

доксициклином је двоструко активнији од слободног антибиотика против E. coli  [62]. 
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Слика 9. Комплекси паладијума(II) са антибиотицима из групе тетрациклина 

(тетрациклин, доксициклин и хлортетрациклин) 

 

1.2.3.1.3. Метал-аминогликозидни комплекси 

 

Аминогликозиди су бројна група антибиотика која укључује амикацин, 

гентамицин, канамицин, неомицин, нетилмицин, паромомицин, стрептомицин и др. 

Активност аминогликозида доводи до инхибиције синтезе протеина иреверзибилним 

везивањем лека на рибозоме. Резистенција на ову групу антибиотика настаје због појаве 

ензима који модификују аминогликозиде [59]. Модификовани аминогликозиди губе 

способност везивања рибозома и тиме инхибирају синтезу протеина. Додатни механизам 

резистенције је повезан са мутацијама рРНК [59]. Да би се превазишла резистенција, 

развијена је серија неомицин-Zn(II) комплекса у групи Spiccia и сарадника [63]. 
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1.2.3.1.4. Метал-β-лактам комплекси 

 

β-лактам антибиотици су велика група лекова међу којима су пеницилини, 

цефалоспорини, карбапенеми, за које је карактеристично поседовање β-лактамског 

прстена. Активност ових једињења се испољава инхибицијом ћелијског зида. 

Ефикасност ових антибиотика зависи од њихове способности да доспеју и вежу се за  

пеницилин-везујући протеин (ПБП). Отпорност на β-лактаме обично настаје због 

хидролизе антибиотика β-лактамазом, модификацијом ПБП-а или због ћелијске 

пермеабилности [59]. 

Да би се превазишла резистенција антибиотика ове групе, 6-амино-пеницилинска 

киселина је координована у органометалнирутеноценил (Слика 10) [64]. 

 

 

Слика 10. Структура рутеноцен комплекса са β-лактамом 

 

 Антибактеријске студије новосинтетизованих комплекса показале су приметан 

антибактеријски ефекат против Грам-позитивних MSSA (methicillin-sensitive S. aureus), 

MRSA (methicillin-resistant S. aureus), S. epidermidis, Enterococcus faecalis и 12 клиничких 

изолата и сојева из рода Staphylococcus. Додавање рутеноценил дела у 6-

аминопеницилинску киселину показао је много већу активност од самог антибиотика 

или 6-аминопеницилна киселина-фероцен деривата [60]. Такође, комплекси Cu(II), 

Zn(II), Cd(II), Fe(III) и Ni(II) са цефиксимом, полусинтетичким цефалоспорином, су 

синтетизовани [65]. Њихова антимикробна активност против бактеријских врста S. 

aureus, E. coli, K. pneumoniae, Proteus vulgaris и P. aeruginosa као и гљива Aspergillus 

niger, A. flavus, Rhizopus stolonifer, Rhizoctonia bataticola и C. albicans, била је већа од 

самог антибиотика, а код једињења Fe(III) је била најизраженија. 
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1.2.3.1.5. Метал-сулфонамидни комплекси 

 

Сулфонамиди су широко коришћени као антимикробна једињења. Њихова 

активност се заснива на инхибицији  ензима дихидроптероат синтетаза код бактерија, 

као и инхибицији синтезе нуклеинске киселине и синтезе фолне киселине код других 

микроорганизама [66]. Сулфонамиди поседују слободне или супституисане амино групе, 

што им омогућава везивање за јоне метала. Координацијом са металима се мења 

фармакологија и токсикологија сулфонамидног лиганда. Комплекси метала (Fe(III), 

Fe(II), Zn(II), Cd(II), Cu(II)) са сулфаметролом су синтетисани  и тестирана је њихова 

антибактеријска и антифунгална активност [67]. Комплекси су тестирани на Грам-

позитивним бактеријама S. aureus, B. subtilis, Грам-негативним бактеријама Salmonella 

typhimurium и E. coli, квасцу C. albicans и филаментозној гљиви Aspergillus fumigatus. 

Резултати су показали да комплекси метала показују обећавајуће антимикробне 

активности, супериорније од коришћених референтних антибиотика хлорамфеникола, 

цефалотина и циклохексимида. 

 

1.2.3.2. Нови комплекси метала и антимикробна активност 

1.2.3.2.1. Ag комплекси 

 

Сребро има добро познат токсични ефекат на микроорганизме [68]. Ag(I) 

комплекси који садрже различите лиганде (било 2,2;’-бипиридин (bpy) или 1,10-

фенантролин (phen) и/или тиоуреу) показују антимикробну активност против бактерија 

E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, M. tuberculosis, филаментозних гљива (A. niger, 

Penicillium citrinum) и квасаца (Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei, C. albicans, C. 

tropicalis) [69,70]. Ag(I) комплекс са фенантролинским лигандом поседује значајне 

активности против Грам-негативних бактерија и плесни и умерену против квасца. 

Насупрот, Ag(I) комплекс са бипиридинским лигандима има знатно мању активност 

против тестираних бактерија и плесни а нема активност према квасцу [69]. Ово се може 

објаснити повећањем липофилности комплекса Ag(I)-phen. Биолошка активност ових 

комплекса се може приписати њиховој склоности да супституишу лиганде из своје 

координационе сфере биолошким макромолекулима, као што су протеини и ДНК. 

Сматра се да комплекси Ag(I) инхибирају раст бактерија и гљива везујући се за протеине 

који садрже сумпор. Њихова антимикробна активност зависи од брзине реакције размене 

лиганда. Додатно, када слободни лиганд (нпр. phen) постане доступан из реакција 
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супституције, може деловати као хелатор за други јон метала битан за физиологију 

микроорганизама. 

 

1.2.3.2.2. Ru комплекси 

 

Комплекси рутенијума су важна група комплекса метала у развоју нових 

антибактеријских лекова због њихове добро познате интеракције са ДНК. Проучавана је 

антимикробна активност серије мононуклеарних Ru(II) полипиридил комплексa на 

неколико различитих Грам-позитивних и Грам-негативних бактерија [71]. Ови 

комплекси су били неактивни против Грам-негативних бактерија (E. coli), међутим, 

показали су значајну активност против Грам-позитивних  бактерија Bacillus subtilis и S. 

aureus, укључујући и неколико Candida отпорних сојева. Време потребно да се убије S. 

aureus са најактивнијим Ru једињењем је било релативно брзо у поређењу са неким 

антибиотицима који се користе за лечење S. aureus инфекције. Ru(II) комплекс који 

садржи N-фенил супституисан диазафлуорен, био је активан против MRSA и није 

испољавао одређена токсична својства [72]. Овај комплекс имао је много јаче 

антибактеријско дејство од самог лиганда. Аутори су сугерисали да добра активност  

против MRSA може бити повезана са оштећењем ДНК које је узроковано формирањем 

реактивних врста кисеоника. Ru(II) једињења са фосфином/диимином/пиколинатом 

такође су 150 пута била ефикаснија у третману M. tuberculosis него слободни лиганди и 

активнији од рифампицина, са високом селективношћу и ниском цитотоксичношћу 

према хуманим ћелијама [73,74]. Два мононуклеарна комплекса рутенијума са 

лигандима дериватима фенантролина су била активна против S. aureus и MRSA, као и E. 

coli, P. aeruginosa [75]. Такође, подједнако су били активни против Грам-позитивних 

сојева, и имали су сличан афинитет везивања за ДНК. Ru комплекси интерагују са ДНК 

и протеинима. Уопштено, мононуклеарни полипиридил Ru(II) комплекси су ефикасни 

антимикробни агенси са МИК (минимална инхибиторна концентрација) вредношћу 

мањом у поређењу са тренутном коришћеним антибиотицима. Због потенцијала који 

имају као ови агенси и неразвијене резистенције они су обећавајућа алтернатива 

постојећим лековима [76]. Њихова активност се може додатно повећати након 

фотоактивације. 
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1.2.3.2.3. Cu комплекси 

 

Слободни јони бакра су токсични за бројне бактерије и гљивице, тако да су бројна 

једињења синтетисана координацијом јона бакра са органским молекулима, како би се 

повећала њихова антимикробна својства и активност. Антибактеријска активност 

динуклеарних Cu(II) комплекса са тиофен/фуран карбоксамидима је велика против  E. 

coli [77]. Проучавани комплекси су показали већу активност против E. coli од слободног 

лиганда. Cu(II)  јодидни комплекси са 2,9- диметил-1,10-фенантролином и 

трис(аминометил)фосфаном: P(CH2N(CH2CH2)2NCH3)3, P(CH2N(CH2CH2)2O)3 и 

P(CH2N(CH3)CH2CH2OH)3 показали су изузетну активност против соја S. aureus и 

диплоидне C. albicans [78]. Серија CuI и CuNCS комплекса са dmp и 

трис(аминометил)фосфином изведена из морфолина (P(CH2N(CH2CH2)2O)3) или 

тиоморфолина (P(CH2N(CH2CH2)2S)3) такође показују високу антимикробну активност 

против обе наведене врсте микроорганизама [79]. Такође, Cu(I) комплекси са дериватима 

фосфина 2. и 3. генерације флуорохинолона (тј. ципрофлоксацин, норфлоксацин, 

левофлоксацин) интензивно су проучавани као потенцијални антимикробни лекови. 

Истраживања су показала највећу активност фосфин деривата флуорохинолона, што 

сугерише да ово врста хемијске модификације појачава антибактеријску активност и 

смањује отпорност на флуорохинолоне код неколико резистентних сојева [80,81]. 

 

1.2.3.2.4. Pd комплекси 

 

Велики број новосинтетисаних комплекса Pd(II) су показали значајну 

антибактеријску активност, као и утицај на раст и метаболизам различитих група 

микроорганизама. 

Вирулентни сој M. tuberculosis показао је значајну осетљивост према 

комплексима Pd(II) са флоурохинолоном (Слика 11). Осим Pd(II) и други метали су 

показали значајну антимикробну активност у комплексима са флурохинолонима и 

другим биолошки активним молекулима. Активност тих комплекса била је увек већа у 

поређењу са лигандима који су коришћени за координовање [50]. 
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Слика 11. Комплекс Pd(II) са флуорохинолоном 

 

Неки аутори су испитивали антимикробну активност различитих комплекса 

награђених између метала Ti(IV),  Y(III), Ce(IV) и Pd(II) са моксифлоксацином 

(антибиотик из групе флуорохинолона). Резултати те судије су показали да је 

антимикробна активност била највећа код Pd(II) комплекса. Активност овог комплекса је 

била посебно изражена према P. aeruginosa и била је већа и од активности лиганда, у 

овом случају позитивне контроле, моксифлоксацина. Да комплекс Pd(II) са 

моксифлоксацином има бољу антибактеријску активност него сви остали комплекси: 

Ti(IV), Y(III), Ce(IV) закључили су Sadeek и сарадници [82]. 

Други аутори су тестирали комплексе Pd(II) са стероидним тиосемикарбазонима. 

Тестирање је вршено на неколико бактеријских сојева, при чему се показало да ови 

комплекси имају већу антимикробну инхибицију у односу на своје слободне лиганде. 

Најбољу антибактеријску активност према E. coli, S. typhimurium, S. pyogenes и S. aureus 

показао је комплекс Pd(II) са цикопентил стероидним тиосемикарбазоном. Та активност 

је била боља од позитивне контроле, у овом случају амоксицилина [83].  

Истраживања вршена на комплексима Pd(II) чији су лиганди били деривати 

тиосемикарбазона су показале добру антимикробну инхибицију на бактеријама S. aureus, 

S. epidermidis, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri и гљиви 

C. albicans [84]. Међутим, нека истраживања показују супротан резултат. У својој студији 

Akbar и сарадници су истражили различите антимикробне активности (антивирусну, 

антибактеријску и антифунгалну) Pd(II) комплекса са различитим азот и сумпор 

донорским лигандима, Шифовим базама и лековима. Резултати су показали да комплекси 

Pd(II) не дају значајну активност према тестираним бактеријама иако нпр. Шифове базе 

показују јаку антимикробну активност у поређењу са референтним стрептомицином и 

нистатином [85]. 

Једно истраживање показало је да комплекси Pd(II) са тетрациклинима показују 
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мању антимикробну активност у односу на комплексе Pd(II) са фенил супституисаним 

бипиридинским лигандом [86]. 

Антимикробна испитивања Pd(II) комплекса са S-алкил дериватима тиосалицилне 

киселине показују високу антифунгалну активност, при чему је активност награђеног 

комплекса била боља од референтног антимикотика, у овом случају флуконазола. Неке 

од најосетљивијих врста су A. fumigatus, A. flavus и A. restrictus. Раст ових гљива из рода 

Aspergillus био је успорен у опсегу концентрација 7,8 - 500 μg/mL комплекса паладијума 

[87]. 

И други комплекси Pd(II) такође су показали значајну антифунгалну активност. 

Васић и сарадници су синтетисали комплексе са алкил естрима (S,S)-етилендиамин-N,N՛-

ди-2-карбоксилне киселине. Овако награђени комплекси показују добру антигљивичну 

активност, такође према врстама из рода Aspergillus. Исти комплекси су показали 

умерену, ограничену и селективну антибактеријску активност према Е. сoli [88]. Према 

стандардном соју P. aeruginosa АТСС 27853 Pd(II) комплекс са meso-1,2-дифенил-

етилендиамин-N,N՛-ди-3-пропанске киселине показао је изражену антибактеријску 

активност (MИК=15,63 μg/mL) [89]. Изражену антибактеријску активност показао је и 

Pd(II) комлекс са 7-бромо-хинолин-8-олом [Pd(BrQ)2]. Активност на P. mirabilis била је 

чак 250 пута већа од активности позитивне контроле, тетрациклина према истој 

бактерији [90]. 

И друга истраживања показују значајну ефикасност неких комплекса Pd(II) са 

тиодиаминима на врстама из рода Aspergilus. Ова истраживања показала су да су више 

концентрације испитиваних комплекса показале већу антимикробну активност [91]. 

Тестиране су патогене и потенцијално патогене филаментозне гљиве А. fumigatus, A.  

flavus и A. niger, а као позитивна контрола коришћен je амфотерицин Б.  

Бројне студије су показале да је антимикробна активност тестираних Pd(II) 

комплекса боља од њихових слободних лиганада [92-95]. Њихова већа активност може 

бити последица реакција које се могу објаснити Овертоновим концептом и Твидијевом 

теоријом хелатирања. Овертонов концепт пропустљивости ћелијске мембране, указује да 

липидни слој око ћелије допушта пролаз само липосолубилних материја кроз мембрану. 

Када се лиганд веже за метал повећа се његова липосолубилност што резултира тиме да 

се повећава и антимикробна активност једињења. Поларност металног јона, услед поделе 

позитивног наелектрисања између металног јона и лиганда, се смањује кад се награди 

комплекс. Врши се повећање делокализације π-електрона дуж целог хелатног прстена. 

Све то повећава липофилност награђеног комплекса која му омогућава пролазак кроз 
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липидне делове ћелијске мембране. Поред тога, уједно се врши и блокирање места где се 

везује метал за неки од микробних ензима [96]. 

Када се бира одговарајући лиганд за дизајнирање новог фармакотерапеутика 

основно је да се добро проуче његове особине јер оне у великој мери одређују какве ће 

хемијске и биолошке особине да поседује награђени комплекс. Често се дешава да лиганд 

карактерише слаба липофилност, при чему се лек слабије акумулира у ћелији. Слаба 

липофилност лиганда знатно ограничава и терапеутску примену комплекса. Као што је 

наведено липофилност има кључну улогу у биолошким процесима (адсорпцији, 

интеракцији са одговарајућим ћелијским рецепторима, транспорту кроз ћелијску 

мембрану). Та особина лиганда је врло битна за испољавање биолошке активности. Из 

тог разлога се при дизајнирању нових биолошки активних једињења врши пажљиви 

одабир лигандног система. Променама одређених хемијских група могу се предвидети 

хемијска и биолошка својства (нпр. растворљивост, липофилност, механизми деловања и 

резистенција) новог терапеутика [97]. 

 

1.2.3.2.5. Други јони метала 

 

Данас се развијају нови приступи коришћења метало-комплекса као 

антимикробних агенаса. Тако су синтетисани и испитивани галијум комплекси који 

активност испољавају везујући гвожђе у P. aeruginosa и нарушавајући на тај начин 

метаболизам микроорганизама [98]. Галијум комплекс има систем испоруке такозваног 

тројанског коња, који након уласка у организам се везује за гвожђе и омета метаболизам 

микроорганизма.  

У другим студијама, стабилни органометални иридијум 1,2-диамински комплекси 

су синтетисани и њихова антибактеријска активност је била тестирана на S. aureus [99]. 

Комплекс овог метала је имао јаку активност при чему је проценат уништених ћелија S. 

aureus био 99% за неколико сати. Изванредна активност органометалних Ir (III) једињења 

у комбинацији са одсуством хемолитичке активности и одсуством цитотоксичности, као 

и без штетних токсиколошких ефеката код мишева до дозе од 5 mg/kg, чине ову серију 

комплекса обећавајућим решењем за хитно растући проблем резистенције на лекове. 

Серија комплекса торијума са лигандима бидентатним Шифовим базама била је 

синтетисана и њихова антимикробна активност на бактеријама B. subtilis, S. aureus, E. 

coli и гљивама C. tropicalis и A. niger је испитивана, при чему је ефекат антибактеријског 

деловања био сличан референтном антибиотику  амоксицилину [100]. 
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1.3. Биофилм 

 

Развој резистенције на антибиотике испољен је кроз различите механизме, а један 

од њих је и формирање биофилмова [101,102,103].  

Способност формирања биофилма је универзална особина микрооргаизама и 

развила се зато што пружа предност у преживљавању. Некада је важило да 

микроорганизми живе усамљени нпр. у планктону, али се данас биофилмови сматрају 

обликом живота микроорганизама који је много заступљенији. Биофилмови могу да се 

формирају у природном, али и у медицинском и индустријском окружењу. Биофилм се 

може састојати од различитих микроорганизама, као што су бактерије, гљиве, алге, 

протозое, али и неких материја као што су соли или муљ. Врло често када су у питању 

инфекције јављају се једноспецијски биофилмови [104,105]. 

Хроничне рецидивирајуће инфекције су врло често изазване бактеријама које 

формирају биофилм. Такве инфекције су последњих деценија у великом порасту. 

Употреба антибиотика и биоцида код таквих врста инфекција изазваних бактеријама у 

форми биофилма скоро и да не даје резултате. Утврђено је да ефекат антимикробних 

агенсаса и антибиотика на бактерије у биофилму је слаб и да бактерије показују 10 до 

1000 пута већу резистенцију [101]. 

Costertton и сарадници 1978. године су дефинисали биофилм као структурну 

заједницу бактеријских ћелија везаних за неживе или живе површине и уроњене у 

полимерни матрикс које саме стварају [106]. Нова дефиниција је мало проширена и по 

њој, биофилм представља сесилну заједницу микроорганизама који су иреверзибилно 

везани за чврсту површину и међусобом, помоћу екстрацелуларних полисахаридних 

полимера коју су сами створили [107]. 

Формирање биофилма се врши на различитим површинама. Битно је да су те 

површине у контакту са течностима, нпр. површина меких ткива, биомедицински 

импланти, контактна сочива и тд. [108]. Формирање биофилма се дешава у неколико фаза 

и врло је сложен процес. Основне фазе се могу свести на четири процеса реверзибилну 

адхезију, иреверзибилну адхезију, матурацију и одвајање.  

Реверзибилна адхезија је иницијални процес у коме се врши првобитно везивање 

бактеријских ћелија за контактну површину слабим интеракцијама [109]. У почетку 

формирања биофилма се неутралише површински напон, који одбија приближене 

бактерије и спречава везивање за подлогу. То се постиже кондиционирањем површине 

[110]. На површину се адсорбују органске и неорганске супстанце обезбеђујући повољан 

филм за ћелијско везивање [111]. Процесом продукције егзополисахарида који луче 
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прилепљени микроорганизми започиње се друга фаза у формирању која се означава као 

иреверзибилна адхезија. Лучење екстрацелуларне полимерне супстанце (EПС) олакшава 

везивање микроорганизама за површину. Површину везаног микроорганизма окружује 

EПС и тако спречава исушивање и обезбеђуе заштиту биофилма од утицаја антибиотика, 

антитела, белих крвних зрнаца, биоцида, детерџената... [108,112]. Након тога започиње 

раст ћелија и формирање микрооколонија. Ова фаза води у накнадно слепљивање ћелија 

и до усложњавања грађе биофилма [113]. Сазревање или матурација биофилма 

представља развој биофилма који је резултат адхеренције нових ћелија као и раста већ 

везаних ћелија. Ако су околности повољне за раст и агломерацију, биофилм се развија у 

организовану структуру. Последња фаза у формирању јесте одвајање бактерија. Од 

зрелих биофилмова врши се одвајање и ширење микроорганизама на нове области. 

Ослобођене ћелије могу да остану у околини и наставе живот у планктонској форми, а 

могу се пренети до других локација где ће отпочети формирање новог биофилма [114]. 

Постоје различите методе у контроли стварања биофилмова и оне укључују 

коришћење различитих физичких, хемијских и биолошких метода. У употреби су често 

хемијски агенси (оксидациона и неоксидациона средства). Хлор, озон, јод, водоник 

пероксид су само неки од оксидационих средстава који се често користе. Од 

неоксидационих често се користе анјонске и нејоногене површински активне материје, 

кватернарна амонијумова једињења, формалдехид [110,115].  

Антибиофилм активност комплекса различитих метала, а међу њима и паладијума 

није често испитивана. Изузетну антибиофилм активност показали су комплекси Cu(II) 

против клиничког изолата MRSA. Ови тестирани комплекси Cu(II) показали су значајну 

активност против биофилма и били су бољи у његовом уклањању од ванкомицина, 

антибиотика који се тренутно користи у лечењу MRSA  инфекција [116]. 

Испитан је и ефекат Zn(II) тиосалицилатног комплекса на биофилмове S. aureus 

MDR и одређена је његова бактерицидна активност при концентрацији од чак 0,125 

 µg/mL [117]. 

 

Паладијум у облику појединачних раствора металних јона показује врло ефикасну 

антибиофилм активност. Његово деловање је јако против биофилмова E. faecium, K. 

pneumoniae и A. baumannii [118]. 

Нека истраживања су показала антибиофилм ефекте полисулфонских мембрана 

које су модификоване наночестицама 1,2,3-триазола и паладијума. Утврђено је да су 

1,2,3-триазол и наночестице паладијума инхибирали раст P. aeruginosa и у аеробним и у 

анаеробним условима. Уочено је смањење раста бактерија заједно са смањењем количине 
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укупних полисахарида у матриксу биофилма код монокултурних врста као и смањење 

концентрације протеина и полисахарида унутар матрикса биофилма мешовитих врста 

[119]. 

Мултифункционални биолошки активни материјали са инкорпорираним 

наночестицама паладијума су показали високе антибиофилм перформансе и могућности 

у биомедицинској примени. Овако направљени материјал успешно је спречавао стварање 

биофилма код бактерија B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli и K. pneumoniae [120]. 

Неке од студија описале су антибиофилм и анти-QS (Quorum sensing) активност 

комплекса Pd(II) на бази тиазолинил-пиколинамида против P. aeruginosa и Serratia 

marcescens. Комплекси Pd(II) су показали анти-QS активност и вршили су инхибицију 

производње пиоцијанина и неких других фактора вируленције посредованих QS код ове 

две бактерије. На катетерима обложеним Pd(II) спречено је формирање биофилма. Ова 

студија показује да комплекси Pd(II) на бази тиазолинил-пиколинамида могу бити 

обећавајућа стратегија за борбу против уринарних инфекција при употреби катетера 

[121]. 

 

1.4. Слободни радикали и антиоксидативна активност 

 

Атомске, јонске или молекулске врсте које имају један или више неспарених 

електрона у атомској или молекулској орбитали називају се слободни радикали. Због 

неспарених електрона ове врсте су нестабилне а ови електрони се сматрају и узроком 

високе и неселективне реактивности слободних радикала.. Настају простом оксидацијом 

или редукцијом атома или молекула, као и хомолитичким раскидањем између атома исте, 

или сличне електронегативности [122]. 

У људском организму слободни радикали се стварају у току метаболичких 

процеса. У слободне радикале сe убрајају реактивне кисеоничне врсте, реактивне азотне 

врсте и реактивне сумпорне врсте. Све оне настају и као производи великог броја 

нормалних ћелијских оксидативних процеса. Реактивне кисеоничне врсте су најбројније 

и међу њима су супероксидни анјон радикал, хидроксил радикал, хидропероксил радикал 

и водоник пероксид. Реактивне врсте кисеоника се формирају у митохондријама у 

процесу ћелијског дисања или многим ензимским и другим реакцијама [122-125]. 

Реактивне кисеоничне врсте (reactive oxygen species - ROS) могу настати у 

неутрофилима и макpофагима као продукти метал-катализованих реакција. Могу настати 

и као последица јонизујућег зрачења, различитих загађења околине, као резултат 
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физиолошких и патолошких и бројних других процеса [126,127]. ROS u биолошким 

системима, показују особине и токсичних и корисних једињења [128]. Учествују у 

развоју имунског система организма за одбрану од патогена и тако испољавају позитивно 

дејство [129]. Одржавање равнотеже између ова два супротна дејства ROS-а битан је 

аспект за функционисање ћелијских и биохемијских процеса.  

Хемијске врсте које продукују реактивне врсте кисеоника индуковањем 

оксидативног стреса или инхибицијом антиоксидативног система одбране називају се 

прооксиданси [130]. Улогу прооксиданаса у биолошким системима имају углавном 

реактивне кисеоничне и азотне врсте. Метали са променљивом валенцом (гвожђе, бакар) 

испољавају директну прооксидативну активност [131]. У присуству јона гвожђа одвија 

се Фентонова реакција уз продукцију хидроксил радикала. 

У живој ћелији најосетљивије мете за слободне радикале су ДНК, протеини и 

биолошке мембране. Хидроксил-радикал је једна од реактивних врста кисеоника која 

највише оштећује биолошке системе. Он се формира декомпозицијом водоник-

пероксида, реакцијом која је кализована присуством јона гвожђа, бакра и других 

прелазних метала (Фентонова реакција). Хидроксил радикал реагује са молекулом ДНК, 

односно нуклеинским базама, и те формације су добри иницијатори оксидативног стреса 

у организму и потенцијални узрочници канцерогенезе [132].  

Оксидативни стрес представља процес прекомерне производње слободних 

радикала који превазилази одбрамбене капацитете организма. Све то доводи до оштећења 

важних биомолекула као што су нуклеинске киселине, аминокиселине, протеина и др. 

Одржавањем равнотеже између настанка реактивних врста кисеоника (прооксиданаса) и 

деловања антиоксидативних система одбране одржава се нормално функционисање 

биолошких ситема (тзв. редокс хомеостаза). Померање равнотеже у било ком правцу 

може довести до оштећења ћелија али и организма у целини. Ако расте количина 

прооксиданаса настаје оксидативни стрес, док ако расту количине антиоксиданаса 

настаје редуктивни стрес [133,134]. 

Аеробни организми in vivo непрекидно стварају слободне радикале и реактивне 

врсте кисеоника и зато је присуство антиоксиданаса у овим организмима од виталног 

значаја због заштите ћелија и ткива, јер у супротном долази до великог броја обољења 

[135]. Антиоксиданси присутни у малим количинама у одговарајућој подлози која се лако 

оксидује, значајно инхибирају или потпуно спречавају оксидацију истог материјала 

[136]. Антиоксиданси, како природни, тако и синтетички су тема многих истраживања. 

Заступљено је мишљење да су једињења са оксидативним особинама одлична средства 

за инхибицију прекомерног настанка реактивних кисеоничних врста. Иако неке студије 
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доводе у питање дугорочну примену антиоксиданаса, последице његовог недовољног 

уноса су очигледне. Забележени су бројни примери успешног коришћења 

антиоксиданаса за ублажавање патолошких последица оксидативног стреса.  

Антиоксиданси у биолошким системима инхибирају реакције оксидације (нпр. 

превентивни антиоксиданси у реакцији инхибиције грађења слободних липидних 

радикала), делују као редукциона средства и преводе водоник-пероксид у стабилна 

једињења, елиминишу дејство синглетних облика кисеоника, делују синергистички са 

другим антиоксидансима, делују као хелатори јона прелазних метала и као инхибитори 

прооксидативних ензима [136-138]. Аеробни организми су током еволуције развили 

сложене антиоксидативне системе заштите, а све у циљу да се супротставе токсичном 

деловању ROS-а. Заштитни системи се могу поделити на унутрашње (ендогене) и 

спољашње (егзогене). Ендогени ензими међу којима се налазе каталаза, глутатион-

пероксидаза и супероксид дисмутаза, затим металопротеини и то на бази бакра и гвожђа, 

као и антиоксиданси који не испољавају ензимску активност нпр. коензим Q10, ретинол 

и уреа сви спадају у унутрашње системе заштите. Ако се једињења уносе у организам 

путем исхране или употребом суплемената она су представљена као антиоксиданси који 

спадају у егзогене системе заштите [139]. 

Ако се равнотежа између продукције реактивних врста и система заштите наруши 

тада се ремети и интегритет и функционалност ћелије, али и организма у целини. Све 

набројано доводи до патолошких стања као што су малигне болести, дијабетес, 

кардиоваскуларна обољења, неуродегенеративне болести (Вилсонова болест, 

Паркинсонова болест и др.), болести бубрега, јетре, итд. [140]. ROS су главни узрочници 

инфаркта миокарда, артеросклерозе и исхемичне деменције [141-143]. 

Паладијум спада у серију прелазних метала и може да учествује у редокс 

реакцијама. У студији коју је спровео Liu са сарадницима, утврђено је да паладијум јони 

не могу да замене гвожђе у Фентоновој реакцији, али да паладијумови јони повећавају 

стварање хидроксил радикала када се додају Фентоновом систему. Такође додавање 

паладијум јона Фентоновом систему узрокује повећање деградације ДНК [132]. 

Комплекси Pd(II) са нуклеобазама (cis-[PdCl2(cyt)(gua)], cis-[PdCl2(cyt)(ad)], cis-

[PdCl2(ad)(gua)]) су показали значајну антиоксидативну активност. Електрон-привлачни 

ефекат Pd(II) јона олакшава ослобађање водоника са нуклеобаза и омогућава 

стабилизацију 2,2՛-дифенил-1-пикрилхидразил (DPPH) радикала [144]. 

Машковић и сарадници су испитујући антиоксидативну активност комплекса 

паладијума са бидентатним N,N՛- лигандима, установили да комплекси показују исту или 
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незнатно нижу антиоксидативну активност у поређењу са одговарајућим стандардима 

галном киселином, аскорбинском киселином и бутилованим хидрокситолуеном [145].  

Комплекси Pd(II) који поседују добру антимикробну активност, а притом показују 

способност неутрализације слободних радикала могли би се користити у медицинске 

сврхе [146]. 

 

1.5. Интеракције комплекса са молекулом ДНК 

 

 Бионеорганска хемија има за циљ да разјасни механизам деловања комплекса јона 

метала у биолошким системима. Нуклеинске киселине представљају генетски материјал 

ћелије и врло често су препознате као физиолошка мета за везивање лека. Из тог разлога  

значајно је проучавање интеракција комплексних једињења и молекула ДНК. ДНК 

контролише преношење кодираних генетских података, што подразумева репликацију, 

транскрипцију или обраду РНК и превођење у протеине. Везивање комплекса метала за 

молекул ДНК иницираће прекидање одређених функција које обавља молекул ДНК. 

Комплекси метала се најчешће везују за одређена места у нуклеинским киселинама, 

попут атома кисеоника из фосфатних група или атома кисеоника и азота из пуринских и 

пиримидинских база. Због тога, дизајн и синтеза комплекса прелазних метала који 

интерагују са ДНК привлаче све већу пажњу због своје потенцијалне примене као 

метало-лекова, алата у молекуларној биологији, регулатора експресије гена [147-149].  

 У молекулу ДНК постоје четири различите врсте азотних база (аденин, гуанин, 

цитозин и тимин), које могу обезбедити координациона места за везивање са 

комплексима метала (Слика 12) [150]. 

 

 

 

 

Слика 12. Структура азотних база у молекулу ДНК 
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Механизам интеракције комплекса метала  са ДНК молекулом може бити:  

 

1) Везивање ковалентим везама -  централни јон метала се директно везује за 

азотну базу. Овај процес се одвија у два ступња, први ступањ је хидролиза 

комплекса метала и формирање аква комплекса. Аква комплекс је изузетно 

реактиван и подлеже нуклеофилном нападу N-атома пуринске базе.  

2) Интеркалацијом – волуминозни комплекси не могу да граде ковалентне везе са 

азотним базама, али лиганди везани за централни јон метала могу да се 

интеркалирају између база у молекулу ДНК јаким π-π интеракцијама. 

3) Електростатичким везивањима – фосфатни остатак молекула ДНК је 

негативно наелектрисан. Када позитивно наелектрисани комплекси дођу у 

контакт са молекулом ДНК они га привлаче електростатичким силама.  

 

 Знатан број комплекса Pd(II) је показао активност на ћелијским линијама 

резистентним према цисплатини, па се претпоставља да имају другачији механизам 

везивања за ДНК од цисплатине. Показано је да је ДНК примарна унутарћелијска мета 

многих потенцијалних паладијумових антиканцерогених лекова. Комплекси паладијума 

у интеракцији са ДНК могу оштетити малигне ћелије блокирајући њихову деобу што 

доводи до ћелијске смрти [151]. Паладијумски комплекси у реакцији са ДНК молекулом 

се везују за N7 атом гуанина, формирајући класичне унакрсне везе између ланаца ДНК 

које су одговорне за оштећење ћелија.  

 Комплекси Pd(II) [Pd(phen)Cl2] и [Pd(bipy)Cl2] испитивани су у интеракцији са 

базама у молекулу ДНК. У оба случаја добијени су бинуклеарни комплекси код којих су 

Pd(II) јони координовани једним phen или bipy лигандом и координовани преко N3 и N9 

атоми аденина. Ово је потврђено кристалном структуром комплекса 

[Pd2(phen)2(ade)2]Cl2∙4.5H2O и [Pd2(bipy)2(ade)2]Cl2∙3H2O, као и 1H NMR спектроскопијом 

[152].  

 Истраживани комплекси Pd(II) интерагују са полинуклеотидима углавном 

нековалентним везивањем, тачније интеркалирају се у молекул ДНК. Тако, у случају 

мононуклеарног комплекса Pd(II) са пиридил-диоксим лигандом је показано да се 

интеракција углавном одвија кроз интеркалацију [153]. 

 Типичан „хипохромни” ефекат који је уочен код интеракције  комплекса Pd(II) јона 

са флавоноидом-кверцетином као лигандом указује да се овај комплекс не везује за CT-

ДНК путем интеркалације, већ се веже електростатичким интеракцијама, које би могле 

да доведу до конформационих промена CT-ДНК, а самим тим и променама у експресији 



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  
 

30 

гена [154]. 

 Испитивани комплекси Pd(II) са 1,10-фенантролином и бутилдитиокарбаматом 

показују обећавајуће резултате на основу in vitro испитивања цитотоксичности. Такође 

ови комплекси интерагују са молекулом ДНК. Комплекси Pd(II) са 2,2'- бипиридином и 

етилдитиокарбаматом су показали бољу цитотоксичност у односу на његов аналог Pt(II). 

Друге студије су указале да је начин везивања комплекса за ДНК могућ путем 

интеркалације планарног 2,2'- бипиридинског лиганда, при чему и водоничне везе могу 

учествовати у овим интеракцијама [155].  

 Насупрот већини паладијумових комплекса који се везују за ДНК путем 

интеркалације постоје и Pd(II) комплекси где је Pd везан за ДНК кординативном 

ковалентном везом. Јачина везивања за ДНК зависи од лабилности лиганда везаног за 

централни јон метала [156]. Кalaivani и сарадници су установили електростатички начин 

привлачења комплекса Pd(II) [157]. 

 Katsarou и Hadjiliadis су испитивали тернарне системе Pd(II) са нуклеобазама-

нуклеозидима и пептидима. Pd(II) комплекси trans-структуре, то јест trans-

Cl2Pd(glyglyOH)2 и trans-Pd(glynvalOH)2, показују селективност са додекануклеотидом 

[d(CGCGAATTCGCG)]2, нападајући прво G4, а затим G2 базе додекамера, као и у случају 

Pd(aq)2+ врсте. То указује на интраланчано везивање GNG(G2G3G4)(N7-N7) Pd(II) са 

додекамер дуплексом [158].   

 

1.6. Генотоксична активност 

 

Због значајног повећања употребе једињења елемената платинске групе од 

половине прошлог века повећан је и број различитих истраживања мутагених својстава 

њихових комплексних једињења. Још 1996. поједини истраживачи су вршили 

испитивање координационих комплекса платине, паладијума и родијума применом тест 

система Salmonella/микрозом (Ames тест). У овом тесту, при излагању комплексима 

платине стопе спонтаних мутација су порасле за одређене факторе. Истим тестом се 

показало да су аналогна једињења родијума знатно мање мутагена, а да паладијум није 

показао мутагени ефекат [159]. 

Друге студије су упоређивале и процењивале генотоксични потенцијал неких соли 

платине и паладијума у ћелијама сисара и бактерија, коришћењем микронуклеус теста на 

хуманим лимфоцитима, као и бактеријског SOS хромотеста. Карбоплатина, цисплатинa, 

трансплатина, Pt(IV) и Pt(II) изазвали су значајно повишену генотоксичност у обе врсте 
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теста. Поједина једињења Pt(IV), Pt(II) и Pd(II) нису биле генотоксичне ни у једном тесту 

[160]. 

У другим студијама се пратио утицај и диметилсулфоксид (DMSO) као растварача 

супстанци. За евалуацију генотоксичног ефекта коришћен је бактеријски SOS хромотест 

на E. coli PQ37. Применом овог теста показано је да DMSO може да мења генотоксичност 

неких једињења у односу на то да ли су растворени у њему или у води као растварачу. 

Уколико се дода 3,2% DMSO као растварач једињењу родијума или p-пропиолактона 

значајно ће се повећати њихова генотоксичност. Међутим, генотоксични ефекти 

цисплатине су се значајно смањили када је додат DMSO. Дакле, иако DMSO није у самом 

овом тесту генотоксичан, он може да омета одговоре теста. Показано је и да p-

пропиолактон и цисплатина у комбинацији дају прекомерно адитивни синергизам у 

генотоксичности, као и једињење родијума и цисплатине. Једињења паладијума сама по 

себи нису била у овом тесту генотоксична, а нису ни повећавала генотоксичност других 

испитиваних једињења [161].  

У другој студији су праћени токсични и генотоксични ефекти честица метала 

платинске групе проучавањем њиховог утицаја на две различите врсте организама 

(маховина и пацови). Токсични и генотоксични ефекти одређивани су проценом раста 

биљака, преживљавања и патологије животиња и утицаја на ДНК у оба модела. Резултати 

код маховине су показали значајно смањење дужине биљке и биомасе како се 

концентрација честица повећавала. Хистолошком и патолошком анализом животињског 

модела утврђене су различите промене као што су: вакуолизација, инклузија еозинофила 

у надбубрежним жлездама, скупљање гломерула у бубрегу и повећање беле пулпе у 

слезини. Код оба модела откривено је оштећење ДНК. Акумулација честица у биљним 

ткивима на свим нивоима била је  пропорционална концентрацији [162]. 

Неке студије су упоређивале комплекс платине са стабилним лигандом са 

идентичним комплексом паладијума, у погледу њихове способности да изазову 

оштећење ДНК у две ћелијске линије лимфома мишева, Комет тестом. Очекивало се да 

ће тестиране хемикалије узроковати унакрсне везе између ланаца ДНК, зато је дужина 

репа ,,комете“ узета као мера оштећења ДНК. Откривено је да је платински комплекс био 

подједнако генотоксичан за обе ћелијске линије, док је паладијумски комплекс био много 

токсичнији само за одређене ћелијске линије које су биле дефицијентне за поправку 

ексцизије нуклеотида. Способност комплекса паладијума да индукује унакрсне везе 

између ланаца ДНК није се одразила на његову генотоксичност. Претпоставља се да 

комплекси Pd(II) са пиранозидима изазивају конформационе промене двоструке спирале 

различите од оних које изазива цисплатина [163].  
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Стандардне линије хуманих лимфобластоидних TK6 ћелија коришћене су за 

испитивање мутагеног и генотоксичног ефекта укључујући и Комет тест. Резултати 

добијени за амонијум-тетрахлоропаладатa(II) показују да је ово једињење генотоксично 

при две највеће тестиране концентрације (1000 и 2500 М). Насупрот томе, растворљивост 

амонијум-хексахлоропаладата(II) ограничила је његову максималну концентрацију 

третмана на 400 М. У оквиру опсега концентрација који је могао да се тестира, третмани 

са овим једињењем нису били генотоксични [164].  

Ипак, Migliore и сар. су известили да је паладијум дихлорид изазвао благи, али 

позитиван пораст микронуклеуса у хуманим лимфоцитима периферне крви. Примећена 

промена није била довољна да се закључи о механизму којим ово једињење индукује 

микронуклеусе. Исти аутори су такође известили да паладијум дихлорид није изазвао 

оштећење ДНК у хуманим лимфоцитима применом Комет теста [165]. Постоје и друге 

студије једињења Pd(II) Комет тестом, али су ова једињења била новосинтетизовани 

деривати са потенцијалном антитуморском активношћу [166].  

Проучавана су три нова комплекса паладијума и њихов потенцијални антитуморски 

ефекат и генотоксичност. Тест спроведен на туморским ћелијама и нормалним ћелијским 

линијама указује на значајну цитотоксичност комплекса, која је већа у туморским него у 

нормалним ћелијама. Смртоносне дозе су упоредиве са онима код стандардних 

хемиотерапеутских лекова на бази метала (карбоплатина и оксалиплатина). Један од 

комплекса паладијума има способност да индукује апоптозу у туморским ћелијама. Тај 

процес се покреће услед интеракције овог комплекса са секундарном структуром ДНК у 

третираним ћелијама. Тест генотоксичности показао је да је ниво оштећења ДНК 

изазваних са друга два једињења био значајно виши у туморским ћелијама, као и у 

нормалним ћелијама [167].  

Упоредне студије о генотоксичној активности цисплатине и морфозола, првог 

представника нове класе катјон-анјонских комплекса паладијума, спроведене су 

коришћењем хуманих лимфоцита. Резултати истраживања активности унакрсног 

повезивања ДНК-ДНК показали су да су оба проучавана једињења показала двофазни 

однос доза-ефекат, при чему је морфозол изазвао 6 пута смањење процента ДНК у репу 

комете, док је цисплатина изазвала само 2 пута смањење. Морфозол, изазива унакрсне 

везе ДНК и протеина и ствара реактивне врсте кисеоника, при чему је ефикаснији од 

цисплатине. Механизам генотоксичног ефекта морфозола на ДНК остаје слабо истражен 

[168]. 

Испитивани су генотоксични ефекти неких комплекса Pd(II) и Pt(II) анализом 

степена оштећења ДНК применом Комет теста. Тест идентификује једноланчане и 
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дволанчане прекиде на ДНК. Комплекс Pd(II) је произвео значајан генотоксични ефекат 

у концентрацији 2,5 до 5 μМ са дозно зависним ефектом. Од 10 μМ генотоксични ефекат 

је мање изражен. Смањење оштећења ДНК са повећањем концентрације комплекса може 

бити последица очигледне цитотоксичности на овој ћелијској линији. Генотоксични 

ефекти Pd(II) су већи него код блеомицина (позитивне контроле) и комплекса Pt(II). Оба 

комплекса (Pd(II) и Pt(II)) нису испољила генотоксичне ефекте на нормалним 

фибробластима у тестираним концентрацијама (2,5 - 10 μМ) док је цисплатина 

индуковала прекиде молекула ДНК у истом опсегу концентрација [169].  

 

1.7. Комплекси метала и антитуморска активност 

 

Након открића антитуморског својства цисплатине (Слика 13) од стране 

Розенберга, 1965. год. долази до клиничког успеха овог једињења као лека против 

карцинома [170-172]. Након овог успеха, више од 4000 једињења платине је тестирано 

као потенцијални лекови против карцинома, што је довело до одобрења широм света за 

употребу два друга комплекса Pt(II) – карбоплатине и оксалиплатине (Слика 13) које је 

одобрила ФДА 1989. и 2002. године. Карбоплатинa и оксалиплатинa су „блокбастер“ 

лекови који доносе 128 милиона долара и 1862 милиона долара годишње од продаје 

(подаци из  2011. године).  
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Слика 13. Структурне формуле неких комплекса Pt(II) који се користе као 

антитуморски лекови 

 

Међутим, споредни ефекти су такође пратиоци лечења карцинома комплексима 

Pt(II), као што су: повраћање, мучнина, крварење, опадање косе, оштећење коже, 

оштећење бубрега, срца, нервног система. Отуда постоји потреба да се алтернативо 

дизајнирају  лекови против карцинома на бази метала који могу да превазиђу проблеме 

резистенције и нежељених ефеката [173-175]. 

Низ својстава која карактеришу јоне метала омогућавају примену њихових 

једињења у лечењу канцера, али и многих других болести, најчешће у облику 

комплексних једињења. Још једна од особина коју поседују је могућност комбиновања 

различитих оксидационих стања јона метала са разноврсним класама лиганада, што је 

дало многобројне могућности, у виду великог броја новосинтетизованих једињења, 

научницима широм света да што више истражују комплексна једињења која у последње 

време дају веома добре резултате у терапији канцера [176]. 

На Слици 14 су приказане одређене особине метала и лиганда које се могу 

користити у дизајну нових метало-комплексних ињења једињења.  
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Слика 14. Особине метала и лиганда при дизајну метало-комплексних једињења 

 

Крајем 80-тих година прошлог века, Фарел са сарадницима долази на идеју да би 

недостаци цисплатине могли да се превазиђу синтезом полинуклеарних комплекса Pt(II). 

У том циљу синтетисали су неколико комплекса у којима су два молекула трансплатине 

или цисплатине повезане алифатичним ланцем различите дужине [177-179]. 

Добијени динуклеарни комплекси Pt(II) имају веће позитивно наелектрисање у 

односу на мононуклеарне комплексе Pt(II), што доводи до јачих електростатичких 

интеракција између молекула ДНК и комплекса, чиме је олакшано везивање. 

Флексибилност алифатичног ланца у динуклеарном комплексу, такође, омогућава боље 

везивање са ДНК. Међутим, само један од до сада синтетисаних полинуклеарних 

комплекса Pt(II), комплекс BBR3464, прошао је прву фазу клиничких испитивања, али 

због показане нестабилности у крви није прошао другу фазу испитивања (Слика 15) [180-

183].   

 

 

Слика 15. Структурна формула комплеса BBR3464 
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Како би се добио цитостатик са бољим карактеристикама од цисплатине, уследиле 

су синтезе и испитивања комплекса других јона метала. Комплекси који су, до сада, 

показали најбоље резултате су комплекси Ru(II/III) [184]. Alessio са својим сарадницима 

синтетише комплекс означен као NAMI-A, који је прошао прву и другу фазу клиничких 

испитиања (Слика 16) [185].  
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Слика 16. Структурне формуле Ru(II/III) комплекса који су показали значајну 

антитуморску активност 
 

Синтетисани комплекс Ru(III), са ознаком КР1019, такође је прошао прву фазу 

клиничких ипитивања [186,187]. 

.Поред тога, органометални арена комплекси Ru(II)  показали су обећавајуће 

цитотоксичне карактеритике. 

Цисплатина, други комплекси Pt(II), полинуклеарни комплекси Pt(II), као и већина 

комплекса Ru(II/III), цитотоксичност испољавају везивањем за молекул ДНК [185,188]. 

Последњих година развијена је нова група комплекса јона метала који цитотоксичност 

испољавају везујући се за одређене протеине или ензиме, а не за ДНК [174, 185, 189]. 

Ови комплекси су показали неколико бољих карактеристика у поређењу са цисплатином 

и њој сличним комплексима. У ову групу спадају комплекси злата, Аu(III).  

Јон Аu(III) је изоелектронски са јоном Pt(II) и гради комплексе са квадратно-

планарном геометријом, па представља доброг кандидата за синтезу комплекса који би 

могли да покажу боље антитуморске особине од комплекса Pt(II) [190]. Комплекси Au(III) 
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који су аналози комплексима Pt(II) су нестабилни на светлости и лако подлежу 

дегтадацији. За комплексна једињења Au(III) карактеристично је да при физиолошким 

условима лако подлежу редукцији до елементарног злата. 

Последњих пар година интезивно се испитују комплекси Os(II), Ir(III) и Rh(III), 

који испољавају активност тако што се везују за специфичне протеине. Неки од ових 

комплекса показали су обећавајуће резултате као цитостатици [173].  

Пошто је канцер водећа болест у свету по броју смртних исхода, проналажење 

ефикасне терапије је од кључног интереса. Постоји велика вероватноћа да лек за канцер 

може да буде једињење неког јона метала, тако да су истраживања у овој области 

сврсисходна и од великог значаја.  

 

1.7.1. Резистенција на дејство антитуморских лекова 

 

Као главни циљ лечења карцинома применом хемиотерапеутика је индукција 

апоптозе туморских ћелија након излагања антитуморском лековима. Цисплатина је 

показала добру ефикасност према различитим врстама канцера, али код већине 

пацијената се развила резистенција на хемиотерапију. Цисплатина индукује апоптозу, а 

резистенција се развија када туморске ћелије не успеју да се подвргну апоптози у правим 

клиничким концентрацијама лека. Одређене врсте тумора као што су тумор панкреаса, 

колоректални и напредни хормонски канцери простате не реагују довољно ефикасно на 

цисплатину [191]. Успешном лечењу карцинома се супроставља и  резистенција, она 

може бити присутна и пре примене терапије (примарна или урођена) или се може развити 

приликом саме терапије (секундарна или стечена). Резистенција се развија услед 

геномске нестабилности канцерске ћелије, која променом генома стиче способност 

адаптације на присуство лека, па даљим умножавањем формира доминантну популацију 

резистентних ћелија. Смањена акумулација лека у ћелији, повећана репарација оштећења 

ДНК, цитосолна инактивација цисплатине, смањена осетљивост на апоптотски одговор 

и недостаци у путевима који воде у ћелијску смрт, најчешћи су механизми који доводе 

до појаве резистенције [191-195]. 

Схематски приказ дејства и механизама резистенције на платину унутар малигних 

ћелија (Схема 1). Упадљива карактеристика схеме је број механизама отпорности 

малигних ћелија према платинским комплексима. Комплексирање са сумпор лигандима 

као што су металотионеин или глутатион, или избацивање платине из ДНК и поправка 

оштећења ланца ДНК су механизми резистенције на цисплатину. 
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Схема 1. Схематски приказ унутар ћелијских процеса цисплатине укључујући 

механизме резистенције ћелије који могу учинити лек неефикасним 

 

 

1.7.2. Механизам антитуморског деловања 

 

Цисплатина антитуморско дејство испољава везујући се за ДНК молекул и 

спречавајући његову репликацију (Слика 17) [192, 196- 200]. Када комплекс платине уђе 

у ћелију у којој је ниска концентрација хлоридних јона, долази до хидролизе, односно 

супституције једног хлоридо лиганда молекулом воде. Настали комплекс подлеже даљој 

супституцији у којој долази до замене молекула воде атомом азота из пуринских или 

пиримидинских база ДНК хеликса. Установљено је да се цисплатина ковалентно везује 

за атом азота на положају 7. пуринских база, градећи монофункционалне адукте, интер- 

и интраланчане унакрсне везе између ДНК (Слика 18) [201,202]. Најчешћи тип ДНК 

оштећења су интраланчане унакрсне везе (тзв. crosslinkers), док су оштећења ДНК 

праћена одмотавањем ДНК хеликса, као и савијањем и прекидањем ДНК ланаца [202]. 

Примарни ДНК адукти створени интраланчаним унакрсним везивањем одговорни 

су за активацију апоптозе. Siddik дефинише апоптозу као серију програмиране ћелијске 

смрти која може настати услед стварања ДНК адуката [203]. 
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Слика 17. Различити начини координовања комплекса цисплатине за молекул ДНК 

 

 

 

 

        

 

Слика 18. Могући начини координације компкекса цисплатине са молекулом ДНК 
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Апоптоза  представља активан, урeђeн и гeнски рeгулисан процeс који доводе до 

смрти ћелије без ослобаћања ћелијског садржаја у околна ткива, па самим тим спречава 

стварање запаљенског одговора организма. Ћелије које су у процесу програмиране 

ћелијске смрти пролазе кроз низ значајних морфолошких промена. Ћелије губе 

запремину, цитоплазма постаје гушћа, а органеле постају густо распоређене. 

Смежуравање ћелије последица је разарања ламинина и актинских филамената 

цитоскелета. Апоптотске ћелије се услед тих промена цитоскелета заокругљују. У исто 

време разара се ћелијски матрикс, фрагментише се једро и распарчава молекул ДНК. 

Следи бубрење ћелијске мембране и одвајање делова ћелије у апоптотска телашца. 

Телашца садрже цитоплазму и густо спаковане органеле, као и фрагменте једра. 

Излагање фосфатидил-серина на спољашњој површини ћелијске мембране представља 

рани догађај у процесу и служи као „поједи ме“ сигнал за околне фагоците, који га 

препознају рецепторима за обрасце оштећења. Околне ћелије и ткивни макрофаги 

препознају овакве ћелије, фагоцитују их и на безбедан начин уклањају [204-207].  

 За разлику од апоптозе, некроза је непожељан, пасиван тип ћелијске смрти који 

се испољава у нeфизиолошким условима, односно при eкстрeмним варијацијама 

физиолошких услова. Представља неконтролисани процес који настаје након већег 

оштећења ћелије изазваног различитим физичко-хемијским агенсима који оштећују 

ћелијску мембрану доводећи до њене руптуре. Нeкроза започињe бубрeњeм органeла и 

читавe ћeлијe, при чему долази до деструкције ћелијских структура и губитка 

интегритета ћелијске мембране која је праћена ослобађањем цитоплазматског садржаја 

са лизозомским eнзимима у околно ткиво и покретањем запаљенске реакције 

[204,205,208].  

 

 

1.7.3. Комплекси паладијума као антитуморски агенси 

 

Енглески хемичар Вилиам Х. Воластон (William H. Wollaston) је радом 

посвећеним процесима пречишћавања платине дошао до открића паладијума (1803. 

година). Он је 1805. године говорио о особинама новог метала и могућностима 

изоловања паладијума из сирове платине. Паладијум је добио име у част астероида који 

је тада откривен, Палас (Pallas) [209].   

Паладијум припада платинској групи метала тј. другој серији прелазних метала. 

Најчешће се јавља у својим једињењима у оксидационом стању +2. Pd(II) је мека Луисове 

(Lewis) киселине и има тенденцију да формира јаче везе са азот или сумпор донорским 
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лигандима (меке Луисове базе), него са кисеоником као донорским атомом (тврда 

Луисова база). 

У природи га има јако мало, најчешће у комбинацији са другим елементима из 

платинске групе. Примењује се најчешће као катализатор у аутомобилској индустрији, у 

петрохемији за реакције хидрогенизације/дехидрогенизације, кao и за краковање нафте. 

Примену налази у стоматологији (за прављење круница и мостова за зубе),  за израду 

накита (нпр. белог злата који је легура злата обезбојена додатком паладијума), израду 

сатова, хируршких инструмената и за израду електричних контаката.  

Као прелазни метал паладијум гради комплексна једињења. Комплексе са 

оксидационим стањем +4 ретко гради и нестабилни су. d8 електронска конфигурација 

угланом даје једињења са оксидационим стањем +2, које је изоелектронско са Pt(II) 

јоном, због чега ова два јона имају јако сличне хемијске особине. Комплекси Pd(II) јона 

су квадратно-планарне структуре (dsp2 хибридизација) и дијамагнетични су. За 

комплексе Pd(II) је карактеристично да су термодинамички и кинетички лабилнији од 

аналогих комплекса Pt(II). Реакције хидролизе и измене лиганада се код комплекса Pd(II) 

одигравају чак 105 пута брже него одговарајући комплекси Pt(II), што овим комплексима 

даје мању перспективу за антитуморску активност а самим тим и већу токсичност 

[199,210,211].  

Због своје лабилности комплекси Pd(II) имају ограничену употребу у медицини, 

међутим ови комплекси су последњих година интезивно проучавани. Велика реактивност 

комплекса Pd(II) углавном условљава нижу антитуморску активност од цисплатине 

[199,210]. Ограничена антитуморска активност ових комплекса последица је брзе 

хидролизе и процеса који доводе до дисоцијације и формирања веома реактивних врста, 

па комплекси немају могућност да непромењени достигну своје фармаколошке мете. 

Управо, стварањем великог броја врста након уласка комплекса паладијума у организам, 

омогућено је везивање тих врста са другим биомолекулима присутним у организму, чиме 

је повећан ризик од неповољних ефеката на биохемијске процесе у ћелији.  

Да би се смањила реактивност паладијумовог јона он се координује са различитим 

хелатним лигандима, што има за циљ стабилизацију металног јона [212]. У зависности 

који лиганд се искористи за координацију са паладиујм јоном може се мењати 

антитуморска активност комплекса, односно успех лека [213,214]. Лиганд мора да 

испуни неке одређене карактеристике тј. не треба да буде изразито лабилан како би лек 

задржао своју фармаколошку активност до места деловања. 

Данас се једињења паладијума у медицини користе у лечењу брзорастућег 

канцера простате и то користећи радиоактивни изотоп 103Pd [215,216]. 
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Поједини комплекси Pd(II) показују антитуморску активност једнаку са 

цисплатином или карбоплатином. Већу антитуморску активност, и до 7800 пута, 

испољавали су испитивани кумарински комплекси Pd(II) (Слика 19) у односу на 

карбоплатину на ћелијама А549, HeLa и K562 [217,218]. Овим се потврђује да употреба 

волуминозних лиганада утиче на стабилност паладијум јона што условљава бољу 

цитотоксичност тих комплекса. 

 

                                                         

 

        Слика 19. Дериват Pd(II) са кумарином 

 

Комплекси Pd(II) са неутралним N-донорским лигандима, као што су деривати 

пиридина [219,220] деривати пиразола [221] анилина, амина, α-диимина, лиганада 

природних производа [222], кao и 1,10-фенантролина [175,223] интезивно су испитивани 

и показали су активност сличну активности платинских комплекса. Антитуморску 

активност ових комплекса додатно побољшава и стварање водоничних веза због 

присутних амино-група, што омогућава јачу интеракцију металног јона са фрагментима 

нуклеинских киселина који садрже N-донорске лиганде. 
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2. ЦИЉЕВИ И ХИПОТЕЗЕ 

2.1. Главни циљ истраживања 

  

Синтеза и испитивање потенцијалне антимикробне, антибиофилм и 

антиоксидативне активности, интеракције са молекулом СТ-ДНК и албумином, 

генотоксичне и цитотоксичне активности комплекса Pd(II) и њихових одговарајућих 

лиганада. 

 

Тестирани комплекса Pd(II) су: 

1. [Pd(terpy)Cl]Cl - терпиридинхлоридопаладијум(II)-хлорид 

2. [Pd(en)Cl2] - етилендиаминдихлоридопаладијум(II) 

3. [Pd(ImCH3)Cl2]-(N-(1,3-диизопропил-4,5-диметилимидазол-2-илидин)-N’,N’--

диметилетилендиамин)дихлоридопаладијум(II) 

4. [Pd(dаch)Cl2] - 1,2-диаминоциклохександихлоридопаладијум(II) 

5. [Pd(L5)2Cl2] (L5 = 5-(фенилселанилметил)-дихидрофуран-2(3H)-он)  

6. [Pd(L6)2Cl2] (L6 = 2-метил-5-(фенилселанилметил)-тетрахидрофуран) 

7. [Pd(L7)2Cl2] (L7 = 2,2-диметил-3-(фенилселанилметил)-тетрахидро-2H-пиран) 

 

2.2. Посебни циљеви истраживања 

 

1. Одређивање минималне инхибиторне (МИК) и минималне бактерицидне (МБК) 

односно фунгицидне концентрације (МФК) испитиваних комплекса и њихових 

лиганда. 

2. Одређивање биофилм инхибиторне концентрације (БИК) оних комплекса и/или 

лиганда који показују одређен степен антимикробне активности. 

3. Одређивање антиоксидативне активности испитиваних комплекса и лиганада 

одређивањем IC50. 

4. Испитивање интеракције изучаваних комплекса са CT-ДНК и утврђивање 

стабилности награђеног производа. 

5. Испитивање интеракције изучаваних комплекса са говеђим серум албумином, 

утврђивање стабилности награђеног производа. 
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6. Испитивање генотоксичне активности Pd(II) комплекса у култивисаним хуманим 

лимфоцитима коришћењем Комет теста. 

7. Испитивање цитотоксичне активности Pd(II) комплекса на линији малигних 

ћелија HCT-116 одређивањем IC50 вредности.  

 

2.3. Хипотезе 

 

1. Комплекси Pd(II) показује исту или већу антимикробну активност у односу на 

лиганде и позитивне контроле (антибиотике). 

2. Комплекси Pd(II) који имају добру антимикробну активност имаће добру и 

антибиофилм активност. 

3. Комплекси Pd(II) имају значајну антиоксидативну активност, која је већа од 

одговарајућег лиганда и од позитивне контроле. 

4. Комплекси Pd(II) интерагују са молекулом СТ-ДНК, при чему  граде стабилне 

производе.  

5. Комплекси Pd(II) интерагују са молекулом албумина, при чему  граде стабилне 

производе.  

6. Kомплекси Pd(II) показују већи генотоксични ефекат у односу на негативну 

контролу.  

7. Комплекси Pd(II) показују бољу цитотоксичну активност према HCT-116 

ћелијама у поређењу са лигандима. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

3.1. Реагенси и раствори 

 
Дихлорометан, пиридин, фенилселенил-хлорид, хлороводонична киселина (HCl), 

натријум-хидрогенкарбонат (NaHCO3), натријум-сулфат (Na2SO4), метанол, етанол, 

паладијум(II)-хлорид (PdCl2), натријум-хидроксид (NaOH), тетрахидрофуран (THF), n-

хексан, деутерисани хлороформ (CDCl3), деутерисани диметилсулфоксид (DMSO-d6), 

CT-ДНК (ДНК изолована из тимуса говечета), фосфатни пуфер (PBS), етидијум бромид 

(ЕБ), говеђи серум албумин (BSA) набављени су од Fluka, Merk или Sigma-Aldrich, PdCl2 

(Strem Chemicals) и коришћени су без предходног пречишћавања. 

За припрему раствора коришћена је бидестилована вода.  

Хемикалије корићене за антимикробна, антибиофилм и антиоксидативна 

испитивања су: 

✓ Етанол, Метанол, Ацетон, Глацијална сирћетна киселина, Натријум хлорид 

(Зорка фарм, Шабац) – растварање, дезинфекција, фиксирање микроорганизама;  

✓ Кристал виолет (Acros, Београд), Ресазурин (Alfa Aesar GmbH & Co.,KG, 

Karlsruhe, Germany) - индикатори раста бактерија;  

✓ Антибиотици тетрациклин, доксициклин (Галеника А.Д., Београд), цефтриаксон 

(Галеника А.Д., Београд) и ванкомицин (Лек фармацеутска дружба, Д.Д. 

Словенија), флуконазол (Pfizer Inc., USA), кетоконазол (Хемофарм А.Д.) и 

амфотерицин Б (Chiesi Pharmaceuticals GmbH, Austria) – позитивне контроле; 

✓ Диметилсулфоксид (DMSO) (Centrohem, Stara Pazova) – растварач, негативна 

контрола; 

✓ 2,2-дифенил-1-пикрилхидразил (DPPH) Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, 

USA) – реагенс за одређивање антиоксидативне активности;  

✓ Аскорбинска киселина (Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA) – позитивна 

контрола; 

✓ Амонијум-сулфат, калијум-дихидрогенфосфат, магнезијум сулфат, натријум-

дихидрогенцитрат (Centrohem, Stara Pazova) – за прављење пуфера. 

 

Физиолошки раствор коришћен у овом раду направљен је растварањем 8,5 g 

натријум хлорид (NaCl) у 1000 mL дестиловане воде. 

За потребе истраживања коришћене су дехидратисане подлоге (Торлак, Београд, 

Србија и Merck GmbH, Darmstadt, Germany). Подлоге су растваране у дестилованој води 
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(dH2O), према инструкцијама произвођача. Одређивање pH подлога и њихова 

стерилизација вршена је по упутству произвођача. Kоришћене су следеће подлоге: 

• Хранљиви агар (ХА), (Торлак, Београд) –култивација микроорганизама (пептон 1 

15 g, месни екстракт 3 g, натријум хлорид (NaCl) 5 g, дикалијум хидроген фосфат 

(K2HPO4) 0,3 g, агар 18 g).  

• Сабоурауд декстрозни агар (СДА), (Торлак, Београд) – за изоловање и 

култивацију гљива. (Декстроза 40 g, Пептон Торлак 10 g, Агар 20 g). 

• Сабоурауд декстрозни бујон (СДБ), (Торлак, Београд) – неселективна подлога за 

изоловање, култивацију и тестирање гљива (Декстроза 20 g, Казеин пептон 5 g, 

Пептонски хидролизат животињског ткива 5 g). Ниска pH вредност (приближно 

5,6) погодна за раст гљивица, посебно дерматофита и незнатно инхибиторна за 

контаминирајуће бактерије у клиничким узорцима. 

• Mилер-Хинтон бујон (MХ), (Торлак, Београд) - стандардизована подлога (Месни 

екстракт 2 g, Казеин хидролизат 17,5 g, скроб 5 g). Прописана од стране 

Националног комитета за клиничке лабораторијске стандарде Америке.  Користи 

се за тестирање антибактеријске активности најчешће антибиотика, пошто 

обезбеђује оптималне услове за већину брзо растућих аеробних и факултативно 

анаеробних бактерија.  

 

Хемикалије коришћене за генотоксичну активност: 

✓ Aгароза нормалне тачке топљења – (Agarose nma, Sigma). 

✓ Aгароза ниске тачке топљења – (Agarose low AppliChem). 

✓ Eтидијум бромид– (Ethidium bromid,e Serva). 

✓ RPMI медијум – (RPMI medium 500ml, Gibco). 

✓ Хистопак – (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich). 

✓ EDTA (C10H16N2O8) – (EDTA, 200g, CENTROHEM). 

✓ TRITON X – (TRITON X-100, Fisher BioReagents). 

✓ TRIS Base – (TRIS BASE, Fisher BioReagents). 

✓ Диметилсулфоксид – (DMSO, CENTROHEM). 

✓ NaOH; NaCl; TRIS HCL; KH2PO4; KCl; Na2HPO4 x 2H2O. 
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3.2. Поступак синтезе лиганада 
 

Лиганди L1 – 2,2’;6’,2”-терпиридин (terpy), L2 – етилендиамин (en) и L3 – trans-

1,2-диаминоциклохексан (dach) набављени су од Fluka, AcrosOrganics или Sigma-Aldrich 

и коришћени су без предходног пречишћавања.  

Лиганд L4 – (N-(1,3-диизопропил-4,5-диметилимидазолин-2-илидин)-N’,N’--

диметилетилендиамин (DMEAImiPr) је синтетисан по раније публикованом поступку 

[224]. 

Лиганди L5, L6 и L7 (L5 = 5-(фенилселенилметил)-дихидрофуран-2(3H)-он),  

L6 = 2-метил-5-(фенилселенилметил)-тетрахидрофуран и L7 = 2,2-диметил-3-

(фенилселенилметил)-тетрахидро-2H-пиран) синтетисани су по претходно 

публикованом  поступку [225]. У раствор 4-пентенске киселине, хекс-5-ен-2-ола или 5-

метил-4-хексен-1-ол (1 mmol, 0,1 g) у 5 mL сувог дихлорометана, додата је еквимоларна 

количина пиридина (0,079 g). Затим је чврст PhSeCl (1,1 mmol, 0,212g) додат у реакциону 

смешу, и реакција је текла уз мешање на собној температури до растварања PhSeCl (за 

L5 30 минута, L6 је добијен тренутно). Реакција је праћена TLC хроматографијом и 

визуалном дисколорацијом (од наранџасте или до бледо жуте). Добијени раствор је 

испран са 2M HCl, засићен воденим раствором NaHCO3. Након сушења преко Na2SO4, 

органски слој је концентрован и пречишћен од трагова дифенил диселенида 

хроматографијом на силика гел колони. 

 

 

Схема 2. Схематски приказ синтезе лиганада 

 

 

Добијени лиганди су окарактерисани стандардним аналитичким методама (UV-

Vis, IR и NMR), добијени подаци се слажу са литературним [225].  
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3.3. Поступак синтезе комплекса 

 

Комплекси Pd(II) јона C1–C4 са горе поменутим лигандима L1–L4  синтетисани 

су модификацијом претходно описаних метода [224, 226-228].  

Комплекси [Pd(terpy)Cl]Cl·3H2O (C1), [Pd(en)Cl2] (C2) и [Pd(dach)Cl2] (C3) 

добијени су додавањем кап-по-кап  раствора лиганда: terpy (0,653 g; 2,8 mmol у 10 mL 

метанола) или en (0,168 g; 2,8 mmol у 10 mL метанола) или dach (2,8 mmol у 10 mL 

метанола), у врућ раствор [PdCl4]
2-. Раствор [PdCl4]

2- добијен је претходно 

рефлуктовањем  PdCl2 (0,5 g, 2,8 mmol)  у смеши 10 mL H2O и 3 mL концентроване HCl, 

након чега је бистар раствор процеђен. pH раствора је пажљиво подешена између 4,5–5,0 

додатком NaOH. Добијени жути раствор је мешан неколико сати на 50 °C. Добијени 

раствор је остављен на собној температури до појаве чврсте жуте супстанце [226-228]. 

Комплекс [Pd(DMEAImiPr)Cl2] (C4) добијен је додавањем дихлоро[(1,2,5,6-η)-1,5-

циклооктадиен]паладијума [Pd(COD)Cl2] (0,100 g, 0,338 mmol) у раствор лиганда 

DMEAImiPr у 12 mL THF, при чему је реакциона смеша остављена да се меша преко ноћи 

на 40 °C.  Добијени црвени талог је процеђен и осушен у вакуму. Производ је сакупљен 

као чврста бордо супстанца. Црвени кристали добијени су из смеше CH2Cl2/n-хексан 

[224]. 

Комплекси [Pd(L5)2Cl2] и [Pd(L6)2Cl2] (С5 и С6) добијени су растварањем 

одговарајућих лиганада L5 и L6 (0,3 mmol, 0,077 g) у 10 mL смеше растварача 

EtOH/MeOH (4:1) и брзим мешањем након додатка PdCl2 (0,33 mmol, 0,058 g) у вишку. 

Смеша је мешана на 40 °C, 4 дана за комплекс С5 и 5h за комплекс С6. Након 

комплексирања, боја се променила из тамно браон до жуте (комплекс С5) и тамно црвене 

(комплекс С6). Након филтрације, раствор је концентрован спорим испаравањем, а 

добијена чврста супстанца је осушена на ваздуху и рекристалисана из етанола [229].  

Комплекс [Pd(L7)2Cl2] С7 добијен је додавањем вишка PdCl2 (0.33 mmol, 0.058 g) 

у смешу лиганда L7 (0,3 mmol, 0,081 g) и  растварача EtOH/MeOH (4:1). Добијена смеша 

је мешана 5 h на 40 °C. Боја раствора се променила из тамно браон до тамноцрвене. Талог 

је филтриран, а раствор је концентрован спорим испаравањем. Добијена чврста 

супстанца је сакупљена, осушена на ваздуху и рекристалисана из етанола [230].  

Чистоћа добијених комплекса потврђена је елементарном анализом, IR 

(инфрацрвена спектроскопија), UV-Vis спектрофотометријом и 1H НMR 

спектроскопијом и у сагласности је са литературним подацима. 
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Комплекс [Pd(terpy)Cl]Cl·3H2O (C1):  

Израчунато за C1= C15H11Cl2N3Pd  (Mr = 410,59): C, 43,88; H, 2,70; N, 10,23. Добијено:  

C, 43,64; H, 2,55; N, 10,20 %. 

1H NMR (200 MHz, CD3OD):  δ 8,29 (d, 2H), 8,18 (d, 2H), 8,09 (s, 2H), 7,97 (d, 2H), 7,48 (t, 

2H), 7,27 (dd, 1H)  ppm.  

UV/vis [H2O; λmax, nm]: 249, 277, 326, 344 nm  

Принос: 0,977 g (85 %);  

Комплекс [Pd(en)Cl2] (C2):  

Израчунато за C2 = C2H8Cl2N2Pd  (Mr = 237,42): C, 10,12; H, 3,40; N, 11,80. Добијено:  

C, 9,98; H, 3,42; N, 11,12 %.  

1H NMR (200 MHz, CD3OD):  δ 2,68–2,79 (m, enCH2) ppm.  

Принос: 0,543 g (81,65 %);  

Комплекс [Pd(dach)Cl2] (C3):  

Израчунатo за C3 = C6H14Cl2N2Pd  (Mr = 291,51): C, 29,88; H, 6,27; N, 8,71. Добијено:  

C, 30,10; H, 6,18; N, 8,67 %.  

1H NMR (200 MHz, CD3OD): 1,17–1,62 (m, dachCH2), 1,76–2,08 (m, dachCH2), 2,45–2,61 

(m, dachCH2).  

Принос: 0,772 g (94,6%); 

Комплекс [Pd(DMEAImiPr)Cl2] (C4):  

Израчунато за C4 = C15H30Cl2N4Pd (Mr = 443,75): C, 40,60; H, 6,81; N, 12,63. Добијено: C, 

40,59; H, 6,78; N, 12,26. 

1H NMR (300 MHz; CDCl3): δ = 5,30 (sept, 2H, JHH 7.0 Hz, CHMe2), 2,73 (t, 2H, JHH 7,3 Hz, 

C=NCH2CH2), 2,35 (t, 2H, JHH 7,3 Hz, CH2CH2NMe2), 2,75 (s, 6H, N(CH3)2), 2,05 (s, 6H, 

CCH3), 1,65 (d, 6H, JHH 7,0 Hz, CH(CH3)2), 1,52 (d, 6H, JHH 7.0 Hz, CH(CH3)2) ppm.  

13C NMR (100 MHz; CDCl3): δ = 152,6 (N2C=N), 120,7 (C̲Me), 68,2 (CH2CH2NMe2), 53,7 

(C=NCH2CH2), 51,3 (N(CH3)2), 48,8 (CHMe2), 22.7 (CH(CH3)2), 22.0 (CH(CH3)2), 10.09 

(CCH3) ppm.  

Израчунато за (C15H30Cl2N4Pd) C: 40,60; H: 6,81; N: 12,63. Добијено: C: 40,59; H: 6,78; N: 

12,26. 

Комплекс [Pd(L5)2Cl2] (C5):  

Израчунато за C5 = C22H24Cl2O4Se2Pd (Mr = 687,67):  C, 38,42; H, 3,52; O, 9,31. Добијено:  

C, 39,05; H, 3,22; O,  9,78; 

1H NMR (CDCl3; δ, ppm): 7,90 (m, 2H, Ph), 7,45 (m, 3H, Ph), 4,72–4,95 (m, 1H, CHO), 3,83-

3,98 (m, 1H, CHaHbSe), 3,32-3,45 (m, 1H, CHaHbSe), 1,84-2,13 и 2,3- 2,64 (m, 4H, 2CH2). 



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  
 

50 

 13C NMR (CDCl3; δ, ppm): 175,42, 133,49, 130,58, 130,08, 128,82, 84,35, 29,93, 28,71, 28,3. 

ESI-MS: [M-Cl]+ : Израчунато: 652,9456; Нађено: 652,9457  

Принос: 0,196 g, 95%  

Комплекс [Pd(L6)2Cl2] (C6):  

Израчунато за C6 = C24H32Cl2O2Se2Pd (Mr = 687,76):   C, 41,91; H. 4,69; O, 4,65. Нађено: 

C, 41,21; H, 4,28; O, 4,78;  

1H NMR (CDCl3; δ, ppm): 7, 90 (m, 2H, Ph), 7,38 (m, 3H, Ph), 3,85–4,4 (m, 2H, 2CHO), 3,87–

4,01 (m, 1H. CHaHbSe), 3,6-3,78 (m, 1H, CHaHbSe), 1,42-1,82 и 1,85-2,20 (m, 4H, 2CH2), 

1,16 и 1,26 (d, J = 5Hz, 6H, CH3 cis/trans изомери).  

13C NMR (CDCl3; δ, ppm): cis/trans изомери: 133,16 /133,26, 129,06/129,20, 128,82/128,99, 

126,54/126,58, 76,64/77,28, 75,21/75,87, 37,31/37,79, 32,77/33,23, 31,25/32,16, 21,04/21,21 

Израчунато за ESI-MS: [M-Cl]+ :Израчунато.: 652,8728; Нађено: 652,8719. 

Принос: 0,161 g, 78% 

Комплекс [Pd(L7)2Cl2] (C7):  

Израчунато за C7 = C26H36Cl2O2PdSe2 (Mr = 715,81 g/mol): C, 43,63; H, 5,07. Нађено: C, 

43,70: H, 5,20.  

1H NMR (CDCl3; δ, ppm): 7,94 (m, 2H, Ph), 7,39 (m, 3H, Ph), 3,59-3,72 (m, 2H, CH2O and 

1H, CHSe), 1,7-1,9 (m, 4H, 2CH2), 1,216 и 1,251 (2s, 2x3H, 2CH3); 

MS: m/z = 715,09 

Принос: 0,148 g, 69% 

 

 

3.4. Анализе и методе мерења 

3.4.1. Елементална микроанализа 

 

Елементалне микроанализе (C, H, N, S) су урађене на апарату Vario III CHNОS 

Elemental Analyzer на Хемијском факулету Универзитета у Београду.  

 

3.4.2. Инфрацрвена спектроскопија 

 

Инфрацрвени спектри синтетисаних лиганада и одговарајућих Pd(II) комплекса 

су снимљени помоћу спектрофотометра Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR на Природно-

математичком факултету Универзитета у Крагујевцу.  
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3.4.3 Нуклеарно-магнетно-резонанциона спектроскопија 

 

 Снимање нуклеарно-магнетно-резонанционих спектара синтетисаних једињења 

извршено је помоћу спектрофотометра Varian Gemini-200 NMR на Природно-

математичком факултету Универзитета у Крагујевцу користећи D2O (за синтетисане 

лиганде) и CDCl3 и DMSO-d6 (за одговарајуће комплексе Pd(II)) као раствараче. Хемијска 

померања су дата у односу на триметилсилан (TMS), употребом DDS као инертног 

стандарда. 

 

3.4.4. Масена спектроскопија 

 

 Масена спектроскопија изведена је на систему Waters SYNAPT G2-

Si/nanoACQUITY UPLC. 

 

3.4.5. pH мерења 

 

pH мерења су вршена на Mettler Delta 350 дигиталном pH-метру са резолуцијом ± 

0.01 mV, са комбинованом стакленом електродом. Ова електрода је калибрисана помоћу 

стандардног раствора пуфера (pH= 4, 7 и 9) набављених од Sigma Аldrich. 

 

3.4.6. Инструменти  

 

Апарати и инструменти коришћени у овом истраживању су: 

✓ Суви стерилизатор (Instrumentaria, Загреб) за стерилизацију лабораторијског посуђа; 

✓ Аутоклав (VX-55 Systec, Nemačka) за стерилизацију дестиловане воде, физиолошког 

раствора, хранљивих подлога, пластичног прибора, отпадног материјала; 

✓ Инкубатор (Сутјеска) за раст микроорганизама под оптималним условима; 

✓ Ламинарна комора (F8-42 Termovent) за рад под стерилним условима; 

✓ Спектрофотометар (Iskra, Крањ, Словенија) и Читач микротитарских плоча (ELISA -

RT-2100C, Rayto, Shenzhen, China) за квантитативну анализу узорака; 

✓ Аналитичка вага (OHAUS Corporation Pioneer USA) за прецизно мерење физичких 

величина; 



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  
 

52 

✓ Водено купатило (Inako, Загреб, Хрватска/Vk6ERN) за одвијање хемијских реакција 

на повишеној температури; 

✓ Водено купатило за соникацију (Aquasonic 250 HT Ultrasonic Cleaner, VWR 

International, Radnor, Pensilvanija, SAD) за соникацију супстанци: 

✓ pH-метар (inoLab 7110, Немачка) за прецизно одређивање pH вредности; 

✓ Вортекс (VELP, Scientifica, Italy) и Ротациона мешалица (PSU-20I, Енглеска) за 

мешање и растварање, хомогенизацију узорака, техничке потребе; 

✓ МсFarland дензитометар (DEN-1, BioSan, Latvia) за одређивање густине суспензије 

микроорганизама; 

✓ Ротациони шејкер за техничке потребе. 

 

 

3.5. In vitro антимикробни тест 

3.5.1. Тест супстанце и миркоорганизми 

 

Тестиране супстанце (лиганди и одговарајући комплекси) су растворене у 

диметилсулфоксиду, а потом разблажене течним хранљивим медијумима при чему су 

добијени 10% раствори. Антибиотици, тетрациклин, цефтриаксон и ванкомицин су 

растворени у Mилер-Хинтон (МХ) бујону, док су антигљивични лекови флуконазол, 

кетоконазол и амфотерицин Б растворени у Сабоурауд декстрозном (СБ) бујону. 

Антимикробна активност лиганада и комплекса одређена је тестирањем 20 врста 

микроорганизама (Табела 1). Тестирања су вршена на 10 врста патогених бактерија, 

укључујући 5 стандардних сојева и 5 клиничких изолата. Такође, антигљивична 

активност је одређена тестирањем 7 врста филаментозних гљива и 3 квасца. Клинички 

изолати патогених бактерија обезбеђени су из колекције микроорганизама Института за 

јавно здравље, Крагујевац, Србија. Остале микроорганизме обезбедила је Лабораторија 

за Микробиологију, Природно-математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу, где 

су спроведена истраживања. Колекција изолата и ATCC стандардних врста је чувана у 

мешавини на -80°C, на Природно-математичком факултету, Универзитета у Крагујевцу 

у подлози са у 20% (v/v) глицерола и хранљивог бујона.  
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Табелa 1. Списак тестираних микроорганизама коришћених у одређивању 

антимикробне активности испитиваних лиганада и одговарајућих Pd(II) комплекса 

  

Бактерије  Гљиве  

Грам-позитивне бактерије  Квасци  

Bacillus subtilis  Rhodotorula mucilaginosa 

Bacillus subtilis ATCC 6633 Candida albicans ATCC 10231 

Staphylococcus aureus Saccharomyces boulardii 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  

Грам-негативне бактерије Филаментозне гљиве 

Proteus mirabilis ATCC 12453 Penicillium italicum 

Pseudomonas aeruginosa  Penicillium chrysogenum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Mucor mucedo ATCC 52568 

Escherichia coli  Trichoderma viridae ATCC 13233 

Escherichia coli ATCC 25922 Aspergillus flavus ATCC 9170 

Salmonella enterica Aspergillus fumigatus ATCC 204305 

  Aspergillus niger ATCC 16404 

 

3.5.2. Суспензије микроорганизама 

 

Криогене културе су засејаване на коси ХА и СБА и инкубиране 24 h на 37°C за 

бактерије, 48 h на 26°C за квасце и 7-14 дана на 26°C за филаментозне гљиве. Направљене 

су секундарне културе које су инкубиране на истим подлогама. Овакве културе су 

коришћене за прављење суспензија микроорганизама које су се користиле у тестирању.  

Бактеријске суспензије и суспензије квасaца су припремљене тако што су 

колоније микроорганизама старe 24 h, узимане директно са хранљиве подлоге и 

суспендоване у 5 mL стерилног физиолошког раствора. Густина почетне суспензије је 

подешавана коришћењем дензитометра (DEN-1, BioSan), при чему је вршено 

упоређивање са 0,5 Mc Farland стандардом [231]. Десетострука разблажења почетне 

суспензије су додатно припремљена у стерилном 0,85% физиолошком раствору до 

концентрације од приближно  106 CFU/mL. Суспензије спора гљива су припремљене од 

свежих зрелих култура (старе 3-7 дана) које су расле на 27°C на СБА агару. Споре су 

суспендоване у 5 mL стерилног физиолошког раствора и спектрофотометријски на 530 

nm је измерена замућеност раствора (турбидитет). Суспензије су се затим даље 

разблаживале до приближно 106 CFU/mL према процедури препорученој од  NCCLS 

[232].  
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3.5.3. Микродилуциона метода 

 

Антимикробна активност лиганада и њихових одговарајућих Pd(II) комплекса 

тестирана је одређивањем минималне инхибиторне концентрације (МИК) и минималне 

микробицидне концентрације (ММК) употребом микротитрационих плоча уз помоћ 

ресазурина [233].  

Коришћена је плоча са 96 отвора у које је стављено по 100 μL хранљиве подлоге, 

МХ бујон за бактерије и СД бујон за гљиве. По 100 μL раствора испитиваних једињења 

почетне концентрације 2000 μg/mL је додато у први ред микротитрационе плоче. 

Двоструким разблаживањем коришћењем мултиканaлне пипете добијени су раствори 

концентрација у области од 1000 до 7,81 μg/mL. Затим је додавано по 10 μL суспензија 

бактерија, квасца или спора гљива. Тестирана једињења су испитана при концентрацији 

бактерија од 105 CFU/mL, и концентрацији квасца и спора гљива од 103 CFU/mL. На крају 

у сваки отвор додат је ресазурин. Ресазурин као индикатор ћелијског раста у периоду 

инкубације из плаво-љубичасте боје под утицајем оксидоредуктаза живе ћелије прелази 

у резоруфин розе флуоросцентне боје (Схема 3) [234]. Тако припремљене плоче су 

инкубиране на 37°C 24 сата за бактерије, на 28°C 48 сати и 72 сата за гљиве.  

 

                                            

ресазурин                                                          резоруфин 

                   Схема 3. Прелазак ресазурина у резофурин 

 

Минимална инхибиторна концентарција (МИК) је дефинисана као најнижа 

концентрација испитиваних супстанци на којој није дошло до промене боје ресазурина 

из плаве у ружичасту. Код гљива МИК представља најнижу концентрацију испитиваних 

једињења која спречава раст мицелије. Резултати су очитавани визуелно. Минимална 

микробицидна концентрација (ММК) је одређена пресејавањем 10 μL узорка из отвора у 

којима није уочен раст на плочаст агар (ХА за бактерије и СД за гљиве). Концентрација 

на којој после периода инкубације није уочен раст на агару дефинисана је као ММК.  

Антибиотици (тетрациклин, цефтриаксон, ванкомицин) и антигљивични лекови 

(кетоконазол, флуконазол и амфотерицин Б) су коришћени као позитивне контроле. 
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Концентровани диметилсуфоксид је бактерицидан, па је зато постављена контрола 

растварача којом је потврђено да 10% диметилсулфоксид нема утицаја на раст 

микроорганизама. Концентрација диметилсулфоксида у експерименту се додатно 

смањује серијом двоструких разблажења, тако да је концентрација растварача била 5% и 

нижа. Сваки експеримент садржи контролу раста која подразумева присуство и раст 

бактерија без тестиране супстанце, контролу стерилности која подразумева одсуство 

живих бактерија, негативну контролу (растварач) и позитивну контролу која 

подразумева присуство комерцијалног антибиотика. 

 

3.6. In vitro антибиофилм активност 

3.6.1. Тест супстанце и миркоорганизми 

 

Тестиране супстанце растворене су у диметилсулфоксиду а потом разблажене 

течним хранљивим медијумом MH бујоном при чему су добијени 10% раствори. 

Aнтибиотици су такође растворен у MH бујону. 

Антибиофилм активност комплекса С1 и лиганда L1 је одређена испитивањем на 

3 врсте бактерија (S. aureus ATCC 25923, P. mirabilis ATCC 12453 и P. aeruginosa ATCC 

27853), јер су они показали значајно већи ниво антимикробне активности у поређењу са 

другим тестираним комплексима. Такође је испитана антибиофилм активност комплекса 

С5 и С7, као и лиганада L5 и L7 на 3 врсте бактерија (S. aureus ATCC 25923, S. aureus и 

P. aeruginosa). 

3.6.2. Суспензије микроорганизама 

 

Бактеријске суспензије су припремљене тако што су колоније узимане директно 

са подлоге и суспендоване у 5 mL стерилног физиолошког раствора. Густина почетне 

суспензије је подешавана коришћењем дензитометра (DEN-1, BioSan), при чему је 

вршено упоређивање са 1,0 Mc Farland стандардом и није вршено даље разблаживање 

суспензија.  

3.6.3. Tissue culture plate test (TCP) тест 

 

Антибиофилм активности испитиваних сусптанци су одређене методом коју су 

описали Christensen и сарадници [235]. То је најчешће коришћена метода за испитивање 

антибиофилм активности на формираном биофилму. Формирање биофилма је урађено 

по методи О’Тооле и Колтер (1998) са неким модификацијама [236]. 
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Коришћене су полистиренске плоче са равним дном и 96 отвора у које је стављено 

по 100 μL хранљиве подлоге, Mueller-Hinton бујона за бактерије у сваки отвор. Затим је 

10 µL свеже бактеријске суспензије додато у сваки отвор. Инокулисане плоче су 

инкубиране на 37°C 24 сата за Грам-негативне и 48 сати за Грам-позитивне бактерије. 

По 100 µL из раствора испитиваних комплекса (концентрације 2000 µg/mL) је додато у 

први ред плоче. Затим су направљена серијска двострука разблажења за сваки следећи 

ред која су додавана одвојено коришћењем муктиканалне пипете. Након 24 сата 

инкубације садржај сваке од плоча се одбаци, а затим се отвори испирају са 200 µL 

раствора пуфера (0,15 M амонијум-сулфат, 0,1 M калијум-дихидрогенфосфат, 0,001 M 

магнезијум-сулфат и 0,034 M натријум-дихидрогенцитрат) због уклањања слободних 

бактерија. Биофилмови обојене су са кристал виолетом (0,1% w/v) и инкубирани на 

собној температури 20 минута. Вишак боје је испран са дејонизованом водом, а плоче су 

фиксиране са 200 µL раствора етанол-ацетон (4:1). Оптичке густине обојених ћелија 

бактерија одређене су са микро ELISA читачем плоча на таласној дужини од 630 nm. 

Биофилм инхибиторна концентрација (БИК) је дефинисана као најнижа концентрација 

сваког комплекса на којој је инхибирано формирање биофилма. Сваки тест је укључивао 

контролу формирања биофилма. Само бујон или бујон са растворима комплексима 

служили су као контрола због провере стерилности и неспецифичног везивања медијума. 

Сви тестови спроведени су у дупликату и биофилм инхибиторна концентрација је била 

константна. Тетрациклин, ванкомицин и цефтриаксон су коришћени као позитивне 

контроле. 

 

 

3.7. Aнтиоксидативна активност 

3.7.1. Тест капацитета неутралисања DPPH радикала 

 

Способност Pd(II)-комплекса са неким лигандима да неутралишу 2,2-дифенил-1-

пикрилхидразил (DPPH) слободне радикале процењена је коришћењем методе описане 

од стране Takao и сарадника [237]. Тест се базира на размени водоникових атома или 

електрона између молекула антиоксиданта хемијског комплекса и DPPH радикала у 

раствору [238].  

Метанолни раствор DPPH (2 mL, 20 μg/mL) додаван је испитиваним растворима 

у метанолу (2 mL) у различитим концентрацијама (62,5-1000 μg/mL). Раствор има тамно 

розе боју, а у току реакције мења боју у светлије нијансе розе боје, па чак и у жуту. Што 
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је промена боје израженија то тестирано једињење има већу антиоксидативну активност. 

Након 30 минута у тами на собној температури, апсорбанца је очитана на 

спектрофотометру на 517 nm. Метанол је коришћен као контрола, док је аскорбинска 

киселина коришћена као стандард. Експеримент је спроведен у трипликату а резултати 

су представљени као средње вредности ± стандардне девијације. Антиоксидативна 

активност изражена је као проценат инхибиције, а израчуната је коришћењем следеће 

једначине: 

Активност неутрализације радикала (%) = 100 х [(Aконтрола – Aузорак) / Aконтрола)] 

при чему је Aконтрола апсорбанца контроле, а Aузорак апсорбанца тестираног узорка. 

IC50 вредност је ефективна концентрација хемијске супстанце на којој је 

неутралисано 50% DPPH радикала. Наведена вредност добијена је са графика који 

приказује неутралишућу активност (%) наспрам концентрације узорака. Ниска IC50 

вредност указује на јаку способност екстракта да се понаша као DPPH неутрализатор. 

 

 

 

3.8. Интеракције паладијум(II)-комплекса са ДНК и серум 

албумином 

3.8.1. Интеракције паладијум(II)-комплекса са ДНК 

 
Афинитет везивања Pd(II)-комплекса у молекулу ДНК испитиван је применом 

апсорпционе и флуоресцентне спектроскопије. Основни раствор CT-ДНК припремљен 

је у PBS пуферу, који је дао однос UV абсорбанци на 260 nm и 280 nm (A260/A280) био 

између 1,8 и 1,9, што указује да је ДНК била ослобођена протеина, и концентрација је 

измерена помоћу UV абсорбанце на 260 nm (ε = 6600 M–1 cm–1) [239]. UV–Vis спектри 

снимљени су на Perkin–Elmer Lambda 35 или 25 спектрофотометру са двоструким 

снопом, користећи кварцне кивете дужине 1 mm (3 mL). Флуоресцентна мерења изведена 

су на RF-1501 PC спектрофлуориметру (Shimadzu, Japan). Флуоресцентни спектри 

снимљени су у опсегу 550–750 nm при ексцитацији на 527 nm у свим случајевима. 

Ексцитациони и емисиони прорези су били 10 nm. 
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3.8.1.1. Апсорпциона спектроскопска мерења 

 

Интеракције испитиваних комплекса Pd(II) са ДНК су проучаване Uv-Vis  

спектрофотометријски у циљу одређивања константе везивања (Kb). Фосфатни пуфер  

(0,01 M, pH = 7,4) је коришћен за апсорпциона мерења. Серија раствора комплекс-ДНК 

је припремљена мешањем раствора комплекса константне концентрације  

са инкрементима ДНК полазног раствора. 

Константа везивања, Kb, одређује се праћењем промена апсорбанце на 

одговарајућој таласној дужини након додавања ДНК раствора растуће концентрације на 

основу следеће једначине (1): 

[ДНК]/(εA – εf)=[ДНК]/(εb – εf)+1/[Kb(εb–εf)]                                                                      (1)                

 Kb се израчунава из односа нагиба и одсечка праве [ДНК]/(εA – εf) = f([ДНК]), 

где је [ДНК] концентрација ДНК, εA = Aobsd/[комплекс], εf је екстинциони коефицијент 

некоординованог комплекса, а εb је екстинциони коефицијент координованог комплекса 

[240]. 

 

3.8.1.2. Флуоресцентна мерења 

 

Интеракције комплекса са ДНК су испитиване и флуоресцентном 

спектроскопијом. Интензитет флуоресценције је мерен на таласној дужини ексцитације 

527 nm, а флуоресцентне емисије на 612 nm. Ширина ексцитационог и емисионог прореза 

(10 nm) и брзина снимања су константне за све експерименте. Интеракције комплекса са 

ДНК су проучаване у присуству ЕБ да би се утврдило да ли комплекс може да замени EБ 

из његовог ДНК-ЕБ комплекса. ДНК-ЕБ комплекс је прирпемљен мешањем 10 μM EБ и 

10 μM ДНК (pH=7,4). Mогући ефекти везивања комплекса за ДНК су проучавани 

снимањем промене флуоресцентног емисионог спектра након додавања  раствора  

комплекса  у раствор ДНК-ЕБ. Пре мерења систем је инкубиран на собној температури 

у току 5 минута. Емисија раствора је снимана у области  од 550 до 750 nm. 

Степен интеракције комплекса Pd(II) и ДНК молекула одређује се израчунавањем 

Стерн-Волмерове (Stern-Volmer) константе (Ksv) применом Стерн-Волнерове једначине 

(2):  

I0/I = 1+ Ksv[Q]                                                                                                                        (2) 
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где су I0 и I интензитети емисије у одсуству и присуству комплекса, [Q] је укупна 

концентрација комплекса, Ksv је Стерн-Волмерова константа, која се може добити из 

нагиба праве зависности I0/I од концентрације комплекса [Q] [241,242]. 

 

3.8.1.3. Мерење вискозитета 

 

Вискозности ДНК раствора су одређиване након додавања  раствора  комплекса 

Pd(II)  различитих концентрација. Време протока је мерено дигиталном штоперицом. За 

сваки узорак је мерење поновљено три пута, а затим је израчунато просечно време 

протока. Подаци су анализирани као (η/η0)
1/3 у односу на r, где је η вискозитет ДНК у 

присуству комплекса, а η0 је вискозност само ДНК у пуферском раствору. Вискозности 

су израчунате на основу посматраног времена протока за растворе који садрже ДНК (t) 

кориговано за време протока само пуфера (t0), η = (t − t0)/t0. 

 

3.8.2. Интеракције паладијум(II)-комплекса са серум албумином 

 

Интеракције комплекса Pd(II)  са говеђим серум албумином (BSA) су испитиване 

флуоресцентном спектроскопијом снимањем спектара у опсегу 300 - 500 nm на 

ексцитационој таласној дужини од 295 nm. Ефекат везивања испитиваних комплекса за 

протеин је посматран на основу смањења емисионог интензитета албумина (2 μM) после 

додатка комплекса. 

Флуоресценција протеина је последица природних флуорофора као што су 

триптофан, тирозин и фенилаланин. Промене у флуоресценцији говеђег серум албумина 

(BSA) коришћене су за праћење интеракција са комплексима Pd(II). Интеракција BSA са 

поменутим комплексима испитивана је праћењем смањења флуоресценције BSA на 363 

nm са повећањем концентрације Pd(II)-комплекса С5 и С6 (0,0–10,0 µM). 

Подаци о степену интеракције испитиваних комплекса и BSA, могу се такође 

добити на основу Стерн-Волмерове (Stern-Volmer) једначине, једначина (2) [243]. 

 

3.8.3. Симулације молекулског докинга 

 

Полазне структуре испитиваних комплекса пре докинга су оптимизоване на 

naωB97XD теоријском нивоу у комбинацији са def2-TZVP основног сета. [244,245]. 

Добијене структуре окарактерисане су као минима рачуњањем и испитивањем 
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вибрационих фреквенција на истом теоријском нивоу. За ову врсту прорачуна коришћен 

је програм GAUSSIAN [246]. Почетне тродимензионалне структуре (3D) ДНК које 

представљају канонску B-ДНК  (PDB: 1BNA), ДНК са интеркалационим јазом, џепом 

(PDB: 1Z3F) и говеђи серум албумин (PDB: 4F5S), као и структуре тирозил-tРНК 

синтетазе (TyrRS; PDB: 1JIJ) и топоизомеразе II ДНК гиразе (DNA Gyr; PDB: 2XCT) 

бактерије S. аureus, узете су из „Protein Data Bank“ базе података (PDB; 

http://www.rcsb.org ) [247]. 

Молекули воде, лиганди и хетероатоми су уклоњени уколико су присутни у 

узорку. У ригидној структури ДНК, BSA, TyrRS и флексибилној структури ДНК Gyr , 

једињења су докингована коришћењем „Molegro Virtual Docker“ (MVD, verzija 

2013.6.0.1) [248]. Компјутерски прорачуни за активна места везивања вршени су са 

мрежном резолуцијом од 0.3 Å. Докинг према BSA је изведен преко MVD генерисане 

шупљине, близу остатка Trp-213, за ДНК Gyr бактерије S. aureus око ципрофлоксацина, 

а за TyrRS бактерије S. аureus око лиганда SB-239629. Параметри процедуре докинга су: 

максималан број итерација 1500, величина популације 50, енергетски праг 100,00 

kcal/mol и максимални број корака 300. Максимална популација од 100 и максимални 

број понављања од 10000 је коришћен у сваком низу. Алгоритам претраге је био MolDock 

SE са подешеним бројем низова на 100, а број генерисаних поза је био 5. MVD функције 

описале су процену испитиваних комплекса и ДНК/BSA/ДНК Gyr/TyrRS интеракција: 

MolDock, Docking, Rerank, и H-bond [248]. Вредности Molegro функција су релативно 

процењиване. Пет најбољих поза је задржано. Докинговане позе са ДНК фрагментима су 

визуализоване употребом молекуларног графичког програма CHIMERA 

(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) .  

 

 

3.9. In vitro генотоксична активност 

3.9.1. Комет тест 

 

Генотоксичност је испитивана Комет тестом према протоколу Singh и сарадника 

уз незнатне модификације [249].  

Периферна венска крв прикупљена је од три здрава донора старости 41, 38 и 37 

година, који нису били изложени познатом мутагену најмање 6 месеци. Суспензија 

лимфоцита је третирана са три нова комплекса Pd(II) са селен донорским лигандима, у 4 

различите концентрације (1, 10, 20 и 40 μg/ml) током пола сата на 37ºC. Након периода 

http://www.rcsb.org/
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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инкубације, виталност ћелија је испитана тестом Трипан плаво. Третиране ћелије су 

суспендоване у 100 μl 1%-не агарозе ниске тачке топљења (LMPA , od engl. low melting 

point agarose). Ресуспендовани садржај је наношен на положену микроскопску плочицу 

у количини од 90 μl, а затим је инкубиран на 4ºC током 5 минута. Плочице су затим 

пренесене у припремљен ледени раствор за лизу на pH=10 током 2 сата (2,5 M NaCl, 100 

mM EDTA, 10 mM tris, 1% тритон X-100, 10% DMSO). Плочице су затим држане у 

електрофоретском пуферу (10 M NaOH, 200 mM EDTA) на 4ºC током 30 минута. 

Електрофореза је извршена на 25 V и 300 mA током 30 минута на 4ºC, након чега су 

плочице потопљене у неутралишући пуфер (0,4 M Tris-HCl, pH 7,5) 3 пута по 5 минута и 

бојене са 50 μl етидијум бромида током 10 минута. Негативне контроле (без третмана) и 

позитивне контроле третиране су водоник-пероксидом (H2O2, у финалној концентрацији 

10µg/ml), су паралелно укључене. 

Ћелије су анализиране на микроскопу (Nikon E 50i) при увеличању од 400х. 

Анализирано је по 100 ћелија по донору (по 50 ћелија са сваке од дуплираних плоцица). 

Ћелије су визуелно класификоване у 5 група на основу ДНК оштећења: класа 0 – без 

оштећења, класа 1 – ниско оштећење, класа 2 - средње оштећење, класа 3 - високо 

оштећење, класа 4 – тотална деструкција [250]. Индекс генетичког оштећења (Genetic 

damage index, GDI) израчунат је применом формуле:      

GDI = класа 1 + 2 x класа 2 + 3 x класа 3+ 4 x класа 4 / класа 0 + класа 1 + класа 2 + 

класа 3 + класа 4 

 

 

3.10. In vitro антитуморска активност 

3.10.1. Испитиване ћелијске линије 

 

За испитивање цитотоксичне активности на ћелијама канцера помоћу MTT теста, 

коришћена је HCT-116 ћелијска линија обезбеђена од стране American Tissue Culture 

Collection (Manassas, VA, USA). 

Радни раствори су припремљени у диметилсулфоксиду у концентрацији од 100 

mM и разблажени до крајњих концентрација (0,1, 1, 10, 50, 100 и 500 µM) у DMEM 

медијуму за третман ћелија (проценат DMSO у третману са највишом концентрацијом 

био је 0.5 %, дакле нетоксичан за ћелије). Ћелије су култивисане у медијуму  DMEM, 

допуњеном са 10% феталним говеђим серумом (FBS), антибиотицима 100 IU/mL 
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пеницилина, 100 μg/mL стрептомицина, у Т75 фласку, у контролисаној атмосфери од 5% 

СО2 на 37 °С. Сви експерименти су рађени при 70 до 80 % конфлуентности ћелија. 

 

3.10.2. МТТ тест 

 

МТТ тест је метода којом се индиректно одређује вијабилност ћелија [251-253]. 

МТТ, 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид (Слика 20) је кристал 

жуте боје, растворљив у води, који због позитивног наелектрисања лако пролази кроз 

ћелијску мембрану.  

 

Слика 20. Структура МТТ 

 

У метаболички активним ћелијама се МТТ редукује до нерастворних љубичастих 

кристала формазана. Митохондријална редуктаза (сукцинат-дехидрогеназа), активна 

само у живим ћелијама, катализује ову реакцију, па је редукција првобитног једињења 

до формазана директно пропорционална броју живих ћелија (Схема 4). 

 

 

 

митохондријална         

     редуктаза 
 

 

 

 МТТ                                                                                  Формазан 

                                               

 

 

Схема 4. Жути МТТ се митохондријском редуктазом претвара у љубичасти 

формазан 
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Ћелије у експоненцијалној фази раста прикупљене су из фласка. Број ћелија је 

одређен уз искључење мртвих ћелија тј. ћелија обојених Трипан плаво бојом на 

хемоцитометру. Tрипан плава боја може да прође само кроз оштећену ћелијску мембрану 

невијабилних ћелија и боји цитоплазму, док је код вијабилних ћелија ова могућност 

искључена. На тај начин се под микроскопом лако може одредити број вијабилних ћелија 

у датој запремини суспензије ћелија. 

Ефекат испитиване супстанце се одређује поређењем интензитета боје који дају 

ћелије излагане само медијуму (негативна контрола) и интензитета који дају ћелије у 

третману испитиваном супстанцом. Настали формазан се раствара диметилсулфоксиду 

и интензитет боје се одређује спектофотометријски на 550 nm.  

За засејавање ћелија коришћене су микротитар плоче са 96 бунарића (104 ћелија 

по бунарићу), и након 24 h преинкубације, третиране са по 100 µL раствора сваке 

концентрације испитиваних супстанци. Медијум за култивацију са одговарајућом 

количином испитиваних једињења, али без ћелија коришћен је као слепа проба. 

Вијабилност култивисаних ћелија одређена је МТТ тестом [251]. На крају периода 

третмана (24 h и 72 h), додато је по 25 µL MTT (концентрације 5 mg/mL у PBS- од енг.  

Phosphate saline buffer) и 100 µL свеже припремљеног медијума уз додатну инкубацију 

од 2 h на 37 °C. Након инкубације, бунарићи су аспирирани, а љубичасти формазан 

формиран у ћелијама је растворен у 150 µL DMSO по бунарићу, и мерена је апсорбанца 

на 550 nm на Rayto 96-well plate ELISA читачу, RT-2100C. 

Ефекти на вијабилност ћелија су рачунати као однос апсорбанце третираних 

узорака подељено са апсорбанцом контролних узорака (нетретиране ћелије) и 

помножено са 100 ради изражавања у процентима вијабилних ћелија. Подаци су 

изражени као средње вредности два независна експеримента, што је спроведено 

употребом статистичког софтверског пакета SPSS (Чикаго, Илиноис). Цитотоксични 

ефекти су изражени као IC50 вредност (доза која смањује вијабилност ћелија за 50%), што 

је израчунато из дозних криви компјутерским програмом CalcuSyn v 2.1. 

 

Проценат мртвих ћелија је израчунат помоћу формуле: 

% цитотоксичности = 100-((Е-Б)/(К-Б)х100); 

где је: Е-отвор са испитиваним супстанцама; Б-слепа проба (бленк); К-отвор са 

нетретираним ћелијама. 

IC50 концентрација се дефинише као концентрација супстанце која за 50% 

инхибира ћелијско преживљавање у односу на нетретирану контролу. 
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3.11. Статистичка анализа 
 

У опису и анализи података коришћене су дескриптивне и математичко-

аналитичке статистичке методе.  

Подаци су обрађени коришћењем Microsoft Excel-а (Redmond, Washington, DC, 

USA) и SPSS статистичком програму, верзија 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).  

Резултати су приказани табеларно и графички. Резултати су очитавани у 

дупликату и трипликату при чему су константни резултати прихваћени као такви, а код 

резултата који то нису одређена je средња вредност ± стандардна девијација. Код анализа 

две групе података коришћени су Student-ови t тестови, а за већи број група ANOVА. За 

све коришћене статистичке тестове вредности p≤0,05 сматране су статистички 

значајним. 
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4. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА 

4.1. Синтеза и карактеризација комплекса 

 

Kомплекси Pd(II) са различитим азот и селен донорским лигандима, коришћени 

за даља испитивања у оквиру ове докторске дисертације. Синтетисани су у 

задовољавајуће добрим приносима (преко 80%), директном реакцијом између PdCl2 или 

[PdCl4]
2- или [Pd(COD)Cl2]  и одговарајућег лиганада у односу 1:1. Као растварач 

коришћена је вода, етанол, тетрахидрофуран или метанол. Све синтезе су изведене у 

сарадњи са истраживачким групама Института за хемију, Природно-математичког 

факултета у Крагујевцу. Структура комплекса Pd(II) je приказана на Слици 21. 
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Слика 21. Структура лиганада и комплекса Pd(II) у дисертацији 

 

Pd(II) комплекси су окарактерисани стандардним аналитичким методама 

(елементална микроанализа, IR и NMR спектроскопијом и масеном спектрометријом). 
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Добијени подаци указују да је приликом синтезе свих комплекса као производ реакције 

добијено жељено комплексно једињење у високом приносу.  

 

4.2. In vitro антимикробна активност паладијум(II) комплекса 

 

In vitro испитивање антимикробне активности Pd(II) комплекса са азот и селен 

донорским лигандима, одређена је тестирањем на укупно 18 микроорганизмима 

(бактеријама, квасцима и филаментозним гљивама). Резултати испитивања 

антимикробне активности приказани су у табелама (Табела 2, 3, 5, 6). У табели 4 и 6 

приказане су вредности MИК и MMK за антибиотике: тетрациклин, цефтриаксон и 

ванкомицин и антигљивчне лекове: флуконазол, кетоконазол и амфотерицин Б који су 

коришћени као позитивне контроле. За извођење експеримената као растварач коришћен 

је 10% диметилсулфоксид за који је утврђено да не инхибира раст испитиваних 

микроорганизама. 

Интензитет антимикробне активности варира у зависности од врсте 

микроорганизма и типа испитиваног једињења. MИК и MMK вредности за испитиване 

Pd(II) комплексе биле су у опсегу од ˂0,49 до ˃1000 μg/mL, односно од 15,63 до >1000 

µg/mL за комплексе Pd(II) са селен донорским лигандима. 

Када су у питању комплекси С1, С2, С3 и С4 и лиганди L1 и L4, лиганд L1 је 

испољио исту или мало бољу антимикробну активност, посебно према квасцима и 

филаментозним гљивама, у односу на комплекс С1. Комплекс С4 показао је бољу 

активност него L4 лиганд када су у питању бактерије, али су резултати обрнути када су 

у питању квасци и филаментозне гљиве. Комплекси С2 и С3 нису могли да се пореде са 

одговарајућим лигандима зато што су L2 и L3 били испарљиви и нестабилни за овакву 

врсту испитивања. 

Комплекс С1 показао је значајно већу антимикробну активност у односу на С2, 

С3 и С4. Антигљивична активност комплекса С1 била је боља од његове антибактеријске 

активности. Вредности МИК-а за C1 за квасце и филаментозне гљиве кретао се у опсегу 

од <0,49 до 15,63 μg/mL, док су вредности МИК-а за бактерије кретале између 0,98 и 

31,25 μg/mL. Грам-позитивне бактерије су показале већу осетљивост на С1 комплекс од 

Грам-негативних бактерија, са вредностима МИК-а од 15,62, односно 31,25 μg/mL. 

Изузетак је био P. mirabilis ATCC 12453 са МИК 0,98 μg/mL. Комплекси C2 – C4 

показали су сличну активност према Грам-позитивним и Грам-негативним бактеријама. 

Од тестираних комплекса, само је С1 показао антимикробну активност упоредиву са 
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позитивним контролама. Комплекс С1 са одговарајућим лигандом L1 је имао бољу 

антимикробну активност према стандардном и клиничком соју B. subtilis у односу на 

цефтриаксон. Ово једињење је показало јачу активност према P. aeruginosa АТCC 27853 

и другим Грам-негативним бактеријама у поређењу са ванкомицином.  

Осим комплекса С1, чија се антимикотична активност поклапала са 

флуконазолом, остали комплекси су показали умерену и ниску активност према већини 

квасаца и филаментозних гљива у поређењу са позитивним контролама. Најосетљивији 

према комплексу С1 и лиганду L1 био је P. italicum (МIC <0,49 μg/mL). Њихов eфекат на 

P. italicum поклапао се са активношћу кетоконазола. 

Нема разлике у антимикробној активности комплекса Pd(II) са селен донорским 

лигандима између Грам-позитивних и Грам-негативних бактерија. Комплекси C5 и C7 

имају најзначајнију активност према бактерији P. aeruginosa (стандард и изолат), бољу 

од контроле. Комплекс C7 има значајну активност према стандарду и изолату бактерије 

S. aureus. Kомплекс C5 имa значајну активност према филаментозним гљивицама (T. 

viridae ATCC 13233 и врстама из рода Aspergillus), а aктивност је у опсегу или боља од 

позитивне контроле (Табеле 5 и 6). 



 

 

Табела 2. Резултати антимикробна активност лиганда L1 и Pd(II) комплекса С1 и С2 

  

Тестиране супстанце/врсте 
L1 C1 C2 

MИКa MMКб MИК MMК MИК MMК 

Bacillus subtilis 7,81 7,81 15,62 15,62 500 500 

B. subtilis ATCC 6633 31,25 31,25 15,62 15,62 500 500 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 7,81 31,25 15,62 62,5 250 >500 

Proteus mirabilis ATCC 12453 0,98 125 0,98 125 500 500 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 31,25 250 31,25 125 250 250 

Escherichia coli 15,63 31,25 31,25 62,55 500 500 

E. coli ATCC 25922 15,63 15,63 31,25 31,25 >500 >500 

Salmonella enterica 31,25 62,5 31,25 31,25 250 250 

Rhodotorula mucilaginosa 1,96 3,91 7,81 7,81 500 1000 

Candida albicans ATCC 10231 3,91 15,63 15,62 15,62 1000 >1000 

Saccharomyces boulardii 3,91 3,91 7,81 7,81 500 1000 

Penicillium italicum <0,49 <0,49 <0,49 <0,49 1000 1000 

P. chrysogenum 1,96 1,96 15,63 31,25 500 1000 

Mucor mucedoATCC 52568 1,96 1,96 15,63 15,63 1000 >1000 

Trichoderma viridae ATCC 13233 1,96 1,96 15,63 31,25 1000 1000 

Aspergillus flavus ATCC 9170 0,98 1,96 15,63 31,25 1000 >1000 

A. fumigatus ATTC 204305 1,96 1,96 15,63 15,63 1000 1000 

A. niger ATCC 16404 1,96 3,91 15,63 62,5 1000 1000 
                                   аMИК-минимална инхибиторна концентрација (μg/mL);  

                       бMMK- минимална микробицидна концентрација (μg/mL), нт-није тестирано 

 

 



 

 

Табела 3. Резултати антимикробна активност лиганда L4 и Pd(II) комплекса С3 и С4 

  

Тестиране супстанце/врсте 
C3 L4 C4 

MИКа MMКб MИК MMК MIИК MMК 

Bacillus subtilis 250 500 >500 >500 500 500 

B. subtilis ATCC 6633 250 500 >500 >500 250 500 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 250 500 >500 >500 250 500 

Proteus mirabilis ATCC 12453 500 500 >500 >500 500 500 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 500 500 >500 >500 250 500 

Escherichia coli 500 500 >500 >500 500 500 

E. coli ATCC 25922 500 500 >500 >500 500 500 

Salmonella enterica 500 500 >500 >500 500 500 

Rhodotorula mucilaginosa 250 1000 250 500 500 500 

Candida albicans ATCC 10231 500 1000 250 500 500 1000 

Saccharomyces boulardii 500 1000 125 250 125 500 

Penicillium italicum 500 1000 250 250 500 500 

P. chrysogenum 250 500 250 250 250 500 

Mucor mucedo ATCC 52568 1000 1000 500 500 500 1000 

Trichoderma viridae ATCC 13233 1000 1000 250 250 1000 1000 

Aspergillus flavus ATCC 9170 500 1000 500 500 500 500 

A. fumigatus ATTC 204305 1000 1000 500 500 1000 1000 

A. niger ATCC 16404 1000 >1000 500 500 500 >1000 
                                          аMИК-минимална инхибиторна концентрација (μg/mL);  
                                          бMMK- минимална микробицидна концентрација (μg/mL), нт-није тестирано 

 



 

 

Табела 4. Резултати антимикробне активности позитивних контрола 

  

Тестиране супстанце/врсте 
Тетрациклин Цефтриаксон Ванкомицин 

MИКa MMКб MИК MMК MИК MMК 

Bacillus subtilis 0,98 1,96 31,25 31,25 1,96 1,96 

B. subtilis ATCC 6633 1,96 15,63 31,25 31,25 0,98 1,96 

Staphylococcus aureusATCC 25923 <0,49 1,96 1,96 3,91 0,49 0,98 

Proteus mirabilis ATCC 12453 15,62 31,25 < 0,98 < 0,98 31,25 31,25 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 7,81 62,5 7,81 15,62 250 >250 

Escherichia coli 1,96 3,91 < 0,98 < 0,98 125 125 

E. coli ATCC 25922 0,98 3,91 < 0,98 < 0,98 125 250 

Salmonella enterica 0,49 3,91 <0,49 <0,49 250 250 

Тестиране супстанце/врсте 
Флуконазол Кетоконазол Амфотерицин Б 

MИКa MMКб MИК MMК MИК MMК 

Rhodotorula mucilaginosa 31,25 500 <0,49 < 0,49 <0,098 0,39 

Candida albicans ATCC 10231 31,25 62,5 1,96 1,96 <0,098 <0,098 

Saccharomyces boulardii 7,81 31,25 1,96 1,96 <0,098 <0,098 

Penicillium italicum 250 500 <0,49 <0,49 <0,098 1,56 

P.chrysogenum 1000 1000 31,25 62,5 0,195 0,39 

Mucor mucedo ATCC 52568 250 250 7,81 7,81 <0,098 0,39 

Trichoderma viridae ATCC 13233 500 1000 62,5 125 0,78 1,56 

Aspergillus flavus ATCC 9170 500 500 <0,49 1,96 0,39 0,78 

A. fumigatus ATTC 204305 1000 1000 62,5 125 0,195 0,195 

A. niger ATCC 16404 1000 1000 31,25 62,5 0,195 0,39 
                                             аMИК-минимална инхибиторна концентрација (μg/mL);  

 бMMK- минимална микробицидна концентрација (μg/mL), нт-није тестирано



 

 

Табела 5. Резултати антимикробне активности лиганда L5, L6 и Pd(II) комплекса C5 и C6 

  

Тестиране супстанце/врсте 
L5 C5 L6 C6 

MИКa MMКб MИК MMК MИК MMК MИКa MMКб 

Bacillus subtilis ATCC 6633 >1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

Staphylococcus aureus  >1000 >1000 125 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

S. aureus ATCC 25923 >1000 >1000 125 250 >1000 >1000 >1000 >1000 

Pseudomonas aeruginosa 1000 >1000 62,5 125 250 1000 1000 1000 

P. aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

Proteus mirabilis ATCC 12453  1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

Escherichia coli >1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

E. coli ATCC 25922 >1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

Salmonella enterica >1000 >1000 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

Rhodothorula mucilaginosa 500 1000 250 500 500 1000 500 1000 

Candida albicans ATCC 10231  >1000 >1000 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

Saccharomyces boulardii >1000 >1000 250 500 >1000 >1000 >1000 >1000 

Mucor mucedo 1000 1000 500 1000 500 1000 1000 1000 

Trichoderma viridae ATCC 13233 1000 >1000 500 500 500 1000 1000 >1000 

Aspergillus flavus ATCC  9170 1000 >1000 500 1000 1000 >1000 1000 >1000 

A. fumigatus ATCC  1022 1000 >1000 250 250 1000 >1000 500 >1000 

A. niger ATCC 16404 1000 >1000 250 500 1000 >1000 1000 >1000 
                                 аMИК-минимална инхибиторна концентрација (μg/mL);  

       бMMK- минимална микробицидна концентрација (μg/mL), нт-није тестирано 

 

 

 

 

 



 

 

Табела 6. Резултати антимикробне активности лиганда L7, Pd(II) комплекса С7 и позитивних контрола 

  

Тестиране супстанце/врсте 
L7 C7 

Доксициклин / 

Флуконазол 

MИКa MMКб MИК MMК MИК MMК 

Bacillus subtilis ATCC 6633 >1000 >1000 1000 1000 1,953 31,25 

Staphylococcus aureus  1000 >1000 62,5 125 0,45 7,81 

S. aureus ATCC 25923 >1000 >1000 62,5 125 0,224 3,75 

Pseudomonas aeruginosa 250 1000 15,63 62,5 250 1000 

P. aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 62,5 125 62,5 125 

Proteus mirabilis ATCC 12453  >1000 >1000 500 500 7,81 15,63 

Escherichia coli >1000 >1000 500 500 15,63 62,5 

E. coli ATCC 25922 >1000 >1000 500 500 15,63 31,25 

Salmonella enterica >1000 >1000 1000 1000 15,63 31,25 

Rhodothorula mucilaginosa 500 1000 250 500 31,25 500 

Candida albicans ATCC 10231  >1000 >1000 250 1000 7,81 31,25 

Saccharomyces boulardii >1000 >1000 500 1000 31,25 62,5 

Mucor mucedo 1000 1000 1000 1000 250 250 

Trichoderma viridae ATCC 13233 1000 >1000 1000 1000 500 1000 

Aspergillus flavus ATCC  9170 1000 >1000 1000 1000 500 500 

A. fumigatus ATCC  1022 500 >1000 1000 >1000 1000 1000 

A. niger ATCC 16404 1000 >1000 1000 >1000 1000 1000 

                   аMИК-минимална инхибиторна концентрација (μg/mL);  

                   бMMK- минимална микробицидна концентрација (μg/mL), нт-није тестирано
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Антимикробна резистенција (АМР) је стално растући проблем и велика је претња 

здрављу глобалне популације. Центри за контролу и превенцију болести и Светска 

здравствена организација проценили су да би до 2050. године милиони људи могли да 

умру због резистентних микробних инфекција, што би могло довести до нове пандемије 

[3,254]. Развој резистенције на антибиотике испољен је кроз различите механизме 

(формирање биофилмова, елиминације антибиотика ефлуксним пумпама, мутације 

циљаних гена, смањену пропустљивост ћелија и тд.) [16,255-257]. Потреба за 

алтернативама које се могу користити као активни антимикробици постоји већ дуже 

време [258]. Повећани пренос заразних микроорганизама, нарочито резистентних на 

постојеће антибиотике, довео је до интересовања за употребу метала као антимикробних 

и/или биоцидних агенаса [38]. Легуре паладијума су често истраживане као 

потенцијални материјали за употребу нпр. привремени имплантати за спречавање 

инфекција код кардиоваскуларних болести [259]. Паладијум као средство у медицинској 

употреби нпр. премази на катетерима, се третира као супстанца која поседује 

антимикробна својства и смањује ризик за бактеријске инфекције и преношење истих 

[260]. Истраживања показују да комплекси паладијума, показују антимикробну 

ефикасност против патогена [261].  

Из свих наведених разлога антимикробна активност лиганада и одговарајућих 

Pd(II) комплекса испитана је на одабраним врстама бактерија и гљива. Антимикробно 

дејство је тумачено на основу вредности МИК и ММК. Интензитет антимикробне 

активности варира у зависности од врсте микроорганизма и типа испитиваног једињења. 

Ранија истраживања су показала да Pd(II) комплекси показују значајно бољу 

антимикробну активност у поређењу са одговарајућим лигандима [87,92,262]. MИК и 

MMК вредности за испитиване Pd(II) комплексе биле су у опсегу од ˂0,49 до ˃1000 

μg/mL. Ранија истраживања показала су да интензитети антимикробних активности 

варирају у зависности од врсте микроорганизама, као и од типа и концентрације 

испитиваног једињења [87-89]. 

Комплекси су углавном показивали већу активност од одговарајућих лиганада, 

што је у складу са хелатном теоријом и Овертоновим концептом [96].  

У поређењу са структурно сличним лигандима N,N-донорског типа и 

одговарајућих комплекса Pd(II), лиганд L1 и комплекс С1 су показали сличну или бољу 

антибактеријску активост, посебно према Грам-негативној бактерији P. mirabilis, док су 

активности према E. coli сличне или нешто ниже. Остали лиганди и комплекси нису 

показали значајну антибактеријску активност. 
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Претходна истраживања показала су да комплекси углавном показују нижу 

антигљивичну активност [90,263] али су Pd(II) комплекси са дериватима тиосалицилне 

киселине показали значајно бољу антифунгалну активност у односу на позитивну 

контролу, флуконазол. У поређењу са дериватима тиосалицилне киселине и 

одговарајућим Pd(II) комплексима, лиганд L1 је показао значајно бољу активност према 

свим врстама из рода Aspergillus, док је комплекс С1 показао нешто нижу антигљивичну 

активност. Такође, у поређењу са овим једињењима, лиганд L1 и комплекс С1 су 

показали значајно бољу антифунгалну активност према C. albicans [87]. Неки комплекси 

паладијума показују антибактеријску активност и то и против Грам-негативних (E. coli и 

P. aeruginosa) и Грам-позитивних (S. aureus и B. subtilis) бактерија, при чему је активност 

израженија код Грам-позитивних, што је случај и у нашем истраживању. Овај тип 

комплекса не показује ефикасност против гљива C. albicans и A. niger. Разлог може да се 

тражи у различитим методама јер је ово истраживање спроведено диск дифузионом 

методом и мерењем зона инхибиције [264]. 

Patil и сар. [265] дали су преглед антимикробне активности N-хетероцикличних 

комплекса различитих метала међу којима је и паладијум у периоду 2015-2020. 

Истраживачи у различитим студијама су синтетисали низ бидентатних пиридин-

функционалних Pd комплекса са различитим супституентима (R = метил, фенил и терт-

бутил) при чему је испитана њихова антимикробна активност. Након координације са 

паладијумом, добијени NHC–Pd  (N-хетероциклични карпемски комплекси) комплекси 

показују значајне антимикробне активности са минималним инхибиторним 

концентрацијама (МИК) у микромоларном опсегу [265]. Генерално, као и у нашем 

истраживању, Грам-позитивне бактерије су инхибиране при ниским микромоларним 

концентрацијама деривата, док су, за разлику од тога, примећене значајно ниже 

ефикасности према Грам-негативним бактеријама. Сматра се да је биолошка активност 

ових једињења последица како бројних супституената, тако и оптичке изомерије NHC–

Pd комплекса [266]. Patil и сар. су из прегледа литературе закључили да NHC–Pd показују 

значајан антимикробни потенцијал, иако је тај потенцијал ипак мањи од оног добијеног 

са сребром и златом [265].  

Из тог разлога јавила су се и истраживања комплекса NHC–Pd који су добијени 

из одговарајућег комплекса NHC–Ag(I) [267]. Његов антибактеријски потенцијал према 

Грам-негативним бактеријама E. coli и Грам-позитивним бактеријама S. aureus био је 

низак у поређењу са комплексом NHC–Ag(I) и/или у поређењу са стандардним 

антибиотиком ампицилином. Одговарајућа со бензимидазолијума није показала никакву 

инхибицију раста [267]. Ово истраживање се делимично поклапа са нашим где од 
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тестираних комплекса, С1 показује антимикробну активност упоредиву са позитивним 

контролама. Овај комплекс, али и његов лиганд L1, има бољу антимикробну активност 

према стандардном и клиничком соју B. subtilis у односу на цефтриаксон, и према P. 

aeruginosa АТCC 27853 и другим Грам-негативним бактеријама у поређењу са 

ванкомицином. Комплекси C5 и C7 су показали најзначајнију активност према бактерији 

P. aeruginosa (стандард и изолат). Те активности C5 и C7 су биле боље од позитивне 

контроле. Комплекс C7 je имао и значајну активност према S. aureus. 

Остала истраживања ове врсте показују различите ефекте, како због разлике у 

методи која се користи (диск дифузиона) тако и због велике разноврсности 

новосинтетисаних молекула који се користе као лиганди.  

Комплекс Pd(II) јона са 7-бромо-хинолин-8-олом [Pd(BrQ)2] је показао чак 250 

пута већу активност на P. mirabilis у односу на позитивну контролу, тетрациклин [90]. 

Garoufis и сарадници [268] су испитивали антимикотичну и антибактеријску активност 

комплекса Pd(II) са различитим лигандима (сумпор и азот донорским лигандима, 

Шифовим базама и лековима као лигандима). Шифове базе показују јачу антимикробну 

активност у поређењу са стандардним лековима стрептомицином и нистатином, њихови 

комплекси са Pd(II) нису показали значајну активност према тестираним бактеријама 

[269]. 

Антибактеријска активност нових стероидних тиосемикарбазона и њихових 

комплекса Pd(II) тестирана је in vitro диск дифузионом методом на две Грам-позитивне и 

две Грам-негативне бактерије. Резултати су показали да су стероидни комплекси бољи 

инхибитори и Грам-позитивних и Грам-негативних бактерија у поређењу са стероидним 

тиосемикарбазонима. Једно једињење од тестираних има антибактеријску активност која 

је иста као код амоксицилина као позитивне контроле [270]. In vitro антибактеријска 

активност стероидних тиосемикарбазона и њихових металних комплекса такође је 

показала да су метални комплекси бољи антибактеријски агенси у односу на 

тиосемикарбазоне [271]. Pd(II) комплекси са тиосемикарбазонима (TSC) поседују 

релевантна биолошка својства против вируса, бактерија и малигних ћелија. Конкретно, 

једињења где бочни ланац TSC носи N-хетероциклични прстен у одређеном положају они 

имају добре антинеопластичне активности и снажну склоност ка хелацији метала. Зато 

њихово координовање за прелазним јоном би требало да повећа њихову активност, што 

се може уочити код неких комплексиа Pd(II)TSC, који су били активнији од самог лиганда 

[272].  

У нашем истраживању нисмо могли код свих комплекса да упоредимо разлике у 

антимикробном деловању са одговарајућим лигандима из техничких разлога, што је 
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објашњено у материјали методама, као и у делу резултати. Онде где је било могуће то 

испитати, резултати су били различити. L1 је имао исту или бољу антимикробну 

активност у поређењу са C1 у зависности од тестираног микроорганизма, док је, иако је 

та активност била генерално ограничена, C4 уопштено био антимикробно ефикаснији од 

свог лиганда L4.  C5 и C7 су уопштено деловали јаче од својих лиганада, док се код C6 

та разлика у деловању не уочава.  

 TSC лиганд се координује за Pd(II) моно- [273] или бидентатно [274], као додатни 

лиганд у координационој сфери може бити присутан неки N-хетероцикл [275], фосфин 

[157,274-277] или арсин [278]. Овако награђени комплекси поред антитуморског дејства 

показали су значајну антимикробну активност [68]. 

За лиганде и комплексе типа [M(L1– L2)2] (где је M = Pd(II) ;1 и 2; и M = Ni(II); 3 

и 4) исто је испитана антимикробна активност против патогених микроба диск 

дифузионом методом. Сви лиганди и комплекси показују значајне антибактеријске и 

антимикотичне активности али су те активности у свим случајевима биле и до 10 пута 

мање у односу на исте или сличне концентрације позитивних контрола 

(ципрофлоксацина и флуконазола). Активност инхибиције раста бактерија и гљива била 

је боља код комплекса у односу на лиганде, а комплекси паладијума су имали бољи 

антибактеријски и антифунгални ефекат од комплекса никла одговарајућих лиганда 

[279].  

Неки паладијумски комплекси попут овде испитиваних C2 и C6, исто као и Pd(II) 

комплекс са алкил фенилдитиокарбамат, показују да имају слабу или немају никакву 

антимикробну активност на свим испитивананим микроорганизмима [280]. Сви 

наведени резултати указују на специфичност метала према бактеријама [281]. Међутим, 

због различитих експерименталних метода у наведеним студијама, различитих метала у 

комплексима и различитих тест микроорганизама не могу се извести директни закључци  

из резултата испитивања [281-283]. 

Kawakami и сар. су испитали антимикробну ефикасност низа метала, укључујући 

платину и паладијум, и открили да су ови метали ефикасни против E. сoli [284]. 

Паладијум је такође показао значајну антимикробну ефикасност већу од неких других 

тестираних метала, против S. aureus и E. coli [285]. Ова истраживања нису у сагласности 

са нашим јер код нас паладијумски комплекси не испољавају ту јачину активности на 

поменутим врстама, нарочито не на E. coli. 

Ferreira и сарадници су такође испитивали антимикробну активност комплекса Ni, 

Pd и Pt. Различити метали изазвали су различите антифунгалне реакције против A. flavus, 

A. niger, и A. parasiticus. Најактивнији су били комплекси Pd(Lx)2 против A. flavus, док је 
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A. niger, био осетљивији на Ni(Lx)2. Pt(L16)2 је био најактивнији на A. parasiticus. Све 

активности су ипак биле блиске али су се и 10 пута ниже када је промењен лиганд [286]. 

Kомплекс C5 је у сагласности са наведеним истраживањем и он имa значајну активност 

према филаментозним гљивицама (T. viridae ATCC 13233 и врстама из рода Aspergillus) 

и тa aктивност је у опсегу позитивне контроле или боља. 

Manav и сар. [287] и Shasheen и сар. [288] су проценили антибактеријска својства 

комплекса Pt(IV) и Pd(II). У њиховом истраживању ниједан од три Pt(IV) комплекса није 

показао ни на једној тестираној врсти значајно антибактеријско својство [287]. Насупрот 

томе, Pd(II) комплекси су показали умерену до значајну активност уколико се она пореди 

са стандардом имипенем [288] као што је то случај за неке од резултата нашег 

истраживања.  

Низу хетеролептичних Pd(II) дитиокарбамата са различитим монодентатним 

фосфанима, тестирана је антимикробна активност на E. coli, K. pneumoniae, S. 

epidermidis, S. aureus и B. subtilis. Комплекси паладијума су у овом истраживању деловали 

умерено, што је у сагласности са великим делом наших резултата. Изведено је неколико 

закључака у правцу односа структуре и активности:  

1. дужина алкил група дитиокарбаматних лиганда игра важну улогу у 

антибактеријској активности (дужи ланци имају већу активност),  

2. гломазни супституенти повећавају липофилност и зато, помажу 

пропустљивости кроз ћелијску мембрану бактерије, и  

3. супституенти који повлаче електроне изазивају слабије антибактеријске 

одговоре [289, 290]. 

Ajibade и сар. су проценили антимикробна својства комплекса са различитим 

сулфадиазинима за M(II)=Co, Cu, Pd, и Pt. Сви комплекси метала, као и лиганд 

сулфадиазин су показали позитиван ефекат при диск дифузионој методи где је код свих 

исказана одређена зона ихибиције при концентрацији од 40 mg/mL. Паладијумски 

комплекси у овом истраживању делују значајно и испољавају зону инхибиције до 25 mm. 

Најзначајнији ефекат даје комплекс кобалта са зоном инхибиције од 27 mm на E. coli, што 

није велика разлика. Уколико се посматра МИК паладијумски комплекси делују на 

бактерије у концентрацијама 10-20 mg/mL, а ММК је већи од 20 mg/mL. Такође се може 

видети да су комплекси са N-eтил-N-фенил дитиокарбаматом активнији од комплекса са 

N-метил-N-фенил дитиокарбаматом. Генерално, у овом истраживању комплекси метала 

имају много већу антимикробну активност од слободног сулфадиазинског лиганда [291]. 



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  
 

78 

In vitro антибактеријска активност комплекса [Pd(L)(Cl)] чији је лиганд на бази 

оксима, испитана је на великом броју патогених бактерија и гљива и утврђена 

антимикробна ефикасност једињења паладијума је обећавајућа [292].  

Резултати нашег истраживања су у сагласности са раније спроведеним 

истраживањима [229]. Забележене вредности MИК и MМК у овој студији се слажу са 

вредностима објављеним за сличан сет микроорганизама. Они су били третирани Pd(II) 

комплексима са сумпор и азот донорским лигандима и Шифовим базама као лигандима 

[268].  

Уопштено, као и код нас, и у другим истраживањима показана је значајно мања 

антигљивична активност комплекса Pd(II) [90,263]. Само је студија из 2012. године 

показала да комплекси Pd(II) са дериватима тиосалицилне киселине као лигандима имају 

значајно већу антигљивичну активност према врстама из рода Aspergillus у поређењу са 

позитивном контролом флуконазолом [87]. 

Низ комплекса Pd(II) и Zn(II) са bipy или phen у пиридиламинима или 

бензизотиазолинатом или сахаринатом испитани су са аспекта антимикробних својстава. 

Комплекси су најактивнији против бактерија (E. coli, S. aureus и S. pyogenes) и гљива (C. 

albicans и A. niger), при чему се у овом истраживању појачане активности приписују и 

присуству метала и хетероаромата, односно бензизотиазолината и сахарината. Сматра се 

да код комплекса веће величине (молекуларна тежина) постоји боља антимикробна 

активност због веће пропусности кроз микробни ћелијски зид [293], што се као резултат 

и закључак ретко среће у истраживањима. 

У новије време интезивирано је истраживање наноматеријала и опште је познато 

да њихово понашање зависи од величине и састава честица, мада сами ефекти малих 

разлика у величини према биолошким ћелијама нису добро истражени. Наночестице 

паладијума (Pd NP) се испитују и са аспекта антимикробног капацитета и њихове 

корисности као циљних антимикробних једињења. Adams и сар. су синтетисали Pd NP у 

три различите ограничене величине и испитали инхибиторни ефекат Pd NP и Pd(II) јона 

на E. coli и S. aureus током 24 сата. Резултати указују да су Pd NP много више 

инхибиторне према S. aureus него према E. coli, иако су све величине токсичне за оба 

организма. Уочена је значајна разлика у зависности антимикробне активности од 

величине и она се разликовала од тестираног микроорганизма. Величина Pd NP 

коришћених у тестовима била је у распону од 1–3 nm, а ћелије S. aureus су сфере 

површине од приближно 3 mm2, док ћелије E. coli, имају површину од приближно 11 

mm2. Ако је величина једини фактор који се узима у обзир при антимикробном деловању 

0,1 nm NP би лакше ступила у интеракцију са ћелијама E. coli него са ћелијама S. aureus, 
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имајући у виду величину и сферична ограничења. Али коришћењем мањих NP 2–3 nm у 

овој студији, места реакције паладијума на S. aureus постале би засићене много брже и 

при много нижим концентрацијама него на E. coli [294]. 

Претпоставља се да интеракције у површини између ћелијских зидова и E. coli су 

ометене типом ћелијског зида. Спољашња мембрана Грам-негативних бактерија, 

састављена од асиметричног двослоја липополисахарид - фосфолипид, бактерија пружа 

значајну препреку антимикробним једињењима [295]. Антибиотици нпр. могу продрети 

у Грам-негативне ћелије само кроз путеве посредоване липидима и дифузне поре [296]. 

Састав спољне мембране Грам-негативних бактерија наспрам ћелијског зида Грам-

позитивних бактерија заснованих првенствено на пептидогликану може значајно 

утицати на способност метала да се вежу за бактеријске површине [297]. Показано је да 

ћелијски зидови Грам-позитивних бактерија делују као хелатори метала, а показало се да 

различити прелазни елементи оксидационог стања +2 варирају у ефикасности везивања 

за омотаче ћелија E. coli [298,299].  

Антимикробна активност зависи и од присуства редукционих средстава, што у 

већини бактерија чине тиоли мале молекулске масе. Код већине Грам-негативних 

бактерија тиолни молекул је глутатион, док је код Грам-позитивних бактерија 

(укључујући S. aureus) присутан бацилитиол [300]. Код комплекса, координацијом јона 

Pd(II) са органским лигандима, долази до повећања липофилности, што се одражава на 

побољшан пролазак комплекса до циљаног места у бактеријској ћелији. Међутим, 

липополисахариди који се налазе на спољашњем делу ћелијског зида Грам-негативних 

бактерија, су хидрофилни и представљају додатну баријеру за хидрофобне супстанце. 

Због сложеније структуре ћелијског зида, Грам-негативне бактерије поседују генерално 

већу отпорност на дејство различитих антимикробних супстанци у односу на Грам-

позитивне бактерије [21,23,25]. Такође, оксидационо стање јона метала, број и врста 

донорских атома, као и њихова релативна диспозиција у лиганду, један су од главних 

фактора који одређују биолошку активност једињења. Све је у сагласности са нашим 

истраживањем где генерално постоји разлика у деловању између Грам-позитивних у 

односу на Грам-негативне бактерије. 

Неколико студија је показало антимикробну ефикасност паладијума у јонском 

облику или у комбинацији са неким другим металом попут злата или платине, и показало 

се и да њихови комплекси инхибирају бактеријске патогене [301-303]. 

Pd NP постају јонизоване током испитивања токсичности, а E. coli као и друге 

Грам-негативне бактерије, може користити ефлуксне пумпе за уклањање токсичних 

једињења из ћелије што значајно доприноси проблему стечене резистенције бактеријска 
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на антибиотике [304]. Различити токсични ефекти паладијума и њихових комплекса на 

бактерије могу бити последица различитих механизама (исцрпљивање антиоксиданата, 

оштећење ДНК-а, оштећена функција мембране и/или ометање асимилације хранљивих 

материја) [38]. Комплекс паладијума са 1,6-бис(бензимидазол-2-ил)-3,4-дитиахексаном 

показује механизме токсичности код бактерија због везивања метала што доводи до 

оштећења ДНК, узрокујући ћелијску смрт. Иако је хемија паладијума врло слична хемији 

платине, комплекси паладијума се разликују од платине у неколико аспеката. Паладијум 

показује већу склоност размени лиганда, што је око 105 пута више од платине. 

Дисоцијација лиганда ствара активне врсте метала које могу лако ступити у интеракцију 

са другим једињењима, па су комплекси паладијума токсични због веће реактивности 

[305]. 

За улазак у цитоплазму у великим количинама, уместо поремећаја мембране, 

паладијум може изазвати токсични ефекат, па би тада мања величина ћелије и 

фундаментално различита својства ћелијског зида Грам-позитивног S. aureus у односу на 

Грам-негативну E. coli могла да га учине осетљивијим на Pd NP [294]. 

Активност Pd(II) јона као инхибитора ензима такође је добро проучена. Познато 

је да Pd(II) јон инхибира креатин киназу, сукцинат дехидрогеназу и многе друге 

уобичајене ензимске процесе у прокариотским и еукариотским ћелијама [306] чиме се 

може објаснити антимикробна активност његових комплекса, без уочљивих разлика у 

деловању код различитих група микроорганизама (Грам-позитивне и Грам-негативне 

бактерије, квасци, филаментозне гљиве), што се може уочити и у нашем истраживању 

код неких комплекса. 

У студији Vaidya и сар. повећање антимикробне активности зависи од 

концентрације тестираних супстанци. Примећено је и да најелектронегативнији метали 

дају и најбоље антимикробне резултате. Претпоставља се да то може бити резултат 

велике електронегативности металних јона које јако привлаче негативно наелектрисане 

бактерије. Резултат ових јако привлачних сила може довести до повећаних интеракција 

јона бактерија-метал, што доводи до веће антимикробне ефикасности, а тиме и до 

повећане ћелијске смрти [118]. Комбинација паладијума са сребром против E. faecium 

показује добру синергистичку комбинацију. Разлог може бити тај што су јони метала 

били у растворима, док друга истраживања укључују испитивање антимикробне 

ефикасности метала у облику наночестица или комплекса, што је случај у нашем 

истраживању, а познато је да облик метала утиче на антимикробни механизам деловања 

[118]. Паладијум, поред злата и платине показује најефикаснију антимикробну активност 

у облику појединачних раствора металних јона. У студији је мерена активност и бакра и 
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сребра мерењем зоне инхибиције и одређивањем МИК-а. Деловање је изражено на E. 

faecium, K. pneumoniae и A. baumannii. Аутори ове студије препоручују коришћење у 

формулацијама где је потребно интензивно чишћење одређених површина. 

Синергистичке комбинације паладијума са златом и платином, појединачно, препоручују 

за коришћење у облику антимикробних или биоцидних комбинација, посебно против 

наведених патогена [118]. 

И у другим студијама антимикробна механичка активност метала зависи од 

његових хемијских својстава (на пример селективност донорских атома, потенцијала 

редукције), које управљају њиховом реактивношћу у бактеријским ћелијама. Према 

томе, употреба антимикробних агенаса у комбинацији може додатно повећати њихову 

антимикробну ефикасност стварањем синергистичког ефекта [307]. Зато се наше 

истраживање проширило и на комплексe Pd(II) са селен донорским лигандима. 

Претрагом литературе нису нађена испитивања антимикробног потенцијала 

паладијума са селеном. Уопште антимикробни тестови селенита су ретки и спорадични. 

Нађено је да Na-селенит има инхибиторни ефекат на Helicobacter pylori [308].  Комплекс 

Se(IV) и витамина А испитан је као антимикробни агенс за неке врсте бактерија и 

гљивица при чему је уочена значајна инхибиција. Антимикробна активност селен-ОХ 

комплекса испитана је на E.coli, S. epidermidis као и гљива A. niger и A. flavus. Утврђено 

је да витамин А има најнижу активност док је комплекс селена био потентнији него 

оригинални хелат по својим инхибицијским својствима [309]. Неколико 

органоселенових једињења је до сада пријављено као антимикробни агенси [264,310-

314]. 

Није показан антибактеријски ефекат Na-селенита на врсте B. subtilis, B. mycoides, 

E. coli и P. species. На чврстим подлогама Na-селенит не инхибира раст бактерија али 

може утицати на инхибиторно дејство антибиотика на бактеријски раст. Осетљивост 

бактерија на антибиотике се повећава у присуству селена и то је најочитије у 

концентрацији од 10 mg/ml натријум селенита. Повећан инхибиторни ефекат 

антибиотика у присуству натријум селенита у медијуму потврђује се и у течној култури 

свих испитиваних врста. Тај резултат је последица динамике смањивања густине 

популације и ниже количине екстрацелуларних протеина. У присуству Na-селенита 

расте инхибиторни ефекат ампицилина и стрептомицина [315].  

Peng и сар. су закључили да 36 nm Se има мању токсичност од селенита или 

селенометионина са већом величином честица, али и да сви ови облици Se имају сличну 

способност да повећају ниво селено ензима. Закључили су да величина наночестица игра 

важну улогу у биолошкој активности [316].  
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Исто као код паладијума и код селена се у новије време интезивирају 

истраживања везана за наночестице селена (SeNP). Оне представљају безбедне облике 

есенцијалног микронутријента селена и у великој мери се користе у биотехнологији и 

биомедицини. Антибактеријска својства SpSeNP-а, добијеног коришћењем екстракта 

ћелија микроалге, Spirulina platensis, потврђена су квалитативно и квантитативно, против 

изазивача кварења хране (S. aureus и Salmonella typhimurium), при чему је 

антибактеријска активност била у корелацији и повећавала се са смањењем величине 

SpSeNP-ова. То је доказано микроргафијом ћелија S. typhimurium третираних SpSeNP-

овима при чему је доказано и озбиљно деловање наночестица на уништавање бактеријске 

ћелије а то уништавање је било временски зависно [317]. Забележено је и да мање  

величине честица доводе до мање вредности МИК-а за S. typhimurium и S. aureus 

[317,318]. Али што је већа концентрација SeNP-а, већи је и инхибиторни ефекат на 

различитим  бактеријама [319]. Сматра се и да је оштећење ћелијске мембране S. 

typhimurium узроковано повећањем активности оксидативних ензима након третмана са 

SpSeNP-ова и повећањем генерације реактивних врста кисеоника [317,320]. 

И у другим истраживањима је утврђено да постоји чврста веза између величине 

наночестице и њихове биолошке активност [321]. Наночестице мање величине имају 

додатну површину подручја којим ступају у интеракцију са ћелијском мембраном 

бактерије па тако имају већу интеракцију која може довести до повећања пенетрације 

кроз спољне мембране и уласка наночестице у ћелије [322]. Најмање наночестице имају 

јаче антибактеријско деловање против E. coli и S. aureus [323] јер због своје величине 

могу доћи до нуклеарног садржаја.  

Антибактеријска активност Se-NP је утврђена и на E. coli, P. aeruginosa, S. aureus 

и Streptococcus epidermidis. Резултати су показали да SeNP испољавају антибактеријску 

активност зависно од дозе код свих тестираних бактерија. SeNP показује значајан ефекат 

против S. epidermidis и S. aureus [324]. Различита истраживања претпостављају да би 

селен на површини ћелијске мембране бактерије могао да омета пенетрацију других 

ћелиски значајних молекула, као и само дисање [325]. 

Антимикробни утицај SpSeNP-а у истраживању ElSaied и сар. [317] је био 

значајнији од оног који су пријавили Fardsadegh и Jafarizadeh-Malmiri [326]. Сматра се да 

разлика потиче због методологије производње самих честица. Слаби резултати зона 

инхибиције према S. aureus и њихово непостојање код S. typhimurium може бити и 

последица интеракције липида екстракта биљке из које су добијене наночестице са 

ћелијском мембраном Грам-позитивне бактерије, или непропусности баријере 

липополисахарида и одсуство теихоичне киселине унутар ћелијског зида Грам-



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  
 

83 

негативние бактерије [327]. У нашем истраживању активност комплексe Pd(II) са селен 

донорским лигандима на врстама S. aureus и Salmonella enterica је такође била 

ограничена или је није било.  

 

4.3. In vitro антиобиофилм активност паладијум(II) комплекса 

 

Комплекс, С1 и лиганд L1 су коришћени за испитивање антибиофилм активности 

на већ формираном биофилму јер су показали значајни степен антимикробне активности 

у односу на С2, С3, С4 комплексе. In vitro антибиофилм активност Pd(II) комплекса и 

одговарајућег лиганда испитивана је на 3 врсте бактерија (Табела 7). Закључак је да су 

испитивана једињења показала ниску и умерену антибиофилм активност. Комплекс 

Pd(II) са терпиридином као лигандом показао je већу активност од цефтриаксона према 

S. aureus АТCC 25923 и ванкомицинa према P. mirabilis АТCC 12453. У Табели 8 

приказана је антибиофилм активност комплекса C5, C7, као и њихових одговарајућих 

лиганада L5 и L7 и контроле тетрациклина. Одређен је ефекат на формирани биофилм 3 

одабране врсте бактерија (Табела 8). Резултати показују да нема уочљивих разлика у 

деловању комплекса и лиганада. Негде комплекси показују слабији ефекат на формирани 

биофилм поменутих бактерија у односу на лиганде, а негде је обрнута ситуација. 

Kомплекс C7 je показао најбољи ефекат на испитивани биофилм P. aeruginosa (БИК50 

је 125 µg/ml) и тај ефекат је бољи од контроле тетрациклина. БИК50 зa L5 je биo у oпсегу 

690,8 - >1000 µg/ml, док је за L7 био је у опсегу 780-1000 µg/ml.  



 

 

Табела 7. Ефекат лиганда L1, одговарајућег комплекса С1 и позитивних контрола на формирани биофилм изабраних бактерија 

  

Тестиране супстанце L1 С1 Тетрациклин Цефтриаксон Ванкомицин 

Врста микроорганизма БИК50* БИК90 БИК50 БИК90 БИК50 БИК90 БИК50 БИК90 БИК50 БИК90 

Proteus mirabilis  

ATCC 12453 
570 >1000 420,4 >1000 156 250 230,7 >1000 784,6 >1000 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 
>1000 >1000 >1000 >1000 156 305 116,2 >1000 733,8 >1000 

Staphylococcus aureus  

ATCC 25923 
630 >1000 248,6 530 250 300 475,4 >1000 62,6 >1000 

     * БИК 50/90– биофилм инхибиторне концентрације (μg/mL) – вредности представљају најнижу концентрацију тестираних супстанци и антибиотика 

        (тетрациклина, цефтриаксона и ванкомицина) које показују антибиофилм активност 50-90% инхибиције 

 

 

Табела 8. Ефекат лиганда L5 и L7, одговарајућих комплекса C5 и C7 и позитивне контрола на формирани биофилм 

изабраних бактерија 

  

Тестиране супстанце L5 C5 L7 C7 Тетрациклин 

Врста микроорганизма БИК50* БИК50 БИК50 БИК50 БИК50 

Staphylococcus aureus 768,27 500 1000 >1000 156 

S. aureus ATCC 25923 >1000 >1000 780 >1000 250 

Pseudomonas aeruginosa 690,8 >1000 1000 125 746 

      * БИК50 – биофилм инхибиторне концентрације (μg/mL) - представљају најнижу концентрацију тестираних супстанци и антибиотика  

        (тетрациклина) које показују антибиофилм активност 50% инхибиције
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Бактерије имају способност стварања биофилмова на абиотичким и биотичким 

подлогама, што може бити проблематично ако се јаве на нпр. катетерима, потенцијално 

доводећи до повећања ризика од инфекција што може довести до повећања броја 

морбидитета и морталитета пацијената [328].  

У основи антибиофилм активности различитих сусптанци јесте систем за 

препознавање quorum sensing-а (QS) код бактерија отпорних на више лекова, као што је 

P. аeruginosa. Ове бактерије сматрају се одговорне за развој резистенције на антибиотике 

али су у исто време значајни тест објекти за откривање антимикробних лекова.  

Пошто су комплекси С2, С3, С4 и C6 показали слабу антимикробну активност 

микродилуционом методом, за испитивање антибиофилм активности на већ формираном 

биофилму изабрани су комплекси С1 и лиганд L1, као и C5, C7 и њихови одговарајући 

лиганди L5 и L7. Резултати показују да негде комплекси показују јачи а негде слабији 

ефекат на формирани биофилм бактерија (Табела 7, 8). 

Quorum sensing (QS) представља систем комуникације између бактеријских 

ћелија који олакшава њихово колективно понашање као одговор на промене које се 

дешавају у њиховом окружењу и завистан је од густине ћелија [329]. Сигнални молекули 

који се јављају у QS-у, познати су и као аутоиндуцери (AI), а производе их многе 

бактеријске ћелије. При великој густини бактерија, ови мали сигнални молекули 

комуницирају и координирају колективно понашање регулишући неколико активности, 

као што су стварање биофилма, производња фактора вируленције, покретљивост и 

отпорност на антибиотике модулирајући транскрипцију неколико гена [330,331]. 

Неколико QS система присутно је код различитих бактерија. P. aeruginosa 

поседује три међусобно повезана QS система, названих las, rhl и pqs, који се разликују на 

основу хемијске природе аутоиндуцера који у њима учествују. Сигнални молекули 

активирају одговарајуће сродне протеинске рецепторе (LasR, RhR, и PqsR) што регулише 

активности више гена одговорних за вируленцију и стварање биофилма. Ови QS системи 

могу модулирати активности система па су нпр. rhl и pqs позитивно регулисане [332]. P. 

aeruginosa синтетише N-(3-оксододеканоил)-хомосерин лактон као AHL аутоиндуктор, 

и веже се за LasI/LasR сродни рецептор па модулира експресију више гена одговорних 

за производњу различитих фактора вируленције и формирање биофилма. Зато се LasR 

антагонисти користе као агенси за лечење инфекција изазваних бактеријама попут P. 

aeruginosa [333,334]. 

Паладијум, поред злата и платине показује најефикаснију антимикробну 

активност у облику појединачних раствора металних јона. Деловање је изражено и 
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против биофилма за E. faecium, K. pneumoniae и A. baumannii. Ово истраживање указује 

на потенцијал употребе јона паладијума, као биоцидне формулације против биофилмова 

бактерија [118]. У нашој студији комплекс С1 Pd(II) са терпиридином као лигандом 

показао je већу активност од цефтриаксона према S. aureus АТCC 25923 и ванкомицинa 

према P. mirabilis АТCC 12453.  

У студији Sabir и сар. синтетисан је низ нових селеноуреа и тиоуреа са 

дихидропирол-2-он-ом (DHP) аналога који је LasR антагониста. У овом истраживању 

деривати селена са DHP су показали значајно боље активности QS инхибиције од 

одговарајућих аналога сумпора. Најефикаснији од њих је инхибирао las QS систем за 

53% и 81%. Већина једињења има инхибицију LasR QS која је дозно зависна. Једињења 

која садрже селен су знатно ефикаснији инхибитори у односу на одговарајуће аналоге 

који садрже сумпор, највероватније због присуства оба селена (вероватно и катјонског 

NH2
+). Већина аналога селена смањује раст третираног S. aureus, при чему неки од њих 

показују снажну активност са МИК-ом 15,6 μМ. Резултати студије Sabir и сар. су 

показали да је присуство селена од суштинског значаја за QS инхибицију против P. 

aeruginosa али и за антибактеријско деловање против Грам-позитивне S. aureus. Зато се 

сматра да су ова органоселенова једињења са двоструким дејством, као QS инхибитори 

код Грам-негативних (P. aeruginosa) и антибактерициди код Грам-позитивних бактерија 

(S. aureus) [335]. Наша студија показује да комплекс Pd(II) са селен донорским лигандом 

C7 показује најбољи ефекат на испитиваном биофилму P. aeruginosa (БИК50 је 125 

µg/ml) и тај ефекат је бољи од контроле тетрациклина што је у сагласности са предходно 

наведеним. 
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4.4. In vitro антиоксидативна активност комплекса паладијум(II) 

 

DPPH је стабилан слободни радикал који се често користи за детекцију капацитета 

неутралисања радикала у хемијској анализи. Резултати капацитета неутралисања DPPH 

радикала изражене као IC50 дате су у Табели 9. Вредности показују умерене до значајних 

активности у зависности од испитиваних комплекса. 

Комплекси, С1 и С3 и лиганд L1 показују прооксидативну активност, док лиганд 

L4 и комплекс С4 показују антиоксидативну активност. Комплекс С4 има значајно бољу 

антиоксидативну активност у односу на L1, али је она мања у односу на позитивну 

контролу, аскорбинску киселину (Табела 9). C2 није тестиран јер је слабо растворан у 

метанолу у коме је тестирана активност, а L2 и L3 су испарљиви и нестабилни за овакву 

врсту испитивања. 

Антиоксидативна активност свих новосинтетисаник комплекса (С5, C6 и C7) је 

значајна при чему се са својом активношћу истиче C6 комплекс (Табела 9). 

 

 

Tабела 9. Капацитет неутралисања радикала лиганда L4, комплекса C4-C7 и 

позитивне контроле изражене као IC50 

  

Тестиране супстанце IC50а 

L4 3050,58±42,86 

C4 83,36±1,02 

C5 79,75 ± 2,83 

C6 11,27 ± 0,12 

C7 128,38 ± 2,82 

Aскорбинска киселинаб 5,25 
        аСредња вредност ± стандардна девијација изражена у μg/mL 
        б Позитивна контрола 

 

Антиоксидативна активност лиганада L5, L6 и L7 је испитана и они показују 

антиоксидатину активност која није дозно зависна, па се није могла израчунати IC50. 

Дозе на којој они испољавају 50% своје активности код њих се креће у рангу 62,50 – 250 

μg/mL. Резултати су приказани у Табели 10. 
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Табела 10. Антиоксидативна активност лиганала L5, L6 и L7 изражена као проценат 

инхибиције за тестиране концентрације ранга (500 - 15,63 μg/mL) 

Kонцентрација лиганда L5 (%)* L6 (%) L7(%) 

500 49±0,15 53±0,1 52±0,16 

250 52±0,05 50±0,06 49±0,06 

125 52±0,05 53±0,14 49±0,06 

62,5 50±0,1 49±0,15 50±0,06 

31,25 49±0,15 52±0,1 49±0,17 

15,63 46±0,1 46±0,06 46±0,05 
*Вредности антиоксидативне активности изражене су као % инхибицијe  

(средња вредност±стандардна девијација) за дате концентрације лиганада (μg/mL) 

 

Истраживањем доступне литературе, примећено је да нема великог броја 

истраживања везаног за проучавање антиоксидативне активности Pd(II) комплекса. Нека 

од претходних истраживања показала су да Pd(II) комплекси показују бољу 

антиоксидативну активност од комплекса никла и платине [336]. Pd(II) комплекс са 2-

хидрокси-4-метоксибензалдехид-4-фенилтиосемикарбазоном показује бољу 

антиоксидативну активност од одговарајућих комплекса Ni(II) и Cu(II) са истим 

лигандом, као и витамина С [337]. Друга су показала да Pd(II) комплекси показују нижу 

способност хватања радикала од одговарајућих лиганада [171]. Такође, показане су 

антиоксидативне активности сличне аскорбинској киселини, посебно за паладијум 

хлоридне комплексе са два о-хлоробензиламинска лиганда, Pd2CBA (C14H15N2Cl3Pd) 

[146]. Машковић и сарадници су показали да Pd(II) комплекси са N,N′-лигандима имају 

вишу аниоксидативну активност од бутилованог хидрокситолуена, али нижу од 

аскорбинске киселине [145]. Pd(II) комплекси са лигандима N,N-донорског типа у нашој 

студији нису показали значајну антиоксидативну активност, са изузетком C4 чија је IC50 

била око 80 μg/mL, за разлику од комплекса који су испитивани у горе наведеним 

студијама. Међутим један од новосинтетисаних комплексa Pd(II) са селен донорским 

лигандoм C6 је показао значајну активност и та активност је била упоредива са 

активностима паладијумских комплекса у горе наведеним  студијама али и за 

позитивном контролом, аскорбинаском киселином.  

Неки комплекси паладијума показују антиоксидативну активност у вредностима 

94,49, 72,36 и 70,79% за различите комплексе (Pd2, Pd3 и Pd4). Ако се упореде са 

контролом (аскорбинском киселином) може се закључити да је Pd2 снажан антиоксиданс, 

јер је у блиском контролном опсегу [146], што је у сагланости у овом истраживању код 

комплекса C6. 



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  

 

89 

Нека једињења паладијума су испитана са аспекта активности уклањања 

слободних радикала користећи четири различите концентрације (50-200 μg/mL) и 

аскорбинске киселине као стандарда. Утврђено је да активност уклањања радикала 

комплекса Pd(II) зависи од концентрације, при чему је већа антиоксидативна активност 

је примећена при већој концентрацији (200 μg/mL) [338]. Резултати показују да је 

антиоксидативна активност код два комплекса већа од активности стандарда, а за друга 

два, мања или упоредива са стандардом. Међу овим испитиваним једињењима једно 

једињење показује одличну антиоксидативну активност, што се може приписати 

природи некоординованог азота пиримидинског прстена која даје више електрона и 

планарној структури фенил групе у његовој структури [339]. Ово истраживање је 

делимично сагласно са нашим резултатима. Насупрот овом, у нашем истраживању код 

комплекса C5 антиоксидативна активност линеарно опада са растом концентрације. Код 

C4, C6 и C7 активност расте са растом концентрације али је раст значајан код C7 где је 

IC50 близу 130 μg/mL. И у нашем истраживању комплекс C6 има деловање у блиском 

опсегу деловања аскорбинске киселине као стандарда.  

Шест нових хетеролептичких комплекса Pd(II) који су синтетисани са мешовитим 

лигандом показало је такође добру активност уклањања радикала у поређењу са 

стандардом (аскорбинска киселина). И код овог истраживања активност уклањања 

радикала расте са повећањем концентрације, а највећа активност је примећена при 

концентрацији од 200 μg/mL [340]. И друга истраживања указују на то да структура и 

својства инхибитора играју значајну улогу у показивању aнтиоксидативнe активности и 

да повећање процента активности често је у корелацији са повећањем концентрације 

једињења. То се примећује и у истраживању Jagadeesh и сар. [341] где комплекс 

паладијума има вредност IC50 од 670 μg/mL што је значајно већа вредност од оних који 

су добијени у нашем истраживању.  

И аутори Icsel и сар. [342], су дошли до сличних резултата. Са повећањем 

концентрације комплекса повећава се и антиоксидативна активност испитана DPPH 

методом. Присуство лиганда који донирају водоник може да укаже на способност 

комплекса да имају антиоксидативна својства. Генерално, активност комплекса за 

уклањање радикала била је ниска у поређењу са оном код стандардних једињења, слично 

као и у нашем истраживању. Лиганд који садржи киселу NH групу, има већу 

антиоксидативну активност и то је највероватније последица могућности давања 

водоника са NH, слободним радикалима DPPH. У овом истраживању међутим уочена је 

нижа антиоксидативна активност у комплексима у поређењу са одговарајућим лигандом 
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под истим експерименталним условима што није у сагласности са нашим истраживањем. 

Аутори Icsel и сар. су мишљења да способност давања H лиганда значајно опада 

координацијом. Уочена антиоксидативна активност комплекса може бити и последица 

смањења радикалног карактера DPPH преносом атома водоника из лиганда, а не 

донацијом електрона [342].  

За разлику од предходно наведене студије Icsel и сар. у истраживању Tetteh и сар. 

[144] показано је да се антиоксидативна активност лиганда након комплексирања 

паладијумом, значајно повећава, што је у сагласности са нашим резултатима. Tetteh и 

сар. приписују овај ефекат преносу електрона између јона Pd(II) и лиганда, што се уочава 

кроз померање протона у 1H NMR спектру. Лиганд након комплексирања лакше отпушта 

водоников јон што резултира смањењу DPPH радикала [343,344]. 

Органоселенова једињења привукла су значајну пажњу као биолошки активна 

једињења због ниске токсичности и антиоксидативних својстава селена [345-347]. Као 

антиоксиданс, селен делује као битан елемент неколико редокс ензима, попут ензима 

глутатион пероксидазе, неопходног за катализацију неколико метаболичких процеса у 

телу [348]. Једињења која садрже селен и паладијум одвојено врше мултифункционалне 

ефекте на ћелије. Док једињења која садрже селен обично испољавају антиоксидативна 

својства, једињења која садрже Pd(II) су цитотоксична и прооксидативна. Зато је 

истражен биолошки ефекат бицикличног једињења селена са хидантоином, Hid-Se и 

његовог  (Hid-Se)2Pd комплекса. Hid-Se и (Hid-Se)2Pd су показали прооксидативни и 

цитотоксични карактер. У свим изведеним експериментима (Hid-Se)2Pd се показао 

активнијим, односно ова супстанца је имала већи прооксидативни ефекат и 

цитотоксичност [349]. У нашем истраживању овај резултат је сагласан са резултатима за 

паладијумове комплексе са лигандима N,N-донорског типа, С1 и С3 као и лиганд L1. 

Они показују прооксидативну активност. За разлику од њих комплекси Pd(II) са селен 

донорским лигандима испитивани у овој тези нису показали ове резултате, већ су као и 

своји лиганди са добром антиоксидативном активношћу. Основ неслагања се може наћи 

у различитим методама испитивања, а постоји могућност различитог деловања лиганада 

у овим комплексима.  

Неки аутори пријављују да комплекс Pd(II) показује највећу антиоксидативну 

активност (IC50 ≈ 730 μg/mL) која је четири пута већа од стандардног антиоксиданса α-

токоферола (IC50 ≈ 3000 μg/mL) [350]. Треба имати на уму да аскорбинска киселина као 

стандард је више уобичајена у овим тестовима при чему је њена IC50 ≈ 5 μg/mL, и одмах 

се види да овакви резултати и поређења нису адекватни. У нашем истраживању вредност 
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IC50 око 3000 μg/mL се уочила код L4 и она је оцењена као врло слаба. IC50 свих 

комплекса који показују антиоксидативну активност у нашем истраживању је у рангу 

11–130 μg/mL што би се могло оценити као изузетно јака активност уколико би нам 

позитивна контрола била α-токоферола (3000 μg/mL) као код Boutarfaia и сар. [350]. 

Комплексима Pd(II) који су синтетисани коришћењем 4-хидроксибензоеве 

киселине, одређене су вредности IC50 које су добијене из различитих експерименталних 

тестова. Ове вредности међутим потврђују да комплекси у овом раду поседују одлична 

антиоксидативна дејства, која су боља од стандарда аскорбинске киселине. Уочено је да 

је антиоксидативна активност слободног лиганда мање ефикасна што се поклапа са 

резултатима добијеним у овој дисертацији. Комплески Pd(II) са трифенилфосфином као 

додатним лигандом показују боље активности од оних који садрже трифениларзин [351]. 

У многим истраживањима биолошких активности различитих Pd(II) комплекса, 

али и селена, уочено је да величина значајно утиче на активност једињења. Из тог разлога 

у скорије време се и акценат истраживања антиоксидативног потенцијала усмерио ка 

наночестицама. Зелено синтетисане наночестице паладијума процењене су 

квантификовањем активности уклањања DPPH слободних радикала. И у овом 

истраживању су резултати показали да се проценат уклањања DPPH линеарно повећава 

са повећањем концентрације наночестица са 1 на 20 μg/mL и да врло брзо достиже скоро 

83% при 20 μg/mL. Позитивна контрола аскорбинске киселине показала је 94% 

активности али за више него дупло већу  концентрацију од 50 μg/mL [352]. 

In vitro  антиоксидативно својство синтетисаних наночестица Se (SeNP) 

добијених путем хемијске редукционе методе користећи аскорбинску киселину (витамин 

С) и поливинил алкохол (PVA) или хитозан (CS) као стабилизаторе, процењено је истим 

тестом за уклањање радикала који је коришћен и у овој тези. IC50 вредности наночестица 

биле су значајно мање, односно активност је била већа, код PVA пресвучених SeNP [324]. 

 

4.5.  Интеракције паладијум(II)комплекса са ДНК и серум 

албумином 

 

Нуклеинске киселине представљају основни генетски материјал сваке ћелије па 

према томе можемо их сматрати метом за многе унутарћелијске интеракције [173, 174, 

176]. Начин интеракције комплекса прелазних метала са молекулом ДНК зависи од 

структуре комплекса, наелектрисања, као и типа инертног лиганда. Доказано је да 

геометрија лиганда, као и комплекса, утиче на начин везивања имеђу комплекса и 
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молекула ДНК [353]. Комплекси прелазних метала могу да реагују са ДНК преко 

нековалентних (интеркалација, везивање за мали или велики жлеб, ...) или ковалентних 

интеракција, супституцијом лабилног лиганда са азотовим атомом из гуанина ДНК [354-

356]. Комплекси јона прелазних метала који при физиолошким условима могу да 

раскидају фосфоестарске везе, нарушавајући при томе структуру ланца ДНК, привлаче 

све већу пажњу због своје потенцијалне примене као метало-лекови. Проучавање 

интеракција комплекса јона прелазних метала са ДНК, има за циљ да нам укаже да ли 

промена у синтези нових лиганада и комплекса могу да дају боље резултате у 

интеракцији. На основу тога могу да се развију нове стратегије дизајна потенцијалних 

лекова. 

Протеини су веома заступљени у нашем организму, а серум албумин је најчешћи 

протеин у крвној плазми и има значајну улогу у транспорту јона метала и комплекса кроз 

крвни систем до ћелија и ткива [357]. Испитивање интеракција између серум албумин 

протеина и комплекса прелазних метала као лекова је од великог значаја, јер ове 

интеракције могу довести до смањења или повећања биолошке активности лека, као и до 

појаве нових начина транспорта ових комплекса [358]. Такође, испитивање интеракције 

између комплекса метала и протеина је од значаја и за боље разумевање транспорта и 

метаболизма јона метала у организму. 

 

 

4.5.1. Интеракције испитиваних паладијум(II) комплекса са ДНК 

4.5.1.1. Апсорпциона мерења 

 

Интеракције Pd(II) комплекса са СТ-ДНК су испитане  UV-Vis титрацијом. UV-

Vis спектари комплекса [Pd(terpy)Cl]Cl, [Pd(en)Cl2], [Pd(DMEAImiPr)Cl2] и [Pd(dаch)Cl2] 

(C1-C4) снимани су на собној температури, коришћењем константних концентрација 

комплекса (10 µmol/L) у PBS пуферу, у одсуству и присуству различитих концентрација 

раствора CT-ДНК (0–20 µmol/L) [359]. Добијене спектралне промене приказане су на 

Сликама 22, 23. Интензитет апсорпције комплекса може се смањивати (хипохромизам) 

или повећавати (хиперхромизам) са малим померањем апсорпционог максимума  

(батохромизам) након додавања раствора ДНК [359,360]. Додатком ДНК у испитивани 

раствор комплекса уочен је у свим испитиваним случајевима значајан хиперхромни 

ефекат са појавом новог апсорпционог максимума на 258 или 257 nm, али без уочених 

промена у опсегу 300–500 nm (Слика 22). Друге зависности су биле сличне и дале су 
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значајна хиперхромна померања са појавом новог сигнала у UV–Vis спектрима, што 

јасно указује да долази до интеракције између комплекса и CT-ДНК [361,362]. 

 

 

Слика 22. Апсорпциони спектри комплекса C1, C2 и C4 у 0,01 М PBS пуферу после 

додавања раствора ДНК. [комплекс] = 10 μМ, [ДНК] = 0-20 μМ. Стрелица указује на 

промену апсорбанце са повећањем концентрације ДНК. Уметнути графици: зависност 

[ДНК]/(εa – εf)] од [ДНК] 
 

Снимањем UV-Vis спектара комплекса C5 и C6 при константним концентрацијма 

(8 μmol/L) у PBS пуферу, у одсуству и присуству различитих концентрација CT-ДНК 

раствора (0-40 μmol/L), добијени су слични резултати (Слика 23). Хиперхромни ефекат 

је примећен након додавања раствора CT-ДНК на таласној дужини од око 260 nm. 

Добијени резултати указују да постоји интеракција између комплекса и молекула ДНК. 

Поред тога, примећено је померање апсорбционог максимума од неколико nm, које 

указује да је дошло до стабилизације ДНК ланца под утицајем комплекса. Примећени 

хиперхромни ефекат, као и померање максимума, може указати на интеракције између 

ароматичних хромофора комплекса и ароматичних хромофора у ланцу ДНК [153,363]. 
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Међутим, тачан тип интеракција између комплекса и ланца ДНК се не може одредити 

искључиво на основу UV-Vis спектроскопије. 

 

 

 

Слика 23. Апсорпциони спектри комплекса C5 и C6 у 0,01 М PBS пуферу после 

додавања раствора ДНК. [комплекс] = 10 μМ, [ДНК] = 0-20 μМ. Стрелица указује на 

промену апсорбанце са повећањем концентрације ДНК. Уметнути графици: зависност 

[ДНК]/(εa – εf)] од [ДНК] 

 

 

Константе везивања комплекса (Кb) одређене су праћењем промена у абсорпцији 

на одговарајућој таласној дужини након додатка растућих концентрација ДНК 

коришћењем једначине 1 (материјал и методе 3.8.1.1.) а добијени резултати су приказани 

у Табели 11. 

 

4.5.1.2. Флуоресцентна мерења 

 

На основу апсорпционих мерења, утврђено је да испитивани комплекси ефикасно 

интерагују са молекулом ДНК, али сама апсорпциона мерења нису довољна да би се 

потврдио начин интеракције између комплекса и ланца ДНК. Мерења флуоресценције су 

додатно урађена како би се потврдила интеракција између испитиваних комплекса и 

молекула ДНК. Етидијум бромид (EБ) је молекул који као слободан показује мали 

интензитет флуоресценције. Међутим, етидијум бромид је класичан интеркалатор који 

показује значајан интензитет флуоресценције на око 600 nm када се интеркалира између 

ланаца ДНК [153,364]. Уколико се молекул EБ из EБ-ДНК пара истисне другим 

C5 C6
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молекулом, флуоресценција се смањује, тј. гаси. Промене које уочавамо у EБ-ДНК 

спектрима након додатка различитих концентрација комплекса се користе за испитивање 

интеракција између комплекса и ДНК. Уколико испитивани комплекс може да  

интеркалира у ланац ДНК јаче од етидијум бромида, он ће га заменити у ланцу ДНК, што 

доводи до смањења интензитета флуоресценције EБ-ДНК пара [365,366].  

Значајно смањење интензитета емисије на 612 nm након додатка растућих 

концентрација комплекса C1–C4, показује да долази до компетиције у везивању 

испитиваног комплекса и ЕБ за ланац ДНК (Слика 24). Такође, значајно смањење 

интензитета емисије на ~ 610 nm уочено је након додатка растућих концентрација 

комплекса C5 и C6, што указује на конкуренцију у везивању за ДНК ових комплекса и 

етидијум бромида (Слика 25). Смањење интензитета флуоресценције, намеће закључак 

да су комплекси у стању да истисну молекул EБ из комплекса EБ-ДНК и да могу значајно 

да интерагују са молекулом ДНК. 

 

Слика 24. Емисиони спектар ЕБ-ДНК у присуству комплекса С4. [EБ]= 10 μmol/L, 

[ДНК]= 10 μmol/L, [комплекс]= 0-20 μmol/L; λex = 612 nm. Стрелице показују гашење 

флуоресценције након додавања раствора комплекса растуће концентрације. Уметнут  

график: зависности I0/I од концентрације [Q] 
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Слика 25. Зависност I0/I од концентрације [Q] (Q = комплекс). Уметнут график: 

Емисиони спектри ЕБ-ДНК у присуству комплекса C5 и C6. [ЕБ] = 10 μmol/L, [ДНК] = 

10 μmol/L, [комплекс] = 0-10 μmol/L; λex = 527 nm. Стрелице показују промене у 

интензитету емисије након додавања растуће концентрације комплекса 

 

Стерн-Волмерове константе за комплексе C1–C6 су израчунате из графика 

зависности I0/I од [Q], коришћењем Стерн-Волмерове једначине, једначина 2 (материјал 

и методе 3.8.1.2.), добијене вредности су приказане у Табели 11. На основу вредности 

добијених константи Ksv може се закључити да испитивани комплекси интерагују са СТ-

ДНК, што је у сагласности са UV-Vis спектроскопским мерењима.  

 

Табела 11. Kонстанте везивања (Kb) и Стерн–Волмерове константе (Ksv) за 

интеракцију комплекса C1-C4 и ДНК 

  

Испитивани комплекси Kb [M-1] Ksv [M-1] 

Комплекс C1 (10 ± 0,1) × 105 (8,6 ± 0,1) × 104 

Комплекс C2 (8,7 ± 0,1) × 104 (5,3 ± 0,1) × 104 

Комплекс C3[230] (1,0 ± 0,1) × 104 (1,7 ± 0,1) × 104 

Комплекс C4 (3,5 ± 0,1) × 104 (1,1 ± 0,1) × 104 

 

 Испитивани комплекси C1-C4 показују да умерено интерагују са молекулом 

ДНК, што се закључује на основу добијених вредности констати (Табела 11) реда 

величине 104.  

 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 1 2 3 4 5

I0/I

105[Q] M

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

550 577 604 631 658 685 712 739

I (a.u.)

λ (nm)

Pd-Se1

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5

I0/I

105[Q] M

0

50

100

150

200

250

550 577 604 631 658 685 712 739

I (a.u.)

λ (nm)

Pd-Se2C5 C6



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  

 

97 

 У Табели 12 приказане су добијене вредности константе Kb за испитиване C5 и 

C6 и структурно сличне комплексе.  

Табела 12. Добијене вредности констати за итеракције испитиваних и структурно 

сличних Pd(II) комплекса са молекулом ДНК 

 

 

 

            За разлику од C1-C4 комплекса испитивани C5 и C6 показују значајно већи 

афинитет за везивање са молекулом ДНК, ред величине добијених константи је 105. 

Комплекс C6 показује незнатно већи афинитет за везивање у односу на испитивани C5 

комплекс. Такође, исптивани комплекси C5 и C6 боље интерагују са комплексом ДНК 

него раније испитивани структурно слични комплекси 1, 2 и C7 (структура комплекса 

приказана је на Слици 26). EБ, који је класичан интеркалатор за ДНК има нижу вредност 

константе Kb (Kb = (1,23 ± 0,07) x 105 M-1) у поређењу са испитиваним комплексима, 

Табела 12 [230,362]. 

Добијени резултати на основу флуоросцентих мерења могу да се искористе и за 

одређивање броја места за везивање за ланац ДНК (n), као и равнотежне константе 

везивања Кbin a на основу Scatchard [367] једначине: 

 

log[(I0-I)/I] = logKbin+nlog[Q]                                                                                               (S1) 

 

Консанта Kbin и  n су одређени на основу графика зависности log (I0-I)/I од log [Q], 

где су I0 и I интензитети емисије у одсуству и присуству комплекса, [Q] је укупна 

концентрација комплекса. Добијене вредности константе Kbin и  n су приказане у Табели 

12, а график  зависности log [(Io-I)/I] од log [Q] за интеракцију испитиваних C5 и C6 и 

ДНК у присуству EБ; Q = C5 или C6 на Слици 27. 

 

 

ДНК  

Комплекс  Kb [M-1]  Ksv [M-1]  Kbin [M-1]  ո  Реф.  

C5  (7,5 ± 0,1) × 105  (1,3 ± 0,1) × 105  (5,0 ± 0,1) × 107  1,6    

С6  (8,0 ± 0,1) × 105  (9,6 ± 0,1) × 105  (1,1 ± 0,1) × 107  1,5     

1  (5,2 ± 0,1) × 105  (1,6 ± 0,1) × 105        [230]  

2  (4,4 ± 0,1) × 105  (1,1 ± 0,1) × 105        [230]  

С7  (3,9 ± 0,1) × 105  (0,9 ± 0,1) × 105        [230]  
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Слика 26. Структура изабраних комплекса Pd(II) са селен донорским лигандом  

 

Вредности n од 1,5 и 1,6 указују на једно место везивања комплекса за молекул 

ДНК. На основу добијених вредности константи, можемо претпоставити да је 

интеркалација највероватнији начин интеракције између испитиваних комплекса и 

молекула CT-ДНК. 
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Слика 27. График зависности log [(Io-I)/I] од log [Q] за интеракцију испитиваних 

C5 и C6 и ДНК у присуству EБ; Q = C5 или C6 

 

4.5.1.3. Мерење вискозности 

 

Како би се потврдила интеракција синтетисаних комплекса са молекулом ДНК, 

мерена је вискозност раствора ДНК у присуству и одсуству растућих концентрација 

комплекса C5 и C6 (Слика 28). Додавање растућих концентрација комплекса C5 и C6 (до 

r = 1,0) у раствор CT-ДНК (0,01 mmol/L), довело је до повећања релативне вискозности 

ДНК, која је била најизраженија након додавања комплекса C6. У класичној 

интеркалацији, једињење се умеће између базних парова ДНК, што доводи до повећања 
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дужине ланца ДНК, а самим тим и повећања вискозности. Јачина интеракције је обично 

пропорционална са повећањем вискозности ДНК. Сходно томе, пораст вискозности за 

комплексе C5 и C6 је још један доказ интеркалације са молекулом ДНК, највероватније 

између фенилне групе комплекса и пуринских или пиримидинских база молекула ДНК. 

 

 

 

 

Слика 28. Релативни вискозитет (η/η0)
1/3 раствора CT-ДНК у 0,01 mmol/L раствору 

фосфатног пуфера (фосфатни пуферски систем=0,01 mol/L, CNaCl = 0,137 mol/L, CKCl 

=0,0027 mol/L, pH=7,4) у присуству различитих концентрација (r) комплекса C5 и C6 

 

4.5.2.  Интеракције комплекса паладијум(II) са серум албумином 

 

Говеђи серум албумин (BSA) је погодан модел за испитивање јер је структурно 

сличан људском серум албумину (HSA) [368,369]. Раствор говеђег серум албумина 

показује интензивну флуоресцентну емисију на λem,max= 352 nm, када је ексцитован на 

295 nm. Додавањем комплекса C5 и C6 у раствор серум албумина може се уочити 

смањење флуоресценције на око λ = 363 nm, што је приказано на Слици 29. Смањење 

флуоресценције може се приписати променама у терцијарној структури протеина 

насталим као последица промена окружења триптофана у серум албумину због везивања 

протеина за комплекс [369]. 
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Слика 29. Емисиони спектри серум албумина у присуству комплекса C5 и C6 

[серум албумин]=2 μM, [комплекс]=0-10 μM, λex=295 nm. Стрелице показују промене 

интензитета након додавања раствора комплекса растуће концентрације. Убачени 

график: Зависност I0/I од концентрације [Q] (Q=комплекс), са ■ означене су 

експериментално добијене тачке, пуне линије представљају линеарну зависност 

 

Вредности Стерн–Волмерових константи (Ksv) за интеракције комплекса C5 и C6 

сa серум албумином су одређене коришћењем Стерн–Волмерове једначине (2), где је I0 

почетни интензитет флуоресценције триптофана у албумину, I jе интензитет 

фуоресценције триптофана у албумину после додавања комплекса, a [Q] je 

концентрација комплекса. Вредност константе Ksv се може израчунати из линеарне 

зависности I0/I од [Q] (Слика 29). На основу добијених података одређени су  број места 

за везивање за ланац ДНК (n), као и равнотежне константе везивања Кbin a на основу 

Scatchard [367] једначине (3). Добијене вредности константи приказане су у Табели 13.  
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Табела 13. Константе везивања испитиваних комплекса C5 и C6 са BSA  

BSA 

Комплекси Ksv[M–1] Kbin[M–1] n 

C5 (4,4 ± 0,1) × 106 (3,6 ± 0,1) × 1012 2,4 

C6 (6,6 ± 0,1) × 106 (4,8 ± 0,1) × 108 1,6 

 

Може се приметити да испитивани комплекси Pd(II) са селен донорским 

лигандима врло добро интерагују и показују  висок афинитет везивања за серум албумин 

(Табела 13). Графички приказ добијених вредности константи Ksv за испитиване 

комплексе са ДНК и серум албумином (Слика 30). Добијени подаци указују да 

испитивани комплекси поседују висок афинитет везивања за ДНК и серум албумин. Са 

слике се може видети да комплекси C5 и C6 имају већи афинитет везивања за серум 

албумин у односу на ДНК (Табеле 13, Слика 30). На основу добијених података може се 

закључити да је највероватнији механизам интеракција испитиваних комплекса са 

молекулом ДНК интеркалација. Нешто већи афинитет везивања за молекул ДНК и серум 

албумин показује комплекс C6 у поређењу са комплексом C5. 

 

 

            Слика 30. Вредности Ksv за испитиване комплексе са BSA или CT-ДНК 
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4.5.3. Докинг молекула 

 

Симулације тј. докинг молекула су моћни алати за одређивање компатибилности 

између  комплекса и циљних молекула за везивање комплекса (у нашем случају, ДНК и 

BSA), и њиховог начина интеракције. Ови резултати се могу упоредити са 

експерименталним добијеним резултатима и додатно потврдити већ одређен начин 

интеракције између комплекса и биомолекула.  

 Доковањем испитиваних C5-C7 комплекса и молекула ДНК добијени су 

резултати приказани на Слици 31. 

 

 

Слика 31. Интеракције испитиваних комплекса и молекула ДНК према начину 

везивања, А - где је фаворизован „minor groov“ начин везивања, Б - где је фаворизована 

интеркалација као начин везивања 

 

На основу резултата добијених молекулским доковањем испитиваних комплекса  

може се видети да комплекси показују врло сличну способност интеракције са оба 

фрагмента ДНК, при чему је C5 бољи интеркалатор, док су C6 и C7 показали као бољи 

„minor groov“. Генерално, везивање за оба фрагмента ДНК следи редослед C6 > C5 > C7, 

што је у складу са експерименталним испитивањима интеракције комплекса и ДНК. 

(материјал и методе 3.8.3.). 

Докинг молекула испитиваних комплекса и BSA показује да се комплекс C7 

доминантно везује за субдомен  IIA (место везивања I) BSA протеина, што је у складу са 

експерименталним подацима (материјал и методе 3.8.3) према којима је са повећањем 

A Б

C5

C6

C7

C5

C6

C7
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количине комплекса примећено гашење флуоресценције због интеракције између 

комплекса и  Trp-213 из протеина. Резултати интеракције између испитиваних комплекса 

и Trp-213 протеина приказани су на Слици 32. 

 

 

Слика 32. Резултати молекулског доковања за комплекс C7 и BSA. Слике лево приказују 

интеракције комплекса и молекула BSA као целине. Слике у средини приказују улазак 

комплекса у унутрашњост протеина. Слика десно приказује везивање комплекса за 

одговарајућу аминокиселину. Плавим цртицама су приказане водоничне везе.  

 

Молекулски докинг показује да сви испитивани комплекси добро улазе у 

шупљину која се налази на месту везивања I BSA протеина. Најистакнутије интеракције 

су уочене са аминокиселинским остацима Ser-453(H), Tyr-340, Gln-220(H), Val-343(H), 

Asp-450, Arg-194, Leu-197, Arg-198, Trp-213, Ser-201, Leu-480(H), Ser-343 са комплексом 

C5, Arg-217(H), Val-342, Leu-454, Ser-343(H), Asp-450, Ser-453 са комплексом C6 и Leu-

197, Val-342, Ser-343(H), Ser-453(H), Trp-213, Arg-198, Asp-450, Lys-294, Tyr-340, Gln-

220(H), Arg-217 у случају комплекса  C7. Такође уочено је и формирање водоничних 

веза, ова врста везе доприноси додатној стабилизацији формираног лека (BSA -

комплекс) и сматра се једним од главних фактора за успешан транспорт лека кроз тело. 

Добијени резултати извођењем симулација молекуларног докинга су у добром складу са 

резултатима добијеним у експерименталним испитивањима везивања албумина и прате 

редослед C6 > C5 ≥ C7.  
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Топоизомераза II ДНК гиразе [370] и тирозил-тРНK синтетаза [371] представљају 

циљни ензиме за везивање нових антибактеријских агенса. ДНК топоизомераза 

катализује промене у топологији ДНК које су неопходне за опстанак ћелије. ДНК жираза 

је топоизомераза типа II која може увести негативне supercoils у ДНК потрошњом АТП-

а. Неопходна је за све бактерије, али је нема код виших еукариота, што је чини 

привлачном метом за антимикробне агенсе [372]. TyrRS припада аминоацил-тРНК 

синтетазама (aaRSs) и одговорна је за катализу ковалентног везивања аминокиселина за 

одговарајућу тРНК. Дакле, инхибиција aaRS утиче на раст ћелија због њихове кључне 

улоге у процесу биосинтезе протеина. Резултати молекуларног докинга испитиваних 

комплекса и ДНК Gyr/TyrRS су приказани на Сликама 33 и 34. 

 

 
Слика 33. Резултати молекулског доковања за ДНК Gyr и комплексе C5-C7. Слике лево 

приказују спољашње везе изнеђу комплекса и ДНК Gyr. Слике у средини приказују 

улазак у ДНК Gyr и интеракцију комплекса унутар молекула. Слика десно приказује 

везивање молекула за одређене аминокиселике у ДНК Gyr.  
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Слика 34. Резултати молекулског доковања за TyrRS ДНК и комплексе C5-C7. Слике 

лево приказују спољашње везе изнеђу комплекса и TyrRS ДНК. Слике у средини 

приказују улазак у TyrRS ДНК и интеракцију комплекса унутар молекула. Слика десно 

приказује везивање молекула за одређене аминокиселике у TyrRS ДНК 

 

 

Добијени резултати интеракције испитиваних комплекса са TyrRS ДНК и ДНК 

Gyr показују следећи редослед везивања комплекса C6 > C5 > C7. Резултати су у складу 

са експериментално добијеним резултатима (материјал и методе 3.8.3.). Сумирајући 

резултате, може се закључити да је комплекса C6 показао најбољу  способност везивања. 

У случају ДНК Gyr уочене су следеће интеракције  са амино киселинским остацима; Trp-

592(D), Asp-589(D), Ser-449(D)(H), Asp-448(D)(H), Ser-445(D), Leu-1298(B), Ala-588(D), 

Gly-1111(B), Ser-1112(B)(H)  са комплексом C5, Leu-1298(B)(H), Ser-445(D), Arg-447(D), 

Ser-449(D)(H) са комплексом C6 и Thr-1296(B), Gly-441(D), Ser-445(D), Asp-589(D), Ala-

588(D)(H), Ser-1112(B) за комплекс C7). Што се тиче TyrRS протеина, аминокиселине 

укључене у интеракције са проучаваним комплексима које треба истаћи су Gly-49(H), 

Thr-42, Val-191, Gln-190, Cys-37, Ala-39, Asn-124(H), Gly-72, Asp-40(H), Thr-75(H), Gln-

174, Gly-38 са комплексом C5, Gln-190, Cys-37(H), Gly-38(H), Gly-193, Gly-49 са 

комплексом C6 и Asp-40, Val-191, Tyr-36, Gln-190, Gly-38, Pro-53, His-50у случају C6 

комплекса. 
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Нека од ранијих  истраживања су показала да мононуклеарни комплекси Pd(II) са 

лигандима који у својој структури садрже bis-пиразолпиридин показују сличну 

активност према молекулу CT-ДНК и BSA као и наши испитивани комплекси [373]. 

Bis(триазинил)пиридински комплекси Pd(II), такође показују врло сличан ефекат 

везивања са молекулом CT-ДНК као и испитивани комплекси [374]. 

Последњих неколико година интезивно се испитују динуклерани комплекси  

Pd(II), као и мешовити комплекси који поред Pd(II) садрже и други јон метала а најчешће 

Pt(II)  као сродан метал паладијуму. Наведена истраживања показују да полинуклеарни 

комплекси имају  бољу тенденцију да  реагују са молекулима CT-ДНК и BSA у односу 

на мононуклеране комплексе. Примећено је да је подједнако заступљена и интеркалација 

као и „minor groov“ начин везивања [375-377]. 

 

4.6. In vitro генотоксична активност паладијум(II) комплекса 

 

Генoтоксична активност је испитивана код новосинтерисаних комплексe Pd(II) са 

селен донорским лигандима у лимфоцитима периферне крви здравих донора in vitro. 

Лиганди L5, L6, L7 и комплекси С5, С6, С7 у свим тестираним концентрацијама 

показују генотоксични ефекат у односу на негативну контролу. Када се посматрају 

лиганди и комплекси међусобно постоји статистички значајна разлика у деловању на 

различитим концентрацијама (p<0,05). Генотоксични ефекти који су дозно зависни 

уочавају се код С5 и L5, док се не уочавају код комплекса С6, С7, и лиганда L6, L7 при 

концентацијама већим од 1 μg/ml. У концентрацији oд 1 μg/ml С5 и L5 показују исто 

деловање, док при већим тестираним концентрацијама постоји статистички значајна 

разлика у деловању комплекса и лиганда, комплекс показује већу генотоксичност. За С6 

и L6 и С7 и L7 нe постоји статистички значајна разлика у деловању ни у једној 

испитиваној концентрацији. Највећи генотоксични ефекат показује комплекс С7, a 

најмањи С5. Генотоксични ефекти нових комплекса Pd(II) са селен донорским 

лигандима приказани су у Табели 14, а дистрибуција класа ћелија након третмана на 

Слици 35.  

 

 

 

 



 

 

Табела 14. Генотоксични ефекти нових комплекса Pd(II) са селен донорским лигандима у култивисаним хуманим лимфоцитима 

применом Комет тест 

 

 

Третман 
 Конц. 

(g/ml) 
Донор 

Број 

анал.  

ћелија 

Дистрибуција ћелијске класе 0-4 
GDI 

(грешка  СД) 
0  

(<5%) 

1 

(5–20%) 

2 

(20–40%) 

3 

(40–95%) 

4 

(>95%) 

Негативна 

контола 
0 

1 

2 

3 

100 75 19 6 / / 0.31 

100 78 12 10 / / 0.32 

100 75 20 5 / / 0.30 

 76.00 17.00 7.00   0.31±0.01 

 

Позитивна 

контрола 

H2O2 

1 

2 

3 

100 6 16 27 12 39 2,62 

100 / 11 20 14 55 3,13 

100 / 3 25 24 48 3,17 

 2.00 10.00 24.00 16.67 47.33 2.97±0.31* 

С5 

 

1 

                      

1 

2 

3 

100 

100 

100 

40 

13 

10 

21.00 

7 

37 

35 

26.33 

17 

34 

24 

25.00 

15 

4 

14 

11.0 

21 

12 

17 

16.67 

1.70 

1.65 

1.93 

1.76±0.15* 

 

10 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

19 

1 

8 

9.33 

3 

27 

20 

16.67 

20 

30 

27 

25.67 

16 

18 

21 

18.33 

42 

24 

24 

30.00 

2.59 

2.37 

2.33 

2.43±0.14* 

 

20 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

13 

9 

/ 

7.33 

6 

6 

13 

8.33 

22 

20 

37 

26.33 

16 

34 

16 

22.00 

43 

31 

34 

36.00 

2.70 

2.72 

2.71 

2.71±0.01* 

 

40 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

2 

7 

/ 

3.00 

14 

7 

13 

11.33 

27 

21 

32 

26.67 

10 

27 

17 

18.00 

47 

38 

38 

41.00 

2.86 

2.82 

2.80 

2.83±0.03* 
*статистички значајна разлика и поређењу са ћелијама негативном контоле (ANOVA, *p < 0,05) 

 

 

 



 

 

Табела 14. - наставак 

 

Третман 
 Конц. 

(g/ml) 
Донор 

Број 

анал.  

ћелија 

Дистрибуција ћелијске класе 0-4 
GDI 

(грешка  СД) 
0  

(<5%) 

1 

(5–20%) 

2 

(20–40%) 

3 

(40–95%) 

4 

(>95%) 
 

 

 

 

 

 

 

L5 

 

 

 

 

 

 

 

1 

1 

2 

3 

100 

100 

100 

10 

9 

7 

8.67 

37 

39 

51 

42.33 

35 

34 

20 

29.67 

7 

5 

10 

7.33 

11 

13 

12 

12.00 

1.72 

1.74 

1.69 

1.72±0.02* 

 

10 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

3 

/ 

6 

3.00 

34 

37 

37 

36.00 

33 

34 

27 

31.33 

15 

18 

11 

14.67 

15 

11 

19 

15.00 

2.05 

2.03 

2.00 

2.03±0.02* 

 

20 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

 

/ 

2 

/ 

0.67 

24 

36 

24 

28.00 

44 

28 

43 

38.33 

20 

9 

17 

15.33 

12 

25 

16 

17.67 

2.20 

2.19 

2.25 

2.21±0.03* 

 

40 

1 

2 

3 

100 

100 

100 

 

2 

/ 

2 

1.33 

32 

21 

29 

27.33 

26 

38 

28 

30.67 

15 

16 

13 

14.67 

25 

25 

28 

26.00 

2.29 

2.45 

2.36 

2.37±0.08* 

 

 

 

С6 

 

1 

1 

2 

3 

100 

100 

100 

22 

22 

11 

18.33 

28 

19 

29 

25.33 

18 

21 

36 

25.00 

13 

13 

4 

10.00 

19 

25 

20 

21.33 

1.79 

2.00 

1.93 

1.90±0.11* 

 

10 

     1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

3 

2 

2 

2.33 

33 

33 

21 

29.00 

31 

29 

49 

36.33 

19 

8 

4 

10.33 

14 

28 

24 

22.00 

2.08 

2.27 

2.27 

2.21±0.11* 
*статистички значајна разлика и поређењу са ћелијама негативном контоле (ANOVA, *p < 0,05) 

 

 

 

 

 



 

 

Табела 14. - наставак 
 

Третман 
 Конц. 

(g/ml) 
Донор 

Број 

анал.  

ћелија 

Дистрибуција ћелијске класе 0-4 
GDI 

(грешка  СД) 
0  

(<5%) 

1 

(5–20%) 

2 

(20–40%) 

3 

(40–95%) 

4 

(>95%) 

 

 

 

С6 

 

20 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

3 

/ 

1 

1.33 

33 

25 

21 

26.33 

26 

38 

32 

32.00 

15 

15 

14 

14.67 

23 

22 

32 

25.67 

2.22 

2.34 

2.55 

2.37±0.17* 

 

40 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

/ 

/ 

0.00 

18 

18 

20 

18.67 

30 

21 

21 

24.00 

25 

25 

21 

23.67 

27 

36 

38 

33.67 

2.61 

2.79 

2.77 

2.72±0.10* 

 

 

 

 

 

 

 

L6 

 

1 

1 

2 

3 

100 

100 

100 

/ 

6 

4 

3.33 

39 

44 

41 

41.33 

42 

33 

32 

35.67 

10 

7 

13 

10.00 

9 

10 

10 

9.67 

1.89 

1.71 

1.84 

1.81±0.09* 

 

10 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

3 

/ 

3 

2.00 

43 

32 

30 

35.00 

28 

44 

38 

36.67 

6 

11 

13 

10.00 

20 

13 

16 

16.33 

1.97 

2.05 

2.09 

2.04±0.06* 

 

20 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

1 

/ 

0.33 

22 

31 

31 

28.00 

42 

28 

32 

34.00 

13 

13 

17 

14.33 

23 

27 

20 

23.33 

2.37 

2.34 

2.26 

2.32±0.06* 

 

40 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

/ 

/ 

0.00 

10 

18 

12 

13.33 

48 

40 

39 

42.33 

15 

15 

18 

16.00 

27 

27 

31 

28.33 

2.59 

2.51 

2.68 

2.59±0.08* 

 

С7 

 

 

 

1 

1 

2 

3 

100 

100 

100 

/ 

2 

10 

4.00 

21 

30 

20 

23.67 

39 

30 

37 

35.33 

16 

11 

13 

13.33 

24 

27 

20 

23.67 

2.46 

2.31 

2.13 

2.3±0.16* 
*статистички значајна разлика и поређењу са ћелијама негативном контоле (ANOVA, *p < 0,05) 



 

 

Табела 14. - наставак 

 

Третман 
 Конц. 

(g/ml) 
Донор 

Број 

анал.  

ћелија 

Дистрибуција ћелијске класе 0-4 
GDI 

(грешка  СД) 
0  

(<5%) 

1 

(5–20%) 

2 

(20–40%) 

3 

(40–95%) 

4 

(>95%) 
 

 

 

 

 

 

 

С7 

 

10 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

3 

/ 

1.00 

14 

18 

10 

14.00 

33 

30 

44 

35.67 

21 

21 

19 

20.33 

32 

28 

27 

29.00 

2.71 

2.53 

2.63 

2.62±0.09* 

 

20 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

/ 

/ 

0.00 

11 

24 

6 

13.67 

31 

30 

37 

32.67 

21 

11 

22 

18.00 

37 

35 

35 

35.67 

2.84 

2.57 

2.86 

2.76±0.16* 

 

40 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

/ 

/ 

0.00 

12 

14 

7 

11.00 

22 

25 

34 

27.00 

23 

20 

23 

22.00 

43 

41 

36 

40.00 

2.97 

2.88 

2.88 

2.91±0.05* 

 

 

 

 

 

 

L7 

 

1 

1 

2 

3 

100 

100 

100 

21 

4 

/ 

8.33 

17 

25 

21 

21.00 

22 

38 

45 

35.00 

13 

10 

13 

12.00 

26 

23 

21 

23.33 

2.06 

2.23 

2.34 

2.21±0.14* 

 

10 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

1 

/ 

0.33 

27 

27 

27 

27.00 

45 

36 

38 

39.67 

12 

12 

7 

10.33 

16 

24 

28 

22.67 

2.17 

2.31 

2.36 

2.28±0.10* 

 

20 

1 

2 

3 

 

100 

100 

100 

/ 

5 

/ 

1.67 

29 

18 

21 

22.67 

32 

25 

32 

29.67 

8 

21 

17 

15.33 

31 

31 

30 

30.67 

2.41 

2.55 

2.56 

2.51±0.08* 

 

40 

1 

2 

3 
 

100 

100 

100 

/ 

/ 

/ 

0.00 

19 

15 

12 

15.33 

32 

25 

26 

27.67 

18 

25 

13 

18.67 

31 

35 

49 

38.33 

2.61 

2.80 

2.99 

2.80±0.19* 
*статистички значајна разлика и поређењу са ћелијама негативном контоле (ANOVA, *p < 0,05) 
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Слика 35. Дистрибуција класа ћелија након третмана комплексима и лигандима у 

тестираним концентрацијама 

 

Досадашња истраживања су показала да различита једињења паладијума или 

показују или не показују различити степен генотоксичности. То може зависити од самог 

облика паладијума, од осетљивости коришћених тестова, врста ћелија организма на 

којима је тестирање спроводи као и од услова под којима се тестира врши (нпр. 

различитих концентрација). 

Ранија истраживања су показала да једињења паладијума PdCl2, K2PdCl4, 

Pd(NH3)2J2, Pd(NH3)4Cl2 нису била генотоксична применом микронуклеус теста (МНТ) 

на хуманим лимфоцитима [160,165] нити у бактеријском SOS хромотесту [160]. 

Насупрот томе, иста студија показује да карбоплатина, цисплатина, трансплатина и 

K2PtCl4 изазивају значајну генотоксичност у МНТ и SOS хромотесту [160].  
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Једињења паладијума у бактеријском SOS хромотесту на E. coli PQ37, сама по себи 

нису била генотоксична. На њихову токсичност није утицао додатак DMSO-а и она нису 

повећавала степен генотоксичности и других испитиваних једињења, међу којима су  

једињења родијума, цисплатине и p-пропиолактона [161].  

Комплекси платине и паладијума са селен донорским лигандима када се тестирају 

на ћелијској линији хеморагичног тумора јетре, нормалним матичним ћелијама јетре и 

ћелијама хепатоцелуларног карцинома имали су генотоксичне ефекте [378]. Поред тога, 

комплекси платине изазвали су више оштећења ДНК нормалних ћелија у поређењу са 

једињењима паладијума, али је оштећење туморских ћелија генерално било слично код 

оба метала. Такође, комплекси платине су изазвали већи антипролиферативни ефекат од 

комплекса паладијума [378].  

Након излагања наночестицама паладијума, ћелије хуманог меланома (А375) 

почињу апоптозу на начин који зависи од дозе и дужине третмана, при чему се повећава 

количина реактивних врста кисеоника [379]. Комплекси паладијума се активно везују за 

пуринске и пиримидинске базе [380,381]. Једињење паладијума (C5H12NO)2[PdCl4] 

тестирано у култури лимфоцита периферне крви здравих донатора било је ефикасније у 

изазивању унакрсних веза између ланаца ДНК, од цисплатине, ефикасније је индуковао 

формирање ROS-а, док су оба једињења изазвала унакрсно повезивање ДНК са 

протеинима [168]. 

Kruszewski и сарадници испитивали су цитотоксичност комплексних једињења 

платине и паладијума на основу њихове способности да индукују унакрсно везивање 

ДНК молекула, које је мерено модификованим Kомета тестом. Истраживање је показало 

да комплекси паладијума изазивају дозно зависно успоравање миграције ДНК молекула, 

израженије од комплекса платине, али се то није одразило на њихову токсичност. Ови 

резултати указују да испитивана једињења могу да изазову различиту врсту оштећења 

ДНК. Показано је да оштећење ДНК изазвано једињењем Pd(II) може бити другачије од 

оног које је изазвано комплексом Pt(II) [163]. И резултати студије са амонијум 

тетрахлоропаладатом потврђују мишљење да је Pd(II) генотоксични облик паладијума 

[164]. 

Све наведено се поклапа са добијеним резултатима у овом истраживању. 

Неслагања са литературним изворима могу се објаснити различитим тестовима који су 

коришћени, а који и иначе дају различит степен осетљивости при добијању разултата. 
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4.7. In vitro антитуморска активност паладијум(II) комплекса 

 

Цитотоксична активност испитиваних комплекса (C5, C6 и C7) и одговарајућих 

лиганада је испитивана на ћелијској линији HCT-116 колоректалног карцинома путем 

MTT теста након 24 и 48 сати тестирања. Резултати су представљени у процентима 

вијабилних ћелија (Слика 36), док су цитотоксични ефекти изражени у IC50 вредностима 

(Tабела 15). Тестиране супстанце смањују вијабилност ћелија на дозно и временски 

завистан начин и показују умерену цитотоксичну активност HCT-116 ћелија. Према 

добијеним резултатима, ефекти на ћелије карцинома показани су са IC50 већим од 500 

µM након 24 сата тестирања, док су неки третмани показали значајан цитотоксичан 

ефекат након 72 сата. Примећено је да комплекс C6 показује најзначајнији ефекат на 

испитиваној ћелијској линији, сa IC50 мањом од 100 µM. 

 

Табела 15. IC50 вредности (µM) испитиваних супстанци  

  
IC50 [μM] 

Једињење 
HCT-116 

24h 72h 

L5 >500 >500 

L6 >500 238.35 

L7 >500 >500 

C5 >500 218.78 

C6 >500 81,85 

C7 >500 >500 

            Инхибиторна активност приказана као 50%-тна инхибиторна концентрација троструког експеримента  

 

Mansuri-Torshizi са сарадницима је синтетисао бипиридинске комплексе Pd(II) са 

селенитом и телуритом, при чему је утврђено да су селенитни комплекси бољи 

цитотоксични агенси у односу на телуритне комплексе и цисплатину. Овде је утврђено 

да се комплекс [bipy)Pd(SeO3)] везује за ДНК помоћу ковалентне координационе везе 

[382]. 



 

 

 

 

 

Слика 36. Способност преживљавања ћелијске линије HCT-116 24 h и 72 h после третмана различитим концентрацијама испитиваних 

Pd(II) комплекса одређивана МТТ тестом. Резултати експеримената приказани су у односу на контролу (Средња вредност ± СГ)
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Од једињења која су стуктурно слична једињењима представљеним у дисертацији 

урађена је антитуморска активност лиганада 2-(фенилселанилметил)оксолана и 2-

(фенилселанилметил)оксана, као и одговарајућих комплекса Pd(II) и Pt(II) на ћелијама 

канцера колона HCT-116 и ћелијама канцера дојке MDA-MB-231. Органоселенови 

лиганди нису показали значајан цитотоксичан ефекат, иако поседују добру 

антиоксидативну активност. Комплекс Pt(II) са 2-(фенилселанилметил)оксоланом 

показао је бољи цитотоксичан ефекат у односу на комплексе Pd(II) на ћелијама канцера 

колона HCT-116 и ћелијама канцера дојке MDA-MB-231, при чему је утврђено да је 

петочлана циклична етарска група повољнија од шесточлане [383]. Сахарин, или његов 

анјонски облик сахаринат, има добар афинитет за бројне јоне прелазних метала. Овај се 

лиганд користи у комбинацији са N-хетероциклима, као што су пиридини и терпиридини, 

да би се добили антиканцерогени агенси. Нека истраживања показују да ови комплекси 

могу да изазову апоптозу и некрозу, као и цепање ДНК у одабраним тестираним ћелијама 

канцера [384-389].  

Полинуклеарни Pd(II) комплекси (ди- и тринуклеарни) су синтетисани да изазову 

продужено оштећење ДНК, спречавајући на тај начин било који механизам поправке да 

изазове резистенцију у туморским ћелијама. Полинуклеарни Pd(II) комплекси са 

полиаминима такође су тестирани на различитим ћелијским линијама рака. Иако имају 

обећавајући ефекат у поређењу са многим лековима на бази платине, ниједно од ових 

једињења још није ушло у клиничка испитивања. Прихваћено је да је начин деловања 

Pd(II) комплекса као цитотоксичних агенаса сличан оном који је описан за њихове 

структурне аналоге Pt(II), али је мало вероватно да се односи структуре и активности 

могу успешно упоредити.  

Спермински Pd(II) динуклеарни комплекси показују добре ефекте на ћелијама 

канцера дојке и резистентног карцинома јајника [390,391]. Показало се да је њихов 

механизам интеракције с ДНК специфичан и да изазивају изобличење и локалну 

денатурацију структуре ДНК с ослобађањем неких база гуанина. ДНК ланци се 

делимично отварају и омогућавају везивање паладијума унутар ланаца ДНК [392].  

Норспермидински (тринуклеарни) комплекси Pd(II) узети су у обзир због њиховог 

антинеопластичног потенцијала. Норспермидин је природни триамин али није присутан 

код људи и има антинеопластичне активности против различитих типова тумора код 

мишева. Овај комплекс Pd(II) је био ефикаснији од свог Pt(II) аналога, и изазивао је 

инхибицију раста и смрт ћелија у различитим ћелијским линијама рака. Ова једињења 

смањила малигност ћелија рака дојке [393]. 
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5. ЗАКЉУЧАК 
 

На основу добијених резултата у докторској дисертацији, могу се извести следећи 

закључци: 

1. Синтеза и карактеризација комлекса паладијума(II) : 

 

• Састав награђених комплекса Pd(II) са азот и селен донорским лигандима је 

потврђен на основу резултата елементалне микроанализе при чему је утврђено да 

су експериментално нађене вредности процентуалне заступљености за угљеник, 

азот и водоник  у сагласности са израчунатим вредностима. 

• Структура синтетисаних комплекса утврђена је на основу нуклеарно-магнетно-

резонанционе (1H и 13C NMR), IR спектроскопије, и масене спектрометрије. 

 

2. Испитивања in vitro антимикробнe активности синтетисаних 

комплекса: 

 

• Тестирани азот-донорски лиганди и одговарајући комплекси Pd(II)  показали су 

селективну и ограничену антимикробну активност. 

• Изузетак је комплекс С1 са одговарајућим лигандом L1, чији су ефекти према 

бактеријама B. subtilis и P. aeruginosa ATCC 27853 били бољи у односу на 

позитивну контролу. Исти комплекс и лиганд су такође показали и значајну 

активност према P. italicum. 

• Интензитет антимикробне активности за Pd(II) комплексе са селен донорским 

лигандима варира, при чему комплекси C5 и C7 показују вишу антимикробну 

активност у односу на полазне лиганде. Не постоји разлика у антимикробној 

активности тестираних једињења између Грам-позитивних и Грам-негативних 

бактерија. Комплекси Pd(II) са селен донорским лигандима (комплекси C5 и C7) 

показали су најзначајнију активност према бактерији P. aeruginosa, при чему су 

активности биле боље у односу на позитивну контролу. Комплекс C7 показује 

значајну активност и према S. aureus (стандарду и изолату).  Kомплекс C5 делује 

и на филаментозне гљиве (T. viridae ATCC 13233 и врстама из рода Aspergillus) и 

то, боље или у рангу позитивне контроле. 
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3. Испитивање антибиофилм активности паладијума(II) 

комплекса: 

 

• Комплекс С1 је показао вишу антибиофилм активност према  S. aureus ATCC 

25923 и P. mirabilis АТCC 12453 у поређењу са неким позитивним контролама. 

• Kомплекс C7 je показао најбољи ефекат на испитивани биофилм P. aeruginosa 

(БИК50 је 125 µg/ml) и тај ефекат је бољи од контроле тетрациклина. 

 

4. Испитивања антиоксидативне активности комплекса 

паладијума(II): 

 

• Од тестираних азот-донорских лиганада и њихових комплекса Pd(II) само L4 и 

С4 показују антиоксидативну активност. Комплекс С4 има значајну 

антиоксидативну активност и она је неупоредиво већа од активности коју показује 

лиганд L4. 

• Антиоксидативна активност свих Pd(II) комплекса са селен донорским лигандима 

(С5, C6 и C7) је значајна при чему се са својом активношћу истиче C6 комплекс.  

 

5. Интеракција синтетисаних комплекса Pd(II) са молекулом СТ-

ДНK и серумским албумином (BSA): 

 

•  Интеракције комплекса Pd(II) са молекулом ДНK изолованим из крављег тимуса 

(СТ-ДНК), испитиване су  абсорпционим (UV-Vis) и емисионим методама, 

мерењем вискозности и докинг методом. 

• Испитивања  показују да  комплекси поседују добру способност за интеракцију 

са молекулом СТ-ДНК као и са молекулом BSA. Комплекси са селен донoрским 

лигандима показују већи афинитет за интеракцију са молекулом СТ-ДНК у 

односу на комплексе са азот донорским лигандима. Уочено је да комплекси боље 

интерагују са молекулом BSA у односу на молекул СТ-ДНК.  

• Докинг студија је показала да је заступљен и minor groov и интеркалација као 

начин везивања.  

 



Ивана Р. Раковић                                                                                                                Докторска дисертација  
 

119 

6. Испитивања in vitro генотоксичне активности паладијум(II) 

комплекса: 

 

• Постоји статистички значајна разлика у деловању комплекса и лиганда на 

различитим концентрацијама. Дозно зависни генотоксични ефекти уочавају се 

код С5 и L5, док се не уочавају код комплекса С6, С7, и лиганда L6, L7 при 

концентацијама већим од 1 μg/ml.  

• Највећи генотоксични ефекат показује комплекс С7, a најмањи С5. 

 

7. Испитивања in vitro антитуморске активности комплекса 

паладијума(II): 
 

• Комплекси Pd(II) са селен донорским лигандима C5, C6 и C7 су испитивани in 

vitro на ћелијској линији HCT-116 колоректалног карцинома. Комплекси Pd(II) са 

селен донорским лигандима показују бољу антитуморску активност према 

туморској линији HCT 116, у поређењу са одговарајућим лигандима, што се може 

приписати  координацији лиганда за Pd(II). 

• Комплекс С6 је показао најзначајнију антитуморску активност, па се може узети 

у обзир за даља испитивања на другим туморским линијама, као и in vivo 

испитивања. 

 

У дисертацији може се издвојити комплекс Pd(II) са селен донорским лигандом 

С5 као најмање генотоксичан, са изразитом антимикробном активношћу према P. 

aeruginosa, и значајним деловањем на филаментозним гљивама (T. viridae ATCC 13233 и 

врстама из рода Aspergillus) која су боља или у рангу позитивних контрола. Овај 

комплекс се на даље може разматрати као потенцијални антимикробни терапеутик. 

Издваја се и комплекс Pd(II) са селен донорским лигандом С6 са изразитом 

антиоксидативном и цититооксичном активношћу, па и њега такође треба разматрати у 

правцу потенцијалног хемотерапеутика.  
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