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Апстракт 

 

 
Увод: Терапијска примена комплекса бакра(II) привлачи пажњу истраживача због 

могућности координовања са различитим донорским атомима. Међу лиганадима који у 

структури садрже сумпор и кисеоник издваја се тиосалицилна киселина, чији деривати 

показују цитотоксичност у терапији тумора.  

Материјал и методе: У овој Докторској дисертацији описани су синтеза S,O 

тетрадентатних лиганада, деривата тиосалицилне киселине и комплекса бакра(II) са 

наведеним лигандима. Ради потврде њихове структуре, спроведена су различита мерења: 

микроанализа, инфрацрвена спектроскопија, нуклеарно-магнетно-резонанциона 

спектроскопија, електронска парамагнетна резонанција и моларна проводљивост. У 

циљу процене биолошке активности спроведене су нуклеофилне супституционе 

реакције комплекса са ендогеним лигандима (L-метионином, L-цистеином и 5’-GMP), in 

vitro интеракције са СТ-ДНК (eнг. calf thymus, ДНК тимуса говечета) и хуманим 

серумским албумином (ХСА) помоћу апсорпционе спектроскопске анализе и емисионе 

флуоресценције, in silico интеракције са ДНК и ХСА. Такође, применом МТТ 

колориметријског теста анализирана је цитотоксичност синтетисаних лиганада и 

комплекса на три ћелијске линије.  

Резултати: Анализом спроведених мерења претпостављена је октаедарска 

геометрија комплекса. Сви комплекси подлежу реакцијама нуклеофилне супституције. 

Високе вредности константе везивања показују да комплекси интерагују са молекулом 

ДНК и ХСА. Интеракција са ДНК молекулом дешава се интеркалацијом или 

интеракцијом са малим жлебом. Комплекси имају цитотоксични потенцијал, док је према 

свим ћелијским линијама најбољу цитотоксичност на основу IC50 вредности показао 

комплекс [Cu(S,O-пентилен-тиосалицилна киселина)]. 

Кључне речи: S,O-тетрадентатни лиганди, комплекси бакра(II), интеракције, 

молекулски докинг, антитуморска активност 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

Abstract 
 

 

 

Introduction: The therapeutic application of copper(II)-complexes attracts the 

attention of researchers due to the possibility of coordination with different donor atoms. 

Among the ligands that contain sulfur and oxygen in the structure, thiosalicylic acid stands out, 

whose derivatives show cytotoxicity in tumor therapy. 

Material and methods: In this Doctoral dissertation, the synthesis of S,O-tetradentate 

ligands, derivatives of thiosalicylic acid and copper(II)-complexes with the mentioned ligands 

is described. In order to confirm their structure, various measurements were performed: 

microanalysis, infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance spectroscopy, electronic 

paramagnetic resonance and molar conductivity. In order to assess biological activity, 

nucleophilic substitution reactions of complexes with endogenous ligands (L-methionine, L-

cysteine and 5'-GMP), in vitro interactions with ct-DNA (calf thymus DNA) and human serum 

albumin (HSA) were performed by absorption spectroscopic analysis and emission 

fluorescence, in silico interactions with DNA and HSA. Also, the cytotoxicity of synthesized 

ligands and complexes on three cell lines was analyzed using MTT colorimetric test. 

Results: The octahedral geometry of the complex was assumed by the analysis of the 

performed measurements. All complexes react to nucleophiles. High values of the binding 

constant indicate that the complexes interact with the DNA molecule and HSA. Interaction with 

a DNA molecule occurs by intercalation or interaction with a small groove. The complexes 

have cytotoxic potential, while the [Cu (S,O-pentylene-thiosalicylic acid)] complex showed the 

best cytotoxicity based on IC50 values according to all cell lines. 

Keywords: S,O-tetradentate ligands, copper(II) complexes, interactions, molecular 

docking, antitumor activity 
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1. 1. Тиосалицилна киселина 

 

1.1.2. Примена и значај тиосалицилне киселине и њених деривата 

  

 Тиосалицилна киселина (син. 2-меркаптобензоева киселина,                                                 

2-сулфанилбензоева киселина, о-меркаптобензоева киселина) je 2-сулфанил дериват 

бензоеве киселине (Слика 1). Представља белу, чврсту супстанцу, без мириса која се 

добро раствара у нижим алкохолима. Растворљивост у води при киселим pH 

вредностима је мала, али расте са повећањем рН вредности. Дипротична је киселина, 

при чему су pKa вредности 4,92 и 9,96 за први, односно други корак дисоцијације. На 

ваздуху је стабилна, па представља добар лиганд за координовање [1].  

 

 

Слика 1. Струкура тиосалицилне киселине 

 

 Лако може да се оксидује до дисулфида, као и остали тиоли (Схема 1). При 

ниским рН вредностима, тиосалицилна киселина остаје непромењена, када се рН 

вредност повећа на 6, 50% киселине остаје непромењено, док је на неутралној рН у 

потпуности оксидована [2].  

 

Схема 1. Реакција оксидације тиосалицилне киселине до одговарајућег дисулфида 

 

 У инфрацрвеном спектру тиосалицилне киселине постоји јака C=O 

апсорпциона трака на 1675 cm−1 , као и S-H вибрације истезања на 2523 cm−1 или 2560 

cm−1. Непостојање S-H вибрације истезања у апсорпционом спектру указује на грађање 

комплекса са јоном метала или на алкиловање тиолне групе. У оквиру карбоксилне 

групе, ОН група даје широку траку на 3050–2835 cm−1 [3,4]. 
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 Кристална структура тиосалицилне киселине је већ окарактерисана и описана 

(Слика 2). Проучавањем кристалне структуре уочено је да долази до настанка димера 

грађењем водоничне везе између атома водоника и кисеоника из карбоксилне групе. 

Водонична веза настаје и између атома сумпора из једне и атома водоника из друге 

тиолне групе (које су супротне оријентације у односу на карбоксилну групу) чиме 

долази до формирања бесконачно дугог ланца [3]. 

 

 

 

Слика 2. Кристална структура тиосалицилне киселине 

 

 Тиосалицилна киселина садржи „меке“ (тиолну групу – S) и „тврде“ 

(карбоксилну групу – О) донорске атоме, што јој омогућава различите начине 

координовања са јонима различитих метала. У зависности од јона метала коришћеног у 

синтези, може доћи до координовања преко атома сумпора, једног или оба атома 

кисеоника или преко атома кисеоника и атома сумпора. Постоји пуно начина 

координовања тиосалицилне киселине за централни јон метала (Слика 3): 

1. монодентатно преко атома сумпора из тиолне групе; 

2. монодентатно координовање карбоксилатног анјона уз координовање сумпора из 

тиолне групе; 

3. бидентатно координовање карбоксилатног анјона уз или без координовања 

сумпора из тиолне групе [5]; 
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Слика 3. Начини координовања тиосалицилатног лиганда 
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 Многи лекови који су у хуманој употреби у хемијском смислу представљају 

арил сулфиде. Њихова разноврсна примена је разлог интензивне синтезе ове групе 

једињења. Добијају се у реакцији тиосалицилне киселине са алкил халогенидима у 

базној средини са или без присуства неког прелазног метала. Ако су реактанти 

тиосалицилна киселина и јодбензен или 1-флуор-2-нитробензен настају у високом 

приносу диарил тиоетри, док у реакцији супституисаних и несупституисаних бензил 

бромида настају деривати арил бензил тиоетара (Схема 2). Структуре овако добијених 

једињења су и кристалографски потврђене [6]. 

1 

 

Схема 2. Приказ реакција грађења диарил тиоетара и арил бензил тиоетара 

 

 

1.1.2. Терапијска примена деривата тиосалицилне киселине 

 

 Тиосалицилна киселина показује антиинфламацијско, антиоксидативно и 

аналгетско деловање. Многи њени деривати нашли су, или ће тек наћи различиту 

терапијску примену. 

 Тимеросал (тиомерсал, мертиолат) (Слика 3) је органско једињење живе које 

се још од тридесетих година XX века налази у употреби као конзерванс у многим 

медицинским препаратима током њиховог складиштења и употребе, али и током самог 

процеса производње. Осамдесетих година XX века уклоњен је из препарата за топикалну 

 
1 Растварач је смеша ацетона и воде. 
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примену због недовољне антимикробне ефикасности и могуће токсичности, али је 

настављена његова употреба у препаратима за парентералну примену [7]. 

 Опречни су ставови који се тичу безбедности примене тимеросала. Сумња да 

тимеросал може имати токсичне ефекте јавила се због познатих нежељених дејства њему 

сродног једињења, метил-живе. Осетљивост на тимеросал која се јавља као реакција 

касне преосетљивости због присуства живе у једињењу такође је један од ограничења за 

његову примену. Сматра се да дуготрајно излагање живи, нарочито код одојчади и мале 

деце може оставити озбиљне последице по здравље. Данас се код деце тимеросал 

примењује само као конзерванс у вакцинама против вируса инфлуенце [8]. 

 

 

Слика 3. Структура тимеросала 

 

 Dóreaa је са сарадницима анализирао студије које су пратиле разлику у 

токсичности метил-живе и етил-живе у in vitro и in vivo условима [9].  Неуротоксичност 

етил- и метил-живе је слична на ћелијским културама, али се другачији одговор у 

организмима јавља услед њихове различите кинетике, где већу токсичност показује 

метил-жива. Имунотоксичност је израженија код етил-живе. Етил-жива се и брже 

метаболички разграђује у поређењу са метил-живом и жива(II)-јоном. Године старости 

пацијената, начин излагања, пут примене и хемијске разлике између ова два једињења 

помажу у разумевању токсиколошких разлика и сложености метаболизма једињења 

живе, али су недовољне за примену адекватних смерница везаних за њихову примену. 

Ипак, веома је мало спроведених епидемиолошких студија на хуманој популацији које 

се баве неуротоксичним ефектима тимеросала, те су оне неопходне за боље разумевање 

његових дуготрајних токсичних дејстава.  

 Ипак, ставови Светске здравствене организације су да тимеросал треба и даље 

да буде конзерванс у вакцинама и инјекцијама, јер корист од његове примене 

превазилази потенцијални ризик који може настати услед хроничног излагања [10].  

 Тиосалицилна киселина нашла је примену и као носач антитуморских лекова.  

Наиме, тиосалицилна киселина искоришћена је за формирање мицела и чини њен 

хидрофобни регион, док хидрофилни регион чини полиетилен гликол са којим 

тиосалицилна киселина остварује естарску везу [11]. Zhang и сарадници су испитивали 

утицај овако формираних мицела (чија је величина честица 20-30 nm) на испоруку 

паклитаксела до више туморских ћелијских линија, при различитој комбинацији дужине 

ланца полиетилен гликола и при различитом односу полиетилен гликола и тиосалицилне 

киселине (PEG2K-FTS2, PEG2K-FTS4, PEG5K-FTS2 и PEG5K-FTS4) [12]. Испитивања су 

вршена на хуманим ћелијским линијама карцинома колона и дојке и на мишјим ћелијама 

тумора дојке. Након инсертовања паклитаксела, величина честице повећала се до 

највише 60 nm, што омогућава адекватну испоруку лека до туморских ћелија. Показано 

је да паклитаксел испоручен у виду PEG5K-FTS4 мицела показује најбољу активност на 
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ефекат инхибиције раста тумора у поређењу са слободним паклитакселом и 

паклитакселом инсертованим у друге мицеле, посебно на мишјим ћелијама тумора дојке.  

 Ras/Raf/MAPK је битан ћелијски сигнални пут који преноси екстраћелијске 

сигнале до једра где утиче на транскрипцију гена који су укључени у ћелијску деобу, 

раст и диференцијацију ћелија. Ras протеини се другачије називају и мале GTP-азе, јер 

у активном стању везују гуанозин-3-фосфат [13]. Овај сигнални пут одговоран је и за 

регулацију ћелијског циклуса, обнављање ткива, миграцију ћелија и ангиогенезу. Сви 

ови процеси битни су и за настанак тумора [14]. Велики проценат свих хуманих 

карцинома садржи мутиране Ras протеине, међу којима нарочито мутира K-Ras. 

Најчешће мутације овог протеина примећене су код карцинома панкреаса. Узимајући у 

обзир да је у питању тумор који брзо напредује, и да је у стадијуму када се открије често 

иноперабилан, битно је на њега деловати адекватном хемиотерапијом [15,16]. Ras 

протеин се посттранслационо модификује процесом фарнезилације чиме долази до 

његове нисходне регулације. Мутирани Ras протеин је стално активан и доводи до 

настанка тумора. Терапијски циљ је синтетисати лек који ће деловати на овај ћелијски 

сигнални пут [17]. Међу молекулима који се у ову сврху испитују нашао се и Салирасиб 

(S-trans-фарнезилтиосалицилна киселина – ФТС) (Слика 4). Салирасиб се уместо Ras 

протеина везује за његово место на ћелијској мембрани захваљујући структурној 

сличности, чиме онемогућава активацију Ras сигналног пута. Наиме, молекул ФТС 

садржи фарнезил групу која структурно подсећа на фарнезил цистеин, присутан у свим 

изоформама Ras протеина. Када се ФТС веже за активно место Ras протеина, долази до 

деградације Ras протеина у плазми.  

 

Слика 4. Структура молекула фарнезилтиосалицилне киселине 

 

 Салирасиб је у првој фази клиничких испитивања испитиван код пацијената са 

солидним туморима [18], као и код пацијената са хематолошким малигнитетима [19].  

Фармакокинетичке особине, укупна количина лека у организму, али и дозно-зависна 

нежељена дејства показују да би препоручена дневна доза Салирасиба требало да износи 

800 mg два пута дневно. Међу благим нежељеним дејствима пријављиваним код 

пацијената издвојила су се гастроинтестиналне тегобе. Салирасиб доводи до продужетка 

преживљавања пацијената са солидним туморима, што га сврстава у кандидата за будућа 

испитивања у терапији различитих малигнитета, нарочито код особа са мутацијом K-Ras 

протеина и у комбинацији са другим терапијским приступима. Захваљујући истом 

механизму дејства испитиван је и његов утицај на смањење неуропатског бола који 

настаје применом винкристина [20], али и на хроничну констрикцију ишијадичног нерва 

код пацова [21]. Једнократна интратекална примена ФТС смањује хипералгезију и 

алодинију, што говори у прилог њеном антинеурозапаљенском и аналгетском деловању. 

Његова неуропротективна улога показана је и код трауматске повреде мозга,  

експерименталног аутоимунског енцефаломијелитиса и аутоимунског неуритиса код 

пацова, чиме се испитивања продубљују и у смеру терапије инфламацијских неуропатија 

[21,22].  
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 Алцхајмерова болест је у данашње време један од водећих узрока 

инвалидитета и смрти у целом свету. Koгнитивна оштећења која се јављају углавном 

зависе од неурогенетског оштећења. Патогенеза ове болести лежи у таложењу бета 

амилоида, а показано је да он доводи до активације Rаs/ERK сигналног пута. У 

нефизиолошким условима, активација овог сигналног пута може имати супротан ефекат 

[23,24]. Студије на ћелијским линијама показале су да ФТС спречава поновни улазак 

ћелије у ћелијски циклус, који је индукован таложењем бета амилоида. In vivo 

истраживања на мишевима показују да ФТС може да спречи утицај бета амилоида на 

преживљавање и раст нових неурона у хипокампусном дентатном гирусу, што има 

позитиван ефекат на способност учења и просторне меморије, па се даља испитивања 

овог молекула померају и ка терапији Алцхајмерове болести [25,26].   

 Међу водећим светским болестима у погледу заражавања и смртности, налази 

се и маларија. Ограничена ефикасност постојеће терапије, али и недостатак имунизације 

против ове болести представљају разлог због кога се научници све више окрећу већ 

познатим молекулима у циљу испитивања њиховог ефекта на асексуалну фазу паразита 

Plasmodium falciparum. Салирасиб је као Ras инхибитор испитиван и у терапији маларије 

[27].  

 Показано је да има дозно-зависни одговор са вредношћу IC50 од 14 μM, с тим 

да је најефикаснији у стадијуму формирања шизонта у јетри, у ком је и највише 

експримиран Ras протеин. Захваљујући овим резултатима, новија испитивања 

Салирасиба крећу се у смеру синтезе његових деривата. Porta је са сарадницима 

испитивао активност тиоетара насталих алкиловањем, као и деривата добијених 

увођењем 1,2,3-триазолског прстена. Праћени су следећи параметри: испуњавање 

правила Липинског, вредности партиционих коефицијента (logP и logD) и 

фармакокинетичких параметара молекула. Међу испитиваним једињењима са највећом 

ефикасношћу и најмањом токсичношћу издвојен је дериват код кога је триазолски 

прстен алкилован 2-нафтилметил супституентом. Ово једињење има IC50 вредност 20,54 

и представља потенцијални антималарик за даља испитивања [28].  

 Индуцибилна синтаза азот оксидa (iNOS) доводи до ослобађања азот-

моноксида и представља ензим који је у физиолошким условима одговоран за нормално 

зарастање коже и интестиналне мукозе, пролиферацију T лимфоцита и мобилизацију 

леукоцита у оквиру урођеног имунског одговора. Претерана стимулација овог ензима у 

неким патолошким стањима (нпр. услед ослобађања липополисахарида) доводи до 

оштећења митохондрија и индукује ћелијску апоптозу. Wu JJ и сарадници испитивали 

су утицај ФТС на индукцију iNOS у макрофагима мишева. Показано је да под утицајем 

ФТС долази до инхибиције индукције iNOS. То се дешава спречавањем везивања 

транскрипционог фактора NF-κB (енг. нуклеарни фактор капа B) за гене који регулишу 

синтезу iNOS у инфламацијским стањима. Аутори истичу да даља испитивања треба да 

обухвате деривате ФТС који могу показивати боље фармаколошке ефекте. Овим 

резултатима знатно се проширује потенцијални терапијски ефекат ФТС [29]. 
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1.2. Бакар 
 

1.2.1.Хомеостаза и физиолошка улога 

 

Бакар је биогени елемент. После гвожђа и цинка најзаступљенији је елемент у 

траговима у хуманом организму [30,31]. Заједно са сребром и златом спада у групу 

племенитих метала. Апсорпција бакра зависи од количине која се унесе храном, 

компетиције са јонима цинка, гвожђа и кадмијума, као и од старосне доби особе која 

уноси бакар. Такође, на апсорпцију утиче и концентрација NaCl у интестинуму 

(повећана концентрација NaCl повећава инфлукс бакра у ћелију и обрнуто) (Схема 

3)[32]. Инфлукс јона сребра се врши преко истог транспортног протеина (hCTR1), што 

такође може смањити апсорпцију бакра [33]. Апсорпција и екскреција су добро 

контролисане у циљу регулације недостатка бакра, али и његових токсичних ефеката. 

Метаболизам у великој мери зависи од различитих стања, попут трудноће, инфламације, 

тоталне парентералне исхране, али и болести као што су Менкесовa и Вилсонова болест 

[34,35]. 

 

 

 

Схема 3. Кинетика бакра у хуманом организму [33,35,36];  

 

Да би бакар могао да се апсорбује, неопходно је да се редукује до бакар(I)-јона. 

Апсорпција се највећим делом одвија у танком цреву. Након проласка кроз ентероците, 

транспортује се до јетре циркулацијом као бакар(II)-јон везан за албумин и 

транскупреин. Бакар се у циркулацији налази највећим делом везан за протеин 

Бакар се у највећем проценту елиминише из организма билијарном (1,5 
mg) и у мањој мери бубрежном екскрецијом (0,02 mg);

Преузима се из јетре и транспортује циркулацијом преко церулоплазмина 
до осталих ткива;

Бакар се портном циркулацијом транспортује до јетре везан за албумине;

Апсорпција се врши преко интестиналне мукозе;

Просечан дневни унос бакра износи око 1,56 mg;

Укупна количина бакра у хуманом организму износи ~100 mg;
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церулоплазмин, што спречава његову редукцију. Формирање тернарног комплекса 

албумин-бакар-хистидин омогућава пролазак кроз ћелијску мембрану [37]. 

На ћелијама хепатоцита и ентероцита се налази протеин који транспортује бакар 

у ћелију, хумани транспортни протеин бакра (hCTR1) (Слика 5 и Табела 1). Осим овог 

трансмембранског протеина, бакар се може транспортовати до ћелије и помоћу 

транспортера двовалентних јона метала (DMT1), који поред јона бакра врши 

преузимање и транспорт јона цинка и гвожђа [38,39].  

Након што се бакар овим путем унесе у ћелију, долази до његовог преузимања од 

стране глутатиона и настанка глутатион-бакар(I) комплекса. Овакав комплекс даље 

може да транспортује јон бакра до одговарајућих хаперона, антиоксидативног протеина 

(Atox1), који бакар предаје трансмембранским протеинима, ATP7A (који је 

заступљенији у ентероцитима) и АТP7B (у већем проценту присутан у хепатоцитима) у 

оквиру транс-Голџијеве мреже. ATP7A отпушта бакар у портну циркулацију чиме се 

врши његово допремање до јетре. АТP7B елиминише вишак бакра из ћелија ентероцита 

и врши уградњу бакра у церулоплазмин. Он неутралише вишак бакра и учествује у 

даљем транспорту бакра до крви и жучи [40,41].  

Поред Аtox1, у хапероне спадају и Сox17, који транспортује бакар до цитохром с 

оксидазе (присутне у митохондријама), као и CCS који транспортује јон бакра до 

супероксид дисмутазе (SOD). Такође, бакар може бити преузет и од стране 

металотионеина. Они представљају интрацелуларне протеине, који су задужени за 

спречавање токсичног дејства метала на нивоу ћелије [41-43].  

 

 

Слика 5. Графички приказ транспорта бакра кроз ћелију 

 

 

ћелија хепатоцита 
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Табела 1: Интрацелуларни протеини и ензими који учествују у 

транспорту бакра кроз ћелију 

 

h(CTR1) (хумани) транспортни протеин бакра 

MT металотионеини 

GSH глутатион 

CCS, ATOX1, COX17 хаперони бакра 

ATP7A/7B транспортери бакра, алфа и бета полипептиди 

SOD супероксид дисмутаза 

 

 Бакар има вишеструку улогу у хуманом организму, јер улази у састав многих 

ензима: цитохром c оксидаза, тирозиназа, Cu/Zn супероксид дисмутаза, церулоплазмин, 

итд. Битан је ћелијски антиоксиданс. Учествује у метаболизму гвожђа, еритропоези, 

неуротрансмисији, изградњи везивног ткива, синтези меланина, омогућава нормално 

функционисање тиреоидне жлезде, итд. Бакар се у оквиру својих ензима (купроензими) 

налази унутар протеина где се налази активно место и учествује у преносу једног 

електрона у реакцијама које укључују кисеоник [35,40,42]. 

 

Табела 2. Најзначајнији купроензими и њихова улога у организму [35] 

Ензими који садрже бакар Улога у хуманом организму  

амино 

оксидазе 

  

АОС3 
Ћелијски адхезиони протеин; Улога у миграцији 

леукоцита; 

MAOa 

MAOb 
Деаминација моноаминских неуротрансмитера; 

AOC1 

Инактивација биомолекула који учествују у ћелијској 

пролиферацији и диференцијацији ткива, алергијским 

и имунским реакцијама, развоју карцинома и у 

апоптози; 

лизил оксидаза 
Унакрсно повезивање колагена и влакана; Повећање 

чврстоће везивног ткива; 

цитохром с оксидаза 
Катализа реакције редукције молекулског кисеоника 

уз стварање воде као споредног производа; 

церулоплазмин 
Оксидација феро јона у фери јон и његова уградња у 

транспортни протеин гвожђа – трансферин; 

супероксид дисмутазе 
Конверзија супероксид радикала у водоник пероксид 

и кисеоник; 

тирозиназа 
Конверзија тирозина у допамин и оксидација 

допамина до допахинона; 

допамин β-хидроксилаза Конверзија допамина у норадреналин; 
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Повећан ниво бакра у организму доводи до различитих обољења на нивоу 

бубрега, јетре, имунског система. Многа од тих обољења су последица стварања 

слободних радикала који доводе до оштећења ДНК молекула, пероксидације липида, али 

и замене јона метала у различитим ензимима. У присуству неког редукујућег агенса 

(нпр. аскорбинске киселине или глутатиона) долази до редукције бакра(II) у бакар(I)-

јон, који гради хидроксилни радикал из Н2О2 [44]: 

 

Тако настали слободни радикали генеришу стварање нових слободних радикала 

од стране других неутралних молекула (нпр. липидни радикали настају из незасићених 

масних киселина). Такође, снижена концентрација јона бакра у организму може утицати 

на повећано стварање слободних радикала. Бакар може двојако утицати на оштећење 

ДНК молекула,  делујући директно токсично или инхибицијом ензима за његову 

репарацију.  Протективно дејство у овом процесу има глутатион који може да спречи 

редукцију бакар(I)-јона, чиме га стабилизује и онемогућава настанак слободних 

радикала. Хелатори који садрже домене богате аминокиселинама (метионином, 

цистеином и хистидином) имају способност да при концентрацијама већим од 10-18 M 

регулишу интрацелуларну концентрацију јона бакра. Захваљујући редокс-активности 

бакар своје терапијско дејство испољава као антипролиферативни, антиинфламацијски 

и антимикробни агенс [44,45].  

 

1.2.2. Болести повезане са дисрегулацијом бакра 

 

Вилсонова болест представља аутозомно рецесивно обољење које се јавља због 

мутације ATP7B гена. Последица ове мутације је онемогућена екскреција бакра путем 

жучи, што доводи до његовог накупљања у организму, првенствено у јетри и мозгу 

[46,47]. Бакар индукује оксидативно оштећење што активира ћелијску смрт. Тако 

ослобођени екстрацелуларни бакар накупља се у плазми и узрокује екстрахепатичну 

токсичност. Овај токсични ефекат се манифестује повећањем величине хепатоцита, 

појавом инфламације и поремећајем у функционисању цитоскелета што за последицу 

има цирозу јетре [48]. Терапија подразумева примену хелатора бакра који га везују и 

елиминишу урином. Међу њима издвајају се D-пенициламин, и новији, безбеднији 

хелатори: триентин и тетратиомолибдат. Такође, примењује се и цинк ацетат за 

одржавање концентрације бакра у серуму. 

 Менкесова болест је рецесивно наследно обољење везано за X хромозом који 

карактерише дефект на нивоу ATP7A гена. Обично се јавља код мушкараца и симптоми 

се примећују током првих месеци живота. Улога ATP7A протеина је да у транс-

Голџијеву мрежу упумпава бакар, како би се уградио у ензиме чији је саставни део (нпр. 

допамин-β-хидроксилаза), али утиче и на излазак бакра из ћелије [49]. Мутација ATP7A 

протеина онемогућава интестиналну апсорпцију бакра што доводи до његове 

интестиналне акумулације и системског дефицита [50]. Клиничке манифестације обично 
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подразумевају потешкоће у неуролошком развоју, церебралну атрофију и 

демијелинизацију, поремећаје на нивоу крвних судова, косе, слабе кости, итд. Услед 

дефицијенције ензима чији је бакар саставни део у мозгу (цитохром с оксидаза, лизил 

оксидаза, тирозиназа и др.) присутни су многи неуролошки симптоми. Терапија 

подразумева примену комплекса бакра са хистидином у циљу контроле неуролошких 

симптома и продужетка преживљавања, међутим показано је да је овај терапијски 

приступ ефикасан само ако се са применом започне у неонаталном периоду [51].  

Бакар и инфламација. Церулоплазмин је протеин акутне фазе који се секретује у 

стањима трауме и стреса. Инфламација, инфекција и хроничне инфламаторне болести 

такође утичу на повећање концентрације овог ензима, што доводи и до повећања 

концентрације бакра. [52,53] 

Бакар и Sars-CoV-2. Бакар може да индукује аутофагију као одговор на присуство 

вируса у организму. На овај начин се ћелија брани од дејства вируса. Долази до 

формирања аутофагијских вакуола и до апоптозе ћелије. Узимајући у обзир те 

чињенице, научници сматрају да би суплементација бакром могла да обезбеди бољи 

имунитет против SARS-CoV-2 инфекције [54]. Истраживање које су спровели Andreou и 

сарадници показало је да комбинована терапија бакра, N-ацетилцистеина, колхицина, 

азот-моноксида са новом антивирусном терапијом – ремдесивир и молнупиравир 

представљала добар избор за пацијенте позитивне на SARS-CoV-2 вирус. Испитује се и 

примена наночестица бакра као носиоца лекова и вакцина у превенцији и терапији овог 

вируса [55].  

Бакар и Алцхајмерова болест. Повећан ниво бакра у цереброспиналној течности 

пронађен је код пацијената са Алцхајмеровом деменцијом, који прати повећан или 

нормалан ниво бакра у плазми [56]. Додатак бакра у пијаћу воду код зечева довело је до 

погоршања когнитивне функције и погоршања патолошке основе болести. Повећан унос 

бакра уз унос хране богате засићеним и trans-мастима такође доводи до прогресије 

болести. Јони бакра(II) се високим афинитетом везују за амилоидни прекурсорски 

протеин и бета амилоидни пептид што повећава настанак плакова [57-59].  
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1.2.3. Хемија бакра у комплексним једињењима 

 

Бакар је 29. елемент периодног система (Табела 3). У биолошким системима 

постоји у облику бакар(I) и бакар(II)-јона. Бакар(I) је нерастворан у биолошким 

течностима и обично се налази везан за друге биомолекуле.  Пошто је редокс активан 

често мења оксидациона стања у реакцијама у којима учествује као ензимски активатор 

[35,60].  

 

Табела 3. Карактеристике елементарог бакра  

Атомски број 29 

Атомска маса 63,546 

Електронска конфигурација 1s22s22p63s23p63d104s1 

Тачка топљења 1083⁰С 

Тачка кључања 2573⁰С 

Електронегативност 1,90 (Pauling) 

Јонски радијус 
0,96A° Cu(I) 

0,73A° Cu(II) 

Стандардни редокс потенцијал 

+0,520V за Cu+ + e− Cu 

+0,341V за Cu2+ + 2e− Cu 

+0,159V за Cu2+ + e− Cu+ 

 

Оксидациона стања бакра у оквиру комплексних једињења крећу се од 0 до +4, 

међутим, најчешће се јавља као бакар(I) и бакар(II)-јон [61]. Бакар(I)-јон гради 

комплексна једињења са координационим бројевима 2, 3 и 4. Бакар(II)-јон најчешће 

гради комплексна једињења са координационим бројевима 4 или 6. Ретко, бакар(II) може 

да награди линеарне (координациони број – 2) и тригонално – бипирамидалне 

(координациони број – 5) комплексе, али и комплексе са координационим бројевима 3, 

7 и 8  [62]. Комплекси су најчешће са тетрагоналном дисторзијом, односно донорски 

атоми нису правилно распоређени око јона бакра. Комплекси бакар(II)-јона са 

координационим бројем 4 су квадратно-планарни и најчешће садрже 4 краће 

екваторијалне везе и 2 дуже аксијалне везе. Ређе се могу јавити и комплекси код којих 

су 2 аксијалне везе краће, а 4 екваторијалне везе дуже [63]. Захваљујући могућности 

грађења комплекса различите геометрије, бакар(II) може да се координује са лигандима 

који садрже различите донорске атоме (N, O, S и халогени), као и са лигандима 

различите дентатности (од монодентатних до хексадентатних). Зато се добро координује 

са карбоксилатним кисеоником, имидазолским азотом, цистеинским и метионинским 

сумпором и фосфинским фосфором [37]. Бакар(I) комплекси истог координационог 

броја најчешће су тетраедарски. Комплекси бакра(II) обично су плаве или зелене боје 

(апсорбују на таласној дужини од 600-900 nm) захваљујући непопуњеној d орбитали.  

Начини координовања бакра са одговарајућим лигандима у оквиру комплексних 

једињења приказани су у Табели 4 [64,65].  
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Табела 4. Могућа геометрија и координациони бројеви комплекса бакра(II) 

 

 
 

 
 

линеарна 

(КБ2: 2) 

 

квадратна и 

ромбоидно 

копланарна 

(КБ: 4) 

 

спљоштен тетраедар  

(КБ: 4) 

тригонална 

бипирамида 

(КБ: 5) 

 
   

 

искривљена 

тригонална 

бипирамида 

(КБ: 5) 

 

квадратна    

пирамида 

(КБ: 5) 

искривљена 

квадратна        

пирамида 

(КБ: 5) 

октаедар 

(КБ: 6) 

    

 

продужени 

тетрагонални 

октаедар 

(КБ: 6) 

 

спљоштен 

тетрагонални 

октаедар 

(КБ: 6) 

спљоштен 

ромбоидни октаедар 

(КБ: 6) 

cis-искривљени 

октаедар 

(КБ: 6) 

  
 

 

 

тригонални   

октаедар 

(КБ: 6) 

 

хептакоординована 

(КБ: 7) 

октакоординована 

(КБ: 8) 
 

 

 
2 КБ – координациони број 
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1.2.4. Повезаност бакра и карцинома 

 

 

 Бакар учествује у процесима оксидо-редукцује, стимулише ангиогенезу и 

може да замени друге јоне метала у активном месту ензима. Код неких тумора као што 

су лимфом, карцином плућа, желуца, дојке, цервикални карцином, итд. концентрација 

бакра знатно је виша у односу на његову концентрацију у здравим ћелијама [66].   

 Истраживања спроведена на мишевима показала су да се са повећањем 

концентрације јона бакра у серуму смањује његова концентрација у јетри. Истовремено 

долази до смањења нивоа гвожђа, селена и цинка у серуму, па је однос концентрације 

бакра и сваког од наведених јона добар показатељ ефикасности антитуморске терапије 

[67].  

 Опречна су истраживања која испитују утицај бакра на настанак и раст 

карцинома. Примена бакра код мишева са карциномом у облику раствора који се 

примењивао током 10 дана у дози од 0,75 mg/дан довела је до престанка раста тумора 

[68]. Када се бакар ацетат давао субкутано мишевима са карциномом јетре (2 

mg/kg/недељно), довео је до значајног смањења тумора током 26 недеља примене 

[69]. Међутим, орална примена бакар сулфата [70] и његова примена у пијаћој води 

[71] изазвала је настанак карцинома дојке и Лангерхансових острваца панкреаса код 

мишева који су били изложени. Ове податке ипак треба пажљиво размотрити приликом 

анализе, јер ниједно истраживање није обухватило праћење серумске концентрације јона 

бакра.  

 Осамдесетих година двадесетог века дошло се до сазнања да бакар учествује у 

ангиогенези [72]. Ангиогенеза представља процес настанка нових крвних судова из већ 

постојећих венула и капилара, који се дешава у физиолошким и патолошким условима. 

Физиолошки се ангиогенеза одвија у ембрионалном периоду, током репродуктивног 

развоја и процеса зарастања рана, док се патолошки дешава при расту и развоју тумора 

и у неким болестима (артритис и атеросклероза) [73,74]. Контролисана је 

проангиогенетским (васкуларни ендотелни фактор раста – VEGF, базични 

фибробластни фактор раста – bFGF, трансформишући фактор раста β – TGFβ, 

ангиогенин, интерлеукини – IL-1 и IL-8)  и антиангиогенетским факторима (ангиостатин 

и ендостатин) [75]. Протеини који везују бакар: церулоплазмин, хепарин и трипептид 

глицил-хистидил-лизин откривени су као молекули значајни за ангиогенезу у корнеи 

зечева. In vitro испитивања доказала су да бакар учествује у пролиферацији и миграцији 

хуманих ендотелних ћелија и да је ко-фактор проангиогенетских ензима. Има утицаја и 

на сам ангиогенин, повећавајући његов афинитет везивања за ендотелијалне рецепторе.  

 У циљу контроле концентрације бакра и његовог утицаја на ангиогенезу 

испитивања су првенствено била усмерена ка постојећој терапији. Хелатори бакра, који 

су примарно испитивани у терапији Вилсонове болести, делују везујући ектрацелуларне 

јоне бакра. Триентин, D-пенициламин и тетратиомолибдат испитивани су у различитим 

анималним моделима карцинома: хепатоцелуларни карцином, карцином сквамозних 

ћелија главе и врата и др. где су довели до значајне инхибиције раста тумора уз контролу 

ангиогенезе. Тетратиомолибдат је у првој и другој фази клиничких испитивања код 34 

пацијената са мезотелиомом плеуре у дози од 180 mg/дан током 34 дана довео до 

приметног снижења купредоксина (са 45±2 на 13±2 mg/dl) и VEFG у серуму (са 2086 на 

1250 pg/ml). Иако су истраживања показала њихов позитивни ефекат у контроли 
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ангиогенезе, хелатори бакра не могу бити једини терапијски избор код карцинома, већ 

се морају комбиновати са другим лековима. 

 Јонофоре везују екстрацелуларне јоне бакра и врше њихов трансфер до ћелије, 

повећавајући његову интрацелуларну концентрацију. Комплекс бакра са 

дитиосемикарбазоном, као и дисулфирам и клиохинол интрацелуларно отпуштају 

координовани бакар, што је потврђено истраживањима на мишјим ћелијским линијама 

[76]. Дисулфирам и клиохинол показали су ефикасност и у клиничким студијама на 

карциному дојке [77]. Претпоставља се да су малигне ћелије осетљивије на дејство 

јонофора, али то још увек није клинички потврђено [78,79].  

 Бакар који се у ћелију испоручује јонофорама може имати и токсичне ефекте 

услед способности да ствара слободне радикале, али и могућности да замени друге јоне 

у оквиру интрацелуларних ензима. Осим измењеног метаболизма бакра код урођених 

болести као што су Менкесова и Вилсонова болест, акумулација бакра забележена је и 

код других обољења, попут Алјцхајмерове болести, Кројцфелд-Јакобсове болести, 

реуматоидног артритиса, дијабетеса и карцинома [68]. 

 

1.2.5. Антитуморска активност бакра 

 

 Иако је са открићем цисплатине започета ера примене и испитивања 

комплексних једињења у терапији карцинома, нежељена дејства која се јављају као 

последица њене примене, али и урођена и стечена резистенција на лек били су разлог да 

се научници окрену испитивању нових комплексних једињења. Циљ је био да се 

синтетише комплекс са побољшаном фармаколошком активношћу, смањеном 

резистенцијом и токсичношћу у односу на цисплатину. Након цисплатине, синтетисани 

су и други комлекси платине(II) чиме су проблеми делимично превазиђени. Међутим, 

отпочето је и испитивање комплекса других прелазних метала, међу којима су се 

издвојили биогени елементи [68,80]. 

 Сматра се да би њихов другачији механизам дејства у односу на платину, али 

и метаболизам и токсичност били боља алтернатива за хумани организам. То су разлози 

због којих би примена других комплексних једињења могла да буде ефикаснија у 

терапији тумора који су постали резистентни на конвенционалну терапију. Узимајући у 

обзир другачији механизам деловања комплекса бакра, може се очекивати и шири 

спектар деловања у терапији различитих тумора [81].  

Бакар је неопходан за ангиогенезу, пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија. 

Повишен ниво бакра у организму може бити окидач за настанак карцинома. Осим што 

је откривен код многих типова карцинома, такође може бити добар предиктор тока 

болести. Међутим, управо због тога што здраве и туморске ћелије различито реагују на 

присуство бакра, ови комплекси се интензивно испитују у терапији карцинома [82].  

 Комплекси бакра различитим механизмима испољавају антитуморску 

активност [83-85]: инхибирају активност протеазома, теломераза, учествују у 

формирању реактивних кисеоничних врста, интеркалацијом, инхибицијом протеазома, 

апоптозом, параптозом, учествују у деградацији молекула ДНК, итд. (Слика 6).  
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Слика 6. Механизми антитуморског дејства бакра [62,86] 

 

 

1.2.6. Механизам антитуморског дејства бакра 

 

 Непосредно након што је откривена цитотоксична активност цисплатине 

показано је да и бакар(II)-јон утиче на одмотавање и намотавање ДНК ланца и да изазива 

грешке приликом процеса транскрипције везујући за ДНК ланац. Чак и у 

микромоларним концентрацијама има способност да индукује кондензовање ДНК 

молекула [87,88]. Још тада је доказано да се бакар(II)-јон везује за азот у позицији N7 

гуанина [89], али је указано и на могуће везивање за фосфатне групе које формирају 

кичму ДНК ланца [90].  Научници су запазили да се при ниским концентрацијама 

бакар(II)-јон интеркалира између комплементарних база (Слика 7) градећи тзв. 

„сендвич“ комплекс, а награђени комплекс је додатно стабилизован стекинг и 

водоничним интеракцијама које се остварују са комплементарном цитозинском базом 

Хелатори делују везујући екстрацелуларни бакар, чиме онемогућавају његову улогу у 

ангиогенези, расту тумора и његовој метастази. Јонофоре пак омогућавају улазак бакра у 

ћелију и повећавају му интрацелуларну концентрацију. Механизам различитих комплекса 

бакра подразумева инхибицију протеазома, топоизомеразе I и II, стварање реактивних 

кисеоничних врста, интеракцију са ДНК молекулом, апоптозу и параптозу. 

COX - цитохром с оксидаза, FGF2 - фактор раста фибробласта, IL-1, -6, -8 - интерлеукини, 

LOX - лизил оксидаза, MEK1/2 - митогеном активирана протеин киназа, NF-κB – 

нуклеарни фактор капа B, VEGF – васкуларни ендотелијални фактор раста. 
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(Слика 8.1.). Када се концентрација јона бакра повећа, он се повезује са гуанином преко 

N7 атома и са кисеоником из фосфатне групе, што онемогућава грађење водоничних веза 

и дестабилизује ДНК молекул. Истовремено се због блокаде гуанина омогућава грађење 

водоничне везе са цитозином у позицији N3 [91,92].  Други начини везивања обухватају 

гуанин-цитозин базне парове и то формирањем Hoogsteen гуанин-цитозин базних 

парова, што подразумева промену гликозидне везе из anti у syn конформацију. Rohner је 

са сарадницима претпоставио још један начин везивања јона бакра, интерланчано 

везивање преко гуанина у позицијама N7/O6 и цитозина N3/O3 [93]. 

 

 

Слика 7. Интеркалација бакра(II) између комплементарних база 
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Слика 8. Ковалентно везивање бакра(II) за ДНК молекул и Hoogsteen гуанин-

цитозин базни пар (5) 

 

1.2.6.1. Комплекси бакра који делују на нивоу ДНК 

 

  

 Механизам антитуморског дејства комплекса бакра још увек није довољно 

разјашњен. Сматра се да за разлику од цисплатине, комплекси бакра остварују 

антитуморско дејство механизмима који не подразумевају ковалентно везивање за  ДНК 

молекул. Иако многи од њих своје антитуморско дејство испољавају управо 

интеракцијом са ДНК молекулом, они то најчешће чине нековалентним интеракцијама 

[94]: 

➢ интеркалацијом, 

➢ интеракцијом са великим или малим жлебом, 

➢ електростатичким интеракцијама. 

 

 Интеркалација подразумева уметање молекула који садрже планарне 

ароматичне прстенове између комплементарних база у оквиру двоструког хеликса 

(Слика 7). Канонска конформација ДНК састоји се из великог и малог жлеба. Они се 
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јављају дуж целог двоструког хеликса, а последица су одбијања анјонских фосфатних 

група и интеракција између базних парова. Стабилизоване су формирањем водоничних 

веза, хидрофобним или електростатичким интеракцијама. Формирање водоничних веза 

у великом жлебу који је дубљи и шири дешава се преко N7 гуанина и O4 цитозина. Мали 

жлеб је плитак и узак, а водоничне везе се могу формирати преко О2 атома цитозина и 

тимина, N3 гуанина и N3 аденина [92,95,96].  

 Електростатичке интеракције подразумевају интеракцију комплекса са 

негативно наелектрисаним фосфатним групама везаних за шећерне компоненте са 

којима граде кичму ДНК ланца [97].  

 

 Међу комплексима бакра који поседују антитуморску активност посебно се 

издвајају они који садрже лиганде са N-донорским атомима, с обзиром да је њихово 

антитуморско дејство доказано у in vitro истраживањима. То су комплекси са 1,10-

фенантролином, 2,2'-бипиридином и њиховим дериватима код којих се координовање 

врши преко два атома азота, и који се комбинују са другим ко-лигандима (хинолинима, 

имидазолидин-2-тионима, кумаринима, тетрациклинима, сулфонамидима, и др.). На 

врсту интеракције са молекулом ДНК велику улогу имају особине диимина као 

лиганада, попут њихове величине, планарности и врсте ко-лиганада, али и геометрија 

награђеног комплекса. Показано је да се диимини интеркалирају између базних парова 

ДНК молекула захваљујући хетероцикличним прстеновима (комплекси као што су 

[Cu(imda)(phen)(H2O)] и [Cu(imda)(dpq)], где су imda – иминодисирћетна киселина, phen 

– 1,10-фенантролин, dpq – дипиридохиноксалин) или претежно интерагују са жлебом 

(комплекс [Cu(imda)(5,6-dmp)], где је 5,6-dmp – 5,6-диметил-1,10-фенантролин). Код 

ових комплекса увођење метил група у структуру учествује у додатној стабилизацији 

интеракције да ДНК молекулом и има утицаја на формирање интеракција са малим 

жлебом [98]. 

 И код других комплекса бакра (са флавоноидима, Шифовим базама, салфеном, 

итд.) планарност прстена има значајну улогу у процесу интеркалације, јер омогућава 

боље уметање између базних парова ДНК молекула, док је код непланарних система 

процес интеркалације значајно смањен  и када у структури садрже ароматичне 

хетероцикличне прстенове. Процес интеркалације изазива деформацију у структури 

ДНК молекула, при чему се комплекси бакра понашају као хемијске нуклеазе; 

хидролизују естарске везе и доводе до оксидације дезоксирибозе и нуклеинских база, 

што изазива дефекте у једном или оба ДНК ланца. Оштећење се јавља и услед стварања 

слободних радикала који такође оштећују молекул ДНК. Последице деловања 

комплекса метала на ДНК молекул су иреверзибилне, односно ензими нису у стању да 

доведу до репарације молекула [68].  

 

1.2.6.2. Комплекси бакра као инхибитори топоизомераза 

 

 Топоизомераза је ензим присутан у једру хуманих ћелија који учествује у 

намотавању или одмотавању ДНК ланца чиме учествује у процесима транскрипције и 

репликације. Постоје две изоформе овог ензима: топоизомераза I и топоизомераза II [99]. 

Топоизомераза I прави прекиде у једном ланцу ДНК молекула, док топоизомераза II 

доводи до прекида у оба ДНК ланца. Ови ензими представљају добру мету у терапији 

карцинома. Могу се поделити у две групе: топоизомеразни отрови, чија је улога у 

стабилизацији ковалентног комплекса који се гради између молекула ДНК и 
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топоизомеразе, а који се другачије назива „комплекс цепања“, и каталитички 

инхибитори који делују на осталим местима каталитичког циклуса, првенствено на 

топоизомеразу II [68].  

 Комплекси који инхибирају топоизомеразе су најчешће мононуклеарни 

комплекси бакра координовани са лигандима који садрже различите донорске атоме. 

Већина комплекса бакра који делују као инхибитори топоизомера покрећу апоптозу, 

програмирану ћелијску смрт [100,101]. Комплекси бакра(II) са оксимима делују као 

отрови на топоизомеразу II. Показано је да комплекс са 2-фуралдехид оксимом поседује 

активност по узору на етипозид [102]. Салицилалдоксим делује цитотоксично на L1210 

ћелије леукемије спречавајући димеризацију топоизомеразе II и индукујући ензимски 

прекид у ланцу ДНК. Комплекси са супституисаним α-хетероцикличним 

тиосемикарбазонима инхибирају топоизомеразу II и показују антипролиферативну 

активност на ћелије карцинома дојке која је боља у односу на некоординоване лиганде, 

захваљујући квадратно-планарној структури награђених комплекса [103]. Комплекси 

бакра са хинолонима показују значајну цитотоксичну активност према хуманим 

ћелијама карцинома јетре, HepG2, иако спречавају инхибицију топоизомеразе II коју 

иначе изазивају слободни лиганди [104].  Док сви наведени комплекси инхибирају 

топоизомеразу II, комплекс бакра(II) са дипептидом глицил-глицином и пиперазином 

инхибира топоизомеразу I и истовремено препознаје секвенце у малом жлебу ДНК 

молекула, чиме делује цитотоксично при веома ниским концентрацијама IC50 = 12,5 

µmol/l [105].  
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Табела 5. Механизам деловања којим комплекси бакра(II) са наведеним лигандима 

остварују антитуморско дејство 

 

 

Врста 

интеракције 
Врста лиганада 

Донорски 

атоми 
Испитиване ћелијске линије 

Интеркалација 

аминокиселине N-N HCT-15, A549, Hep-2 

диимини 

(фенантролин,бипиридин) 
N-N 

HT29, SW480, SW620, K562, Јукартове 

Т ћелије, CCRF-CEM, CCRF-SB,              

K-MES-1, DU-145 

диимини (иминодисирћетна 

киселина) 
N-N HOS, MCF7 

тридентатни диимини 

(терпиридин) 
N-N-N 

HeLa, SiHa, CaSki, MCF-7, HepG2, 

H1299 

диимини (фенантролин, 

дипиридофеноксалин, 

дипиридофеназин) 

N-N HeLa 

салфен N-N MCF7, A549, 786−0, Mia-PaCa-2 

флавоноиди (трихидрокси-

изофлавон, хесперетин, 

апигенин, кверцетин) 

O-O HepG2, SGC-7901, Hela, А549 

изоеуксантони O-O ECA109, SGC-7901 

Шифове базе 
N-N-O или 

N-O-O 
A2780 

Интеракција са 

жлебом 

супституисани диимини             

(Casiopeinas®) 
N-N HeLa, HOS, MCF-7, HCT-116, A549 

диимини N-N HT29, SW480, SW620 

Оксидативно 

оштећење 
семикарбазони О-О-N-O HeLa, Hep-2, HepG2 

Хидролитичко 

оштећење 

диимини N-N HeLa, MCF-7 

терпиридин 
N-N-N или 

( N-N-N)2 

HeLa, SiHa, CaSki, MCF-7, HepG2, 

H1299 

салицилалдоксим N-O L1210 

Инхибитори 

топоизомеразе 

2-фуралдехид оксим N-O L1210 

тиосемикарбазони N-N-S-(O)3 MCF-7, MDA-MB-231 

Casiopeinas®/фосфини N-N-O-O A2780 

Инхибитори 

протеазома 

(N,N) диимини N-N-(O)4 PC-3, MDA-MB-231, MCF-10A 

триоксотриазоли S-N-Cl-Cl HT1080 

метилпиридин-

аминометилфенол 
N-N-O C4−2B, PC3 

 

786−0 – ћелије реналног карцинома; HCT-15, HCT-116, HT29, SW480, SW620 – ћелије карцинома 

колона; DU-145, C4−2B, PC-3 – ћелије карцинома простате; HeLa, SiHa, CaSki – ћелје цервикалног 

карцинома; MCF-7, MCF-10A – ћелије карцинома дојке; А2780 – ћелије карцинома јајника; 

А549, H1299 – ћелије карцинома плућа; Hep-2 – ћелије карцинома ларинкса; HOS – ћелије остеосаркома; 

K562 – ћелије хроничне мијелоидне леукемије; Јукарт Т-ћелије – акутна леукемија Т-ћелија;                 
CCRF-CEM, CCRF-SB – акутна лимфобластна леукемија;  K-MES-1 – сквамозне ћелије карцинома 

плућа;  HepG2 – ћелије хепатоцелуларног карцинома;  Mia-PaCa-2 – ћелије карцинома панкреаса; SGC-

7901 – ћелије карцинома желуца;  ECA109 – ћелије езофагеалног карцинома;  L1210 – мишје ћелије 

леукемије; 
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1.3.6.3. Комплекси бакра као инхибитори протеазома 

 

 Протеазом представља ензимски комплекс присутан у једру и цитоплазми 

еукариота који учествује у протеолитичкој деградацији фактора неопходних за раст 

тумора, као што су регулаторни протеини, инхибитори циклин-зависних киназа, 

супресор тумора p53, и др [106-108]. 

 Показано је да су туморске ћелије осетљивије на дејство протеазома у односу 

на здраве ћелије. Протеазом се састоји од језгра, 20s подјединице и две капе, 19s 

подјединице, које садрже место за везивање протеина и поседују активност ATP-аза [68].  

Протеини који се разграђују под дејством протеазома најпре се везују за убиквитин, 

протеин који представља сигнал за везивање других молекула убиквитина, чиме настаје 

полиубиквитински ланац који протеазом може да препозна. Убиквитин-протеазом 

активност регулише експресију гена, индукује ћелијску апоптору и одговор на  

оксидативни стрес [62]. Комплекси бакра чија је структура таква да не омогућава 

супституционе реакције лиганада од јона бакра(II) нису кандидати за инхибиторе 

протеазома, јер се на тај начин блокира интеракција на нивоу туморских ћелија [109]. У 

циљу инхибиције протеазома, неопходно је да 20s подјединица најпре врши редукцију 

бакра(II) до бакар(I)-јона [62,68]. Различита једињења бакра(II) испитивана су као 

инхибитори протеазома, јер је показано да постоји веза између бакра, инхибиције 

протеазома и тумора. Испитана су дејства бакар(II)-хлоридa, клиохинола и лиганада 8-

хидроксихинолина, 1,10-фенантролина и дитиокарбаматима, како појединачно, тако и у 

комлексу са бакром. Бакар има кључну улогу у инхибицији протеазома, јер самостални 

лиганди не поседују ову активност [110]. Такође, показана је селективност комплекса 

према туморским ћелијама код којих је концентрација бакра повишена, у односу на 

здраве ћелије код којих је ниво бакра у серуму у физиолошким вредностима. Комплекс 

бакра са диетилдитиокарбаматом довео је до супресије раста хуманих ћелија карцинома 

дојке, MDA-MB-231, механизмом који подразумева везивање за JAB1/MPN/Mov34 

(JAMM) сегмент 19s подјединице протеазома [111].  

 

1.3. Комплекси бакра(II) са тиосалицилном киселином и њеним дериватима и 

њихове структурне карактеристике 

 

 Kомплексе бакра(II) са тиосалицилном киселином често је тешко изоловати, 

како услед редокс активности бакра, тако и због потенцијалне оксидације 

тиосалицилатног лиганда до одговарајућег дисулфида. Међутим, међу њима налазе 

се и врло стабилни комплекси са окарактерисаном структуром [112].  

 Синтетисано је више комплекса бакра(II) са тиосалицилном киселином, чије 

су структуре окарактерисане применом елементалне микроанализе, инфрацрвене, 

електронске спектроскопије и електронске парамагнетне резонанције. Један такав 

комплекс, [Cu2(HSC6H4COOH)2(H2O)6]
4+, чија је структура претпостављена на 

основу претходно наведених анализа, приказан је на Слици 9. Код овог комплекса 

координовање се врши преко једног атома кисеоника из карбоксилне групе, али и 

преко атома сумпора из тиолне групе. 
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Слика 9. Структура комплекса бакра са тиосалицилном киселином 

 

 Комплекси бакра(II) са тиосалицилатом као лигандом могу се додатно 

стабилизовати увођењем помоћних лиганада који садрже азот као донорски атом. 

Међу њима издваја се тетрааза макроциклични лиганд, који гради комплекс [(tet 

b)Cu(SC6H4CO2)]. На основу структурне анализе комплекс је окарактерисан као 

тригонално бипирамидални, чиме је утврђено и да се координовање тиосалицилног 

лиганда врши преко атома сумпора. Синтетисани су и бинуклеарни комплекси 

бакра(II): 

• са 1,10-фенантролином и тиосалицилатом, код кога је координовање извршено 

преко оба атома кисеоника из карбоксилне групе (награђен је карбоксилатни 

мост) и преко атома сумпора (Слика 10) [113]; 

• са пиридином као помоћним лигандом, код кога је координовање извршено 

искључиво преко карбоксилатних мостова два молекула тиосалицилне 

киселине [114].  
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Слика 10. Комплекс бакра(II) са тиосалицилном киселином и 1,10-фенантролином 

 

 У реакцији тиосалицилне киселине са бакар(II)-хлоридом и у присуству 2,2'-

бипиридина, долази до формирања тамно плавих кристала. Кристали потичу од 

награђеног комплекса чија је структура и кристалографски потврђена. Настали 

бинуклеарни комплекс гради се координовањем бакра за два молекула тиодибензоеве 

киселине преко хидроксилних атома кисеоника из карбоксилне групе, као и преко оба 

атома азота из бипиридина (Схема 4 ) [115].   

 

 
 

Схема 4. Бинуклеарни комплекс бакра са тиодибензоевом киселином 
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 Радић и сарадници синтетисали су комплексе бакра(II) са дериватима 

тиосалицилне киселине, код којих је извршено алкиловање тиолне групе, при чему 

су добијени одговарајући S-алкил (R = метил-, етил-, пропил-, бутил- и бензил-) и S-

алкенил (R = пропенил- и изобутенил-) деривати (Схема 5). Ови комплекси 

окарактерисани су на основу резултата елементалне микроанализе, инфрацрвене 

спектроскопије, док су стварне структуре за неке од комплекса потврђене 

резултатима рендгенске структурне анализе. При томе је утврђено да се ради о 

бинукларним комплексима, при чему је координовање извршено преко четири атома 

кисеоника из два молекула деривата тиосалицилне киселине и награђена тзв. paddle 

wheel структура. Показано је и да ови комплекси интерагују са молекулом ДНК, 

хуманим серумским албумином, али и да показују антимикробну и антитуморску 

активност [116-119]. 

 

 

 

R= -метил, -етил, -пропил, -бутил, -бензил, -пропенил, -изобутенил; 

 

Схема 5. Синтеза S-алкил и S-алкенил деривата тиосалицилне киселине 

 

1.4. Молекулски докинг са молекулом ДНК и хуманим серумским албумином и 

његов значај 

 

Примена молекулског докинга последњих неколико деценија све је присутнија 

као први корак у проналаску једињења са биолошком активношћу, како услед све веће 

употребе рачунара, тако и због доступности протеинских база података. Циљ 

молекулског докинга је предвиђање молекулског уклапања, везујућих места 

испитиваних молекула са различитим макромолекулима и ензимима и у зависности од 

вредности слободне енергије везивања одређивање афинитета везивања међу 

испитиваним молекулима. Применом молекулског докинга могуће је одредити и врсте 

интеракција које се јављају између испитиваних једињења и макромолекула [120,121].  

Молекулски докинг је битан и за предвиђање интеракције потенцијалних лекова 

са нуклеинским киселинама, у циљу откривања везе између структуре испитиваног 

молекула и његове цитотоксичности. Велики број истраживања бави се управо 

испитивањем антитуморског дејства једињења бакра. Уколико се in silico докаже 

антитуморско дејство испитиваног молекула, даља истраживања су експериментална у 

циљу стварне потврде начина интеракције. Такође, молекулски докинг може бити и 

потврда већ спроведених експерименталних истраживања. Свеукупни резултати 

оваквих истраживања доводе до развоја нових антитуморских лекова [122,123].  
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Молекул ДНК је флексибилан и у простору заузима различите конформације. 

Приликом спровођења докинг анализе, неопходно је изабрати једну од конформација. 

Интеркалација и интеракција са жлебом су најчешће врсте интеракције између малих 

молекула и молекула ДНК. Интеракција испитиваних молекула са ДНК разликује се на 

нивоу малог и великог жлеба, у погледу стерних ефеката и електростатичког 

потенцијала. Најчешће интеракцију са малим жлебом остварују мали молекули, док они 

са већом молекулском масом интерагују са ДНК молекулом на нивоу великог жлеба. 

Интеракција са жлебом сматра се интеракцијом по принципу кључ-брава јер не долази 

до промене конформације ДНК молекула по везивању испитиваног једињења [124]. 

За везивање молекула за мали жлеб најзначајније су Van der Walls-ове 

интеракције, водоничне везе и електростатичко привлачење [125]. 

Хумани серумски албумин је најприсутнији протеин плазме и представља 

макромолекул који се састоји из више домена, који је одговоран за регулацију осмотског 

притиска плазме, као и за расподелу течности у организму [126-129].  

Има способност интеракције са великим бројем ендогених и егзогених лиганада, па 

представља носач за многе лекове. Утиче и на фармакокинетске особине многих лекова, 

неутралише многе токсине, али чини и велики део антиоксидативне заштите крвне 

плазме. Испитивање интеракције лекова са хуманим серумским албумином је значајно 

управо због утицаја на њихову фармакокинетику, посебно на клиренс и волумен 

дистрибуије. Везивањем лекова за албумин смањује се фракција слободног лека који се 

везује за биолошке мете [130]. Такође, за липосолубилне лекове који пролазе крвно-

мождану баријеру битна је фракција слободног лека, јер само она продире у централни 

нервни систем. Интеракцијом са албуминима утиче се на АДМЕ карактеристике лека, 

па се модификација ове интеракције користи у синтези лекова [131]. На албумину 

постоје три места за везивање: 

➢ место 1 које се налази у субдомену IIА и за које се претежно везују негативни 

хетероциклични молекули; 

➢ место 2 које се налази у субдомену IIIA за које се везују карбоксилне киселине, 

као и кисели, базни и неутрални молекули; 

➢ место 3 које се налази у субдомену IB за које се везује хем [132-134].  

 

Испитивање интеракције молекула са албумином се спроводе in silico применом 

молекулског докинга и in vitro применом УВ апсорпционе спектрофотометрије и 

флуоресцентне спектроскопије.  
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2. ХИПОТЕЗЕ И ЦИЉЕВИ 

ИСТРАЖИВАЊА 
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Прегледом литературе постављена је следећа радна хипотеза:  

Реакцијом S,O-тетрадентатних лиганада деривата тиосалицилне киселине са 

етиленским-, пропиленским-, бутиленским- и пентиленским- мостом и бакар(II)-нитрата 

трихидрата настају мононуклеарни, октаедарски комплекси. Синтетисани комплекси 

окарактерисани су на основу резултата моларне проводљивости, елементалне 

микроанализе, инфрацрвене спектроскопије и електронско-парамагнетне-резонанционе 

спектроскопије. Даљим испитивањем, показано је да награђени комплекси остварују 

интеракцију са молекулом ДНК, хуманим серумским албумином и поседују 

антитуморску активност.  

Како би се утврдило да ли су претпостављене хипотезе у овој дисертацији тачне, 

постављени су следећи циљеви истраживања: 

Основни циљ: 

 Синтетисати S,O-тетрадентатне лиганде, деривате тиосалицилне киселине који у 

структури садрже етиленски-(Л1), пропиленски-(Л2), бутиленски-(Л3) и пентиленски-

(Л4) мост, као и комплексе бакра(II) са наведеним тетрадентатним лигандима, 

дериватима тиосалицилне киселине (К1-К4). 

Специфични циљеви: 

1. Потврдити састав синтетисаних једињења на основу резултата елементалне 

микроанализе; 

2. Испитати структуре добијених лиганада и одговарајућих комплекса бакра(II) на 

основу резултата инфрацрвене спектроскопије, нуклеарно-магнетно-

резонанционе спектроскопије и електронске-парамагнетне-резонанције; 

3. Испитати интеракцију новосинтетисаних комплекса са молекулом гуанозин-5’-

монофосфата, L-метионином и L-цистеином праћењем супституционих реакција 

при физиолошким условима. Такође, пратиће се и интеракција између 

синтетисаних комплекса и CT-ДНК (енгл. calf thymus, ДНК тимуса говечета) и 

ХСА (хуманим серумским албумином); 

4. Спровести in silico испитивања у циљу додатне потврде интеракције 

синтетисаних комплекса са молекулом ДНК и ХСА; 

5. Испитати антитуморску активност добијених тетрадентатних лиганада и 

одговарајућих комплекса бакра(II). 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 



 

41 

 

3.1. Синтезе S,O-тетрадентатних лиганада, деривата тиосалицилне киселине и 

одговарајућих комплекса бакра(II) 

 

3.1.1 Синтезе S,O – тетрадентатних лиганада, деривата тиосалицилне киселине 

 

Тетрадентатни лиганди, деривати тиосалицилне  киселине са етиленским – Л1, 

пропиленским – Л2, бутиленским – Л3 и пентиленским – Л4 мостом добијају  се 

реакцијом алкиловања тиосалицилне киселине одговарајућим алкил-дихалогенидима у 

базној средини и смеши вода-етанол као растварачу, што подразумева да се у раствор 

добијен растварањем (2,00 mmol) тиосалицилне  киселине у  50,00 ml 30% етанола додаје 

раствор натријум-хидроксида (2,00 mmol у 5,00 ml дестиловане воде). Затим се 

одговарајући алкил-дихалогенид (1,2-дихлоретан, 1,3-дихлорпропан, 1,4-дихлорбутан и 

1,5-дихлорпентан) (1,00 mmol) раствори у 5,00 mL етанола и постепено додаје у малим 

порцијама у претходно припремљену бистру реакциону смешу. Тако добијена реакциона 

смеша остави се током ноћи на 60ºC. Након тога раствор се пренесе у кристализациону 

шољу и упари на воденом купатилу ради удаљавања етанола. У добијени водени раствор 

додаје се (2,00 mМ) раствор хлороводоничне киселине услед чега се ствара бели талог 

одговарајућег деривата тиосалицилне  киселине. Тако добијени производ се одвоји 

цеђењем, испере великом количином дестиловане воде и суши преко ноћи на вакууму. 

Синтеза је спроведена по већ публикованом поступку за синтезу деривата тиосалицилне 

киселине [135].  

S,O-тетрадентатни лиганд, дериват тиосалицилне киселине са етиленским 

мостом (Л1): (S,O-етилен-тиосалицилна киселина) = C16H14O4S2 (Мr = 334,40), бео прах. 

Микроанализа – Израчунато: C, 57,50; H, 4,19; S, 19,15. Нађено: C, 57,25; H, 4,16; 

S, 19,04. 

IR (KBr, cm–1): 3439, 3065, 2998, 2928, 2648, 2558, 1961, 1807, 1683, 1586, 1563, 

1464, 1449, 1433, 1410, 1315, 1280, 1269, 1253, 1206, 1169, 1151, 1063, 1048, 984, 877, 812, 

734, 701, 685, 652, 609, 550, 511, 493, 463. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3, δ ppm): 3,21 (s, 4H, -CH2), 7,19-7,27 (m, 2H, -Ar), 7,38-

7,56 (m, 4H, -Ar), 7,88 (dd, 2H, -Ar). 

13C NMR (50 MHz, CDCl3, δ ppm): 30,2 (-CH2), 124,4; 125,9; 128,9; 131; 132,5; 

139,6 (-Ar), 167,5 (-COOH). 

S,O-тетрадентатни лиганд, дериват тиосалицилне киселине са пропиленским 

мостом (Л2): (S,O-пропилен-тиосалицилна киселина) = C17H16O4S2 (Мr = 348,43), бео 

прах. 

Микроанализа – Израчунато: C, 58,64; H, 4,60; S, 18,38. Нађено: C, 58,60; H, 4,64; 

S, 18,47. 

IR (KBr, cm–1): 3891, 3747, 3425, 3066, 2946, 2923, 2882, 2650, 1960, 1813, 1678, 

1587, 1562, 1464, 1432, 1415, 1314, 1292, 1292, 1270, 1257, 1170, 1152, 1119, 1062, 1047, 

1000, 908, 865, 810, 783, 739, 705, 688, 668, 651, 557, 526, 519, 495, 469. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3, δ ppm): 1,84-1,99 (m, 2H, -CH2), 3,0-3,11 (m, 4H, -CH2), 

7,16-7,26 (m, 2H, -Ar), 7,30-7,56 (m, 4H, -Ar), 7,86 (dd, 2H, -Ar). 

13C NMR (50 MHz, CDCl3, δ ppm): 30 (-CH2), 31,2 (-CH2), 124,1;125,7;128,8;130,9; 

132,3;140 (-Ar), 167,5 (-COOH). 
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S,O-тетрадентатни лиганд, дериват тиосалицилне киселине са бутиленским 

мостом (Л3): (S,O-бутилен-тиосалицилна киселина) = C18H18O4S2 (Мr = 362,32), бео 

прах. 

Микроанализа – Израчунато: C, 59,68; H, 4,97; S, 17,67;  Нађено: C, 59,82; H, 

4,86; S, 17,53. 

IR (KBr, cm–1): 3867, 3076, 3009, 2935, 2858, 2648, 2559, 1970, 1676, 1587, 1558, 

1465, 1446, 1433, 1411, 1312, 1293, 1269, 1252, 1224, 1172, 1153, 1111, 1063, 1046, 988, 

960, 908, 869, 808, 794, 746, 704, 690, 652, 609, 553, 498, 482, 455. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3, δ ppm): 1,78-1,8 (m, 4H, -CH2), 2,93-2,99 (m, 4H, -CH2), 

7,15-7,23 (m, 2H, -Ar), 7,39-7,54 (m, 4H, -Ar), 7,86 (dd, 2H, -Ar). 

13C NMR (50 MHz, CDCl3, δ ppm):  27,4 (-CH2), 30,6 (-CH2), 123,9; 125,8; 128,6; 

130,9; 132,3; 140,7 (-Ar), 167,5 (-COOH). 

S,O-тетрадентатни лиганд, дериват тиосалицилне киселине са пентиленским 

мостом (Л4): (S,O-пентилен-тиосалицилна киселина) = C19H20O4S2 (Мr = 376,35), бео 

прах. 

Микроанализа – Израчунато: C, 60,65; H, 5,05; S, 17,02. Нађено: C, 60,47; H, 5,12; 

S, 17,12. 

IR (KBr, cm–1): 3867, 3076, 3009, 2935, 2858, 2648, 2559, 1970, 1676, 1587, 1558, 

1465, 1446, 1433, 1411, 1312, 1293, 1269, 1252, 1224, 1172, 1153, 1111, 1063, 1046, 988, 

960, 908, 869, 808, 794, 746, 704, 690, 652, 609, 553, 498, 482, 455. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3, δ ppm): 1,62-1,73 (m, 6H, -CH2), 2,88-2,91 (m, 4H, -

CH2), 7,15-7,22 (m, 2H, -Ar), 7,37-7,54 (m, 4H, -Ar), 7,86 (dd, 2H, -Ar). 

13C NMR (50 MHz, CDCl3, δ ppm):  28 (-CH2), 28,1 (-CH2), 31 (-CH2), 123,8; 125,8; 

128,7; 130,7; 132,1; 140,7 (-Ar), 167,4 (-COOH). 

 

3.1.2.Синтезе комплекса бакра(II) са S,O – тетрадентатним лиганада, дериватима 

тиосалицилне киселине 

 

3.1.2.1. Општи поступак синтезе комплекса бакра(II) са S,О-тетрадентатним 

лигандима, дериватима тиосалицилне киселине 

 

Комплекси бакра(II) са тетрадентатним лигандом дериватом тиосалицилне 

киселине са етиленским, пропиленским, бутиленским и пентиленским- мостом добијају 

се у директној реакцији бакар(II)-нитрата трихидрата, одговарајућег деривата 

тиосалицилне киселине и литијум хидроксида у молском односу 1:1:2.  
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Слика 11. Графички приказ поступка синтезе одговарајућих комплекса 

бакра(II) 

 

3.1.2.2. Синтеза комплекса бакра(II) са S,О – тетрадентатним лигандом, дериватом 

тиосалицилне киселине са етиленским мостом (К1) 

 

Бакар(II)-нитрат трихидрат (0,1000 g, 0,4139 mmol) раствори се у 10 ml 

дестиловане воде на воденом купатилу. У ову реакциону смешу додаје се дериват 

тиосалицилне киселине са етиленским мостом – Л1 (0,1383 g, 0,4139 mmol). Смеша се 

уз повремено мешање загрева током 3 сата и током овог периода се у малим порцијама 

додаје водени раствор литијум хидроксида (0,0192 g, 0,8278 mmol). Производ реакције 

је зелени талог награђеног комплекса бакра(II), који се филтрира, испере великом 

количином дестиловане воде и суши на ваздуху. 
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Табела 6. Опште карактеристике комплекса К1 

 

Молекулска формула: CuC16H12O4S2 

Молекулска маса: 394,95 

Принос: 30,95% 

Скраћеница: [Cu(S,O-етилен-тиосалицилна киселина)] 

Микроанализа: 
Израчунато: C, 44,5; H, 3,73; S, 14,85; 

Нађено: C, 44,32; H, 3,64; S, 14,73;  

IR (KBr, cm–1): 

3900, 3570, 3370, 3064, 2926, 2852, 1684, 1591, 

1545, 1463, 1435, 1401, 1385, 1316, 1282, 1254, 

1024, 1154, 1118, 1065, 1046, 954, 873, 833, 808, 

743,710,694, 658, 603, 546, 535, 506, 494 

Моларна проводљивост: 10,15 μS/cm (48 s) 

 

3.1.2.3. Синтеза комплекса бакра(II) са S,О – тетрадентатним лигандом, дериватом 

тиосалицилне киселине са пропиленским мостом (К2) 

 

Бакар(II)-нитрат трихидрат (0,1000 g, 0,4139 mmol) раствори се у 10 ml 

дестиловане воде на воденом купатилу. У ову реакциону смешу додаје се дериват 

тиосалицилне киселине са пропиленским мостом – Л2 (0,1442 g, 0,4139 mmol). Смеша 

се уз повремено мешање загрева током 3 сата и током овог периода се у малим порцијама 

додаје водени раствор литијум хидроксида (0,0192 g, 0,8278 mmol). Производ реакције 

је зелени талог награђеног комплекса бакра(II), који се филтрира, испере великом 

количином дестиловане воде и суши на ваздуху. 

 

Табела 7. Опште карактеристике комплекса К2 

 

Молекулска формула: CuC17H14O4S2 

Молекулска маса: 409,96 

Принос: 43,93% 

Скраћеница: [Cu(S,O-пропилен-тиосалицилна киселина)] 

Микроанализа: 
Израчунато: C, 45,79; H, 4,07; S, 14,35; 

Нађено: C, 45,51; H, 4,22; S, 14,16; 

IR (KBr, cm–1): 

3891, 3400, 3059, 2923, 2856, 1684, 1590, 1548, 

1462, 1435, 1400, 1282, 1250, 1154, 1120, 1061, 

1044, 956, 871, 847, 805, 746, 715, 695, 656, 598, 

512, 501, 469 

Моларна проводљивост: 14,79 μS/cm (48 s) 
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3.1.2.4. Синтеза комплекса бакра(II) са S,О – тетрадентатним лигандом, дериватом 

тиосалицилне киселине са бутиленским мостом (К3) 

 

Бакар(II)-нитрат трихидрат (0,1000 g, 0,4139 mmol) раствори се у 10 ml 

дестиловане воде на воденом купатилу. У ову реакциону смешу додаје се дериват 

тиосалицилне киселине са бутиленским мостом – Л3 (0,1500 g, 0,4139 mmol). Смеша се 

уз повремено мешање загрева током 3 сата и током овог периода се у малим порцијама 

додаје водени раствор литијум хидроксида (0,0192 g, 0,8278 mmol). Производ реакције 

је зелени талог награђеног комплекса бакра(II), који се филтрира, испере великом 

количином дестиловане воде и суши на ваздуху. 

 

Табела 8. Опште карактеристике комплекса К3 

 

Молекулска формула: CuC18H16O4S2 

Молекулска маса: 423,99 

Принос: 38% 

Скраћеница: 
[Cu(S,O-бутилен-тиосалицилна 

киселина)] 

Микроанализа: 
Израчунато: C, 46,99; H, 4,39; S, 13,94;  

Нађено: C, 47,20; H, 4,47; S, 14,12; 

IR (KBr, cm–1): 

3901, 3750, 3571, 3497, 3051, 2915, 

2843, 1948, 1628, 1597, 1553, 1461, 

1432, 1399, 1320, 1281, 1258, 1198, 

1152, 1123, 1065, 1045, 1006, 847, 804, 

744, 736, 721, 659, 617, 556, 535, 515, 

494, 472, 456 

Моларна проводљивост: 2,85 μS/cm (48 s) 

 

 

3.1.2.5 Синтеза комплекса бакра(II) са S,О – тетрадентатним лигандом, дериватом 

тиосалицилне киселине са пентиленским мостом (К4) 

 

Бакар(II)-нитрат трихидрат (0,1000 g, 0,4139 mmol) раствори се у 10 ml 

дестиловане воде на воденом купатилу. У ову реакциону смешу додаје се дериват 

тиосалицилне киселине са пентиленским мостом – Л4 (0,1558 g, 0,4139 mmol). Смеша 

се уз повремено мешање загрева током 3 сата и током овог периода се у малим порцијама 

додаје водени раствор литијум хидроксида (0,0192 g, 0,8278 mmol). Производ реакције 

је зелени талог награђеног комплекса бакра(II), који се филтрира, испере великом 

количином дестиловане воде и суши на ваздуху. 
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Табела 9. Опште карактеристике комплекса К4 

 

Молекулска формула: CuC19H18O4S2 

Молекулска маса: 436,99 

Принос: 45,69% 

Скраћеница: 
[Cu(S,O-пентилен-тиосалицилна 

киселина)] 

Микроанализа: 
Израчунато: C, 48,15; H, 4,68; S, 13,50;  

Нађено: C, 48,34; H, 4,72; S, 13,67; 

IR (KBr, cm–1): 

3438, 3058, 2929, 2852, 1683, 1591, 

1549, 1462, 1435, 1400, 1385, 1282, 

1256, 1153, 1062, 1045, 846, 806, 745, 

720, 695, 657, 609 

Моларна проводљивост: 9,07 μS/cm (48 s) 

 

 

3.2. Карактеризација синтетисаних једињења 

 

3.2.1. Елементална микроанализа 

 

Одређивање тачног састава награђених лиганада и комплекса спроведено је 

методом елементалне анализе (C, H, N) на апарату Vario III C, H, N, S Elemental Analyzer, 

на Катедри за органску хемију Хемијског факултета Универзитета у Београду. 

 

3.2.2. Инфрацрвена спектроскопија 

 

Инфрацрвени спектри снимљени су помоћу спектрофотометра Perkin Elmer FTIR 

31725X применом технике калијум-бромидне капсуле на Институту за хемију Природно-

математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. 

 

3.2.3. Нуклеарно-магнетно-резонанциона спектроскопија 

 

Снимање нуклеарно-магнетно-резонанционих спектара синтетисаних једињења 

извршено је помоћу спектрофотометра Varian Gemini-200 NMR употребом D2O као 

растварача за синтетисане лиганде. Хемијска померања прикана су у односу на 

триметилсилан (TMS). Нуклеарно-магнетно-резонанциона спектроскопија спроведена 

је на Природно-математичком факултету Универзитета у Крагујевцу. 
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3.2.4. Електронска парамагнетна резонанција 

 

Спектри електронскe парамагнетне резонанције (9,85 GHz) снимљени су на 

Факултету за физичку хемију Универзитета у Београду употребом Bruker Elexsys II 540 

EPR спектрофотометра. Снимање је спроведено на температури од 77 К при следећим 

експерименталним условима: микроталасној фреквенцији од 9,4 GHz, микроталасној 

снази од 1 mW, амплитуди модулације од 10 G и модулационој фреквенцији од 100 kHz. 

Узорци (180μl, 0,5 mМ) су припремљени растварањем комплекса бакра у 

диметилсулфоксиду у кварцним киветама за ЕПР од 3 mm, а потом брзим смрзавањем у 

хладном изопентану и постављени у Suprasil азотне цеви за снимање.  

 

3.2.5. Моларна проводљивост 

 

Моларна проводљивост (Λ) свеже припремљених раствора комплекса бакра(II) 

са S,O-тетрадентатним лигандима (концентрације 1·10-3mol/dm3) у диметилсулфоксиду 

као растварачу одређена је на Факултету медицинских наука Универзитета у Крагујевцу 

помоћу EC-Meter BASIC 30+ кондуктометра (CRISON) на температури од 20°C. 

Мерењем електричног отпора (R) у ћелији мерног инструмента одређена је специфична 

проводљивост, која је једнака реципрочној вредности специфичног отпора:  

𝑅 = 𝜌 ·
𝑙

𝐴
   ⇨  𝜌 = 𝑅 ·

𝐴

𝑙
 

κ =  
1

𝜌
 =  

1

𝑅
·

𝑙

𝐴
 

R – електрични отпор (Ω) 

ρ – специфични отпор (Ω·m) 

l/A  –  константа кондуктометријске ћелије и за коришћени инструмент износи 

1·cm-1  

κ – специфична проводљивост (S·cm-1) 

Моларна проводљивост представља снагу проводљивсти свих јона насталих 

растварањем једног мола електролита у раствору. Моларна проводљивост израчуната је 

као:      

 Ʌ=
κ

С
 

где је: 

Ʌ – моларна проводљивост (S·cm2/mol); С – моларна концентрација  mol/dm3 
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3.3. Кинетичка мерења 

 

Кинетичка мерења спроведена су на Институту за хемију Природно-

математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. Супституционе реакције 

комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним лигандима, дериватима тиосалицилне 

киселине (К1-К4) са L-метионином, L-цистеином и 5’- GMP (гуанозин-5’-монофосфат) 

проучаване су на Stopped-flow спектрофотометру праћењем промена у апсорбанци на 

одговарајућим таласним дужинама у функцији времена. Радна таласна дужина одређена 

је снимањем спектралних промена на таласним дужинама од 220 до 500 nm.  

Нуклеофили, L-метионин, L-цистеин и натријумова со гуанозин-5'-монофосфата 

набављени су од Acros Organics и коришћени без даљег пречишћавања. Hepes пуфер (N-

2-хидроксиетилпиперазин-N′-2-етансулфонска киселина), етидијум бромид (ЕБ) (3,8-

диамино-5-етил-6-фенилфенантридинијумбромид), CT-ДНК и ХСА набављени су од 

Sigma Chemicals Co. Раствор CT-ДНК припрема се у PBS пуферу (раствор фосфатног 

пуфера) у концентрацији од 0,01 М (Sigma Aldrich) при pH од 7,2. Однос апсорбанце на 

260 nm и 280 nm (A260/A280) износио је 1,8-1,9, што је указивало да ДНК не садржи 

протеине. Концентрација ДНК одређена је на апсорбанци од 260 nm (ε = 6600 M-1 cm-1) 

[136,137]. Раствор ХСА припремљен је у 0,01 М раствору PBS пуфера при рН 7,2 и 

концентрација је константно била 2 μM. 

Све реакције снимане су на температури од 310 К и pH = 7,2 у раствору 25 mM 

Hepes пуфера (хем. 4-(2-хидроксиетил)пиперазин-1-етансулфонска киселина). Како би 

се одредио механизам реакције и параметри активације (∆S≠ and ∆H≠), супституција 

комплекса К1 са 5’- GMP додатно је снимана на 288 K and 298 K. Реакције су започете 

мешањем једнаких запремина раствора комплекса и нуклеофила директно у комори 

спектрофотометра. Сва кинетичка мерења су изведена под условима реакције псеудо-

првог реда (концентрација нуклеофила је била најмање 10 пута већа од концентрације 

комплекса). Константе реакција псеудо-првог реда, kobsd, израчунате су као средња 

вредност четири до шест независних кинетичких мерења на спектрофотометру, 

коришћењем програма Pro Data SX program. 

 

3.4. Интеракције комплекса са ДНК 

 

Интеракције комплекса бакра са лигандима спроводе се на Институту за хемију 

Природно-математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. 

 

3.4.1. Апсорпциона спектроскопска мерења 

 

Интеракције комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним лигандима, дериватима 

тиосалицилне киселине (К1-К4) и CT-ДНК проучаване су на Uv-Vis спектрофотометру 

Perkin-Elmer Lambda 35 или 25 спектрофотометром са двоструким снопом применом 

кварцних кивета величине 1,00 cm у циљу испитивања могућих начина везивања 

комплекса са молекулом ДНК, као и одређивања константе везивања, Kb. Серија 

раствора комплекса са молекулом ДНК припремљена је мешањем раствора комплекса 

константне концентрације (6,7 μM) и инкрементима ДНК полазног раствора (2,23 mM). 
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Експерименти су извођени на температури Т = 298 К. Вредност константе везивања, Kb, 

израчуната је применом једначине 1 [138]: 

 

[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. 

 

3.4.2. Флуоресцентна мерења 

 

Интеракције комплекса са ДНК испитиване су и помоћу флуоресцентне 

спектроскопије. Флуоресцентна мерења спроведена су на спектрофлуометру  RF-1501 

PC  (Shimadzu, Јапан). Интеракције комплекса са ДНК сe проучавају у присуству ЕБ да 

би се утврдило да ли комплекс може да замени EБ из његовог ДНК-ЕБ комплекса (Слика 

12). ДНК-ЕБ комплекс припрема се мешањем 18,6 μM EБ и 18,6 μM ДНК у 0,01 M 

раствору PBS пуфера, pH = 7,2.  Mогући ефекти везивања комплекса за ДНК проучавају 

се снимањем промене флуоресцентног емисионог спектра након додавања  раствора 

комплекса у раствор ДНК-ЕБ. Пре мерења систем се инкубира на собној температури у 

току 5 минута. Интензитет флуоресценције мери се на таласној дужини ексцитације од 

527 nm, а флуоресцентне емисије на 612 nm. Емисија раствора снима се у области  од 

550 до 750 nm. 

Релативна константа везивања комплекса за CT-ДНК одређена је израчунавањем 

Стерн-Волмерове (Stern-Volmer) константне (Кsv) из нагиба правих линија добијених из 

Стерн-Волмерове једначине (2) [139]: 

I0/I =1+Ksv[Q] (2) 

 

где су I0 и I емисиони интензитети у одсуству и присуству комплекса (К1-К4), 

[Q] је укупна концентрација комплекса, док је Ksv Стерн-Волмерова константа која се 

добија из нагиба праве зависности I0/I према [Q]. 
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Слика 12. Интеркалација молекула етидијум бромида између комплементарних 

парова у молекулу ДНК 

 

3.5. Интеракција комплекса са хуманим серумским албумином 

 

Интеракције комплекса бакра са лигандима спроведене су на Институту за хемију 

Природно-математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. 

Студије везивања за албумин су спроведене при константним концентрацијама 

ХСА (2 µM) и различитим концентрацијама комплекса (К1– К4) у распону од 2 до 20 

µM (r = [ХСА]/[комплекс] = 1-10). Спектри флуоресценције снимани су у рангу таласних 

дужина 300-500 nm, док је таласна дужина ексцитације 295 nm. Спектри флуоресценције 

комплекса снимани су под истим експерименталним условима, при чему није 

забележена флуоресцентна емисија. 

Вредности Стерн-Волмерове константе (Ksv) израчунате су применом Стерн-

Волмерове једначине (3) [139]: 

 

I0/I = 1+ kqτ0[Q] = 1+ Ksv[Q] (3) 
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где I0 и I представљају флуоресценцију хуманог серумског албумина у одсуству 

и присуству комплекса (К1 – К4), τ0 је просечaн полуживот хуманог серумског албумина 

без комплекса на око 10-8 s, а [Q] је концентрација комплекса. 

Константа везивања (К) и број везујућих места на албумину (n) израчунати су 

коришћењем Scatchard једначине (4) [140]: 

 

(ΔI/I0)/[Q] = nK – KΔI/I0 (4) 

 

3.6. Молекулски докинг комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним лигандима, 

дериватима тиосалицилне киселине са молекулом ДНК и хуманим серумским 

албумином 

 

Молекулске структуре испитиваних комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним 

лигандима, дериватима тиосалицилне киселине које су коришћене у симулацијама 

молекулског уклапања су претходно енергетски оптимизоване и окарактерисане 

испитивањем вибрационих фреквенција, коришћењем функционалне B3LYP [141] у 

комбинацији са def2-SVP базичним сетом [142,143], применом GAUSSIAN програма 

[144]. 

Добијене молекулске структуре су доковане у структурне фрагменте 

макромолекула ДНК и ХСА. Структурне координате које представљају фрагменте 

канонске Б-ДНК (PDB: 1BNA), ДНК са интеркалационом празнином (PDB: 1Z3F) и ХСА 

(PDB: 1AO6), преузете су из протеинске базе (http://www.rcsb.org).  Молекули воде, 

лиганди и хетеромолекули (нпр. елиптицин из 1Z3F) су уклоњени из кристалне 

структуре уколико су били присутни. Конформационо флексибилни комплекси су 

уклапани у ригидне структуре ДНК и ХСА протеина, применом Molegro Virtual Docker 

програма (MVD, верзија 2013.6.0.1) [137]. 

Параметри докинга били су следећи: резолуција мреже везујућег места била је 

0,3 Å, максималан број интеракција 1500, величина популације 50, енергетска граница 

100,00 и максималан број корака 300.  

Максимална величина популације од 100 и максимални број интеракција од 

10000 примењивани су за свако понављање. Као алгоритам за претрагу коришћен је 

MolDock SE, са бројем понављања подешеним на 100 и бројем генерисаних поза на 10. 

Процена остварених везујућих интеракција између испитиваних комплекса и 

ДНК/ХСА описана је применом Molegro Virtual Docker функција скоровања: MolDock, 

Docking, Rerank и Hbond.  

Вредности Molegro Virtual Docker функција су представљени на релативан начин 

(са изостављеним јединицама) [137]. Доковане позе са најнижим вредностима функција 

су представљене применом молекулског графичког програма CHIMERA 

(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). 
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3.6. In vitro антитуморска активност 

 

Антитуморска активност синтетисаних једињења спроведена је у Центру за 

молекулску медицину и истраживање матичних ћелија Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу. 

 

3.6.1. Припремање раствора испитиваних једињења 

 

Комплекси (К1-К4) растворени су у 10% диметилсулфоксиду разблаженим са 

дестилованом водом у циљу добијања концентрације од 10 mМ и филтрирани кроз 

Millipore филтер промера отвора 0,22 mm. Затим су раствори комплекса разблажени у 

DMEM медијуму (енг. Dulbecco`s Modified Eagles Medium) непосредно пре употребе. 

МТТ, 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум бромид (5 mg/ml) је 

растворен у раствору фосфатног пуфера (pH=7,2) и филтриран кроз Millipore филтер 

промера отвора 0,22 mm пре употребе. Сви реагенси набављени су од Sigma Aldrich 

Chemicals. 

 

3.6.2. Ћелијскe културe 

 

Антитуморска активност комплекса бакра(II) са тетрадентатним лигандима, 

дериватима тиосалицилне  киселине испитивана је in vitro на туморским ћелијама 

карцинома колона HCT-116 (ATCC® CCL-247™), карцинома плућа A549 (ATCC® CCL-

185™) и карцинома дојке MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™). Ћелије су одржаване у 

DMEM  раствору (Sigma Aldrich, Munich, Germany) са додатком 10% феталног говеђег 

серума (FBS, Sigma Aldrich, Munich, Germany), пеницилина (100 IU/ml), стрептомицина 

(100 μg/ml) у влажној атмосфери коју чине 95% ваздуха/5% CO2, на температури од 

37°C. Субконфлуентни монослојеви, у фази раста, сакупљени су кратким третирањем са 

0,25% трипсином и 0,02% етилендиаминтетраацетатом у раствору фосфатног пуфера 

(PBS, PAA Laboratories GmbH), а након тога испирани три пута у серуму без фосфатног 

пуферског система. Број виталних ћелија одређиван је методом искључивања бојом 

користећи трипан плаво. 

 

3.6.3. Tестови цитотоксичности. МТТ тест. 

 

МТТ тест коришћен је за одређивање метаболичке активности ћелија. Заснива се 

на редукцији жуто обојеног једињења, 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-

дифенилтетразолијум-бромида (МТТ), под дејством митохондријалне редуктазе код 

метаболички активних ћелија до љубичастих кристала формазана (Слика 13). 

Антитуморска активност испитиваних једињења испитана је поређењем интензитета 

боје коју дају ћелије изложене само медијуму и интензитета боје коју дају ћелије 

изложене испитиваним супстанцама. Продуковани формазан је растворен у органским 

рaстварачима и интензитет боје одређиван спектрофотометријски на таласној дужини 

од 570 nm. 
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Слика 13. Редукција МТТ-а до формазана у митохондријама 

 

Број ћелија израчунат је коришћењем Neubauer-ове коморе уз искључење мртвих 

ћелија тј. ћелија обојених трипан плавим. Ћелије су разблажене до густине 3·104 

ћелија/ml. У микротитар плоче са 96 отвора сипано је 100 μl (3000 ћелија) суспензије по 

отвору. У посебне отворе сипан је медијум без ћелија како би се одредила оптичка 

густина самог медијума-бленк.  Плоча је преко ноћи инкубирана на температури од 37о 

С и у присуству 5% CO2. За 24 сата ћелије су адхерирале на подлогу, па је медијум 

одливен и промењен са 100 μl комплекса раствореног у комплетном медијуму 

различитих концентрација. Испитивани комплекси су растварени у диметилсулфоксиду 

и свако разблажење испитивано  у  трипликату  и понављано у три независне серије. У 

контролне отворе поново је сипан медијум. Плоча је инкубирана 72 сата под истим 

условима.  По истеку инкубације, из свих отвора је уклоњена течност и додато по 100 μl 

чистог DMEM-а са 15% МТТ раствором (5 mg/ml у PBS-у). Плоче су инкубиране још 4 

сата. По истеку инкубације медијум је одливен и у сваки отвор сипано по 150 μl 

диметилсулфоксида и 20 μl глицинског пуфера (рН=10,5). Плоче су вортексоване до 

растварања кристала формазана и оптичка густина узорака измерена 

мултифункционалним читачем микротитар плоча, Zenyth 3100 на таласној дужини од 

595 nm. Проценат мртвих ћелија израчунат је на основу формуле: 

 

  % цитотоксичности = 100 - (
Е-Б

К-Б
×100) 

   

Е-представља отвор са испитиваним супстанцама; 

Б-бленк (медијум); 

К-представља отвор са нетретираним ћелијама. 

 

3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-

дифенилтетразолијум-бромид 

5-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-1,3-

дифенил формазан 
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4.1. Синтеза и карактеризација 

 

 

4.1.1. Синтеза S,O – тетрадентатних лиганада и одговарајућих комлекса бакра(II) 

 

 

S,O-тетрадентатни лиганди, деривати тиосалицилне киселине са етиленским- 

(Л1), пропиленским- (Л2), бутиленским- (Л3) и пентиленским- (Л4) мостом добијају у 

реакцији између тиосалицилне киселине, одговарајућег алкил-дихалогенида и натријум 

хидроксида у молском односу 2:1:2, у водено-етанолном растварачу, према већ 

описаном поступку (Схема 6).  

 

 

 

 

 

Схема 6. Реакција добијања S,O-тетрадентатних лиганада деривата тиосалицилне 

киселине 

 

Одговарајући комплекси бакра(II) синтетисани су у директној реакцији S,O-

тетрадентатних лиганада, деривата тиосалицилне киселине, бакар(II)-нитрата 

трихидрата уз постепени додатак литијум хидроксида у молском односу 1:1:2. Литијум 

хидроксид се додаје у циљу депротоновања карбоксилне групе и омогућавања грађења 

координативно-ковалентне везе између бакар(II)-јона и кисеоника из карбоксилне групе. 

Производ реакција представљају четири мононуклеарна комплекса бакра(II) (К1-К4) 

(Схема 7). 

R = етилен- (Л1); пропилен- (Л2); бутилен- (Л3); петилен- (Л4) 
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R = етилен- (Л1), пропилен- (Л2), бутилен- (Л3), пентилен- (Л4); 

 

Схема 7. Реакција добијања комплекса бакра(II) са S,O- тетрадентатним лигандима 

дериватима тиосалицилне киселине 
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4.1.2. Елементална микроанализа комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним 

лигандима 

 

Тачна процентуална заступљеност атома угљеника, водоника и сумпора добијена 

је на основу резултата елементалне микроанализе. Резултати су приказани на следећем 

графику (Слика 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 14. Резултати микроанализе за комплексе бакра(II) са S,O-

тетрадентатним лигандима, дериватима тиосалицилне киселине (К1-К4) 
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4.1.3.  Инфрацрвени спектри S,O-тетрадентатних лиганада, деривата 

тиосалицилне киселине и одговарајућих комплекса бакра(II) 

 

У циљу утврђивања начина координовања донорских атома лиганада за бакар(II)-

јон, снимљени су инфрацрвени спектри лиганада и комплекса. Најважније траке из 

добијених спектара приказане су у Табели 10.   

 

Табела 10. Најважније траке у инфрацрвеним спектрима слободних лиганада и 

награђених комплекса 

Једињење (Л-лиганд, К-комплекс) -S-R -COO- (as) -COO- (sim) 

S,O-етилен-тиосалицилна 

киселина 
Л1 652(w) 1683(s) 1410,1253(s) 

[Cu(S,O-етилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К1 658(w) 1591(s) 1401(s) 

S,O-пропилен-тиосалицилна 

киселина 
Л2 651(w) 1678(s) 1414, 1256(s) 

[Cu(S,O-пропилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К2 656(w) 1590(s) 1400(s) 

S,O-бутилен-тиосалицилна 

киселина 
Л3 653(w) 1677(s) 1413, 1254(s) 

[Cu(S,O-бутилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К3 659(w) 1597(s) 1399(s) 

S,O-пентилен-тиосалицилна 

киселина 
Л4 652(w) 1676(s) 1411, 1251(s) 

[Cu(S,O-пентилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К4 657(w) 1591(s) 1400(s) 

 

 

4.1.4. Нуклеарно-магнетно-резонанциони спектри S,O-тетрадентатних лиганада, 

деривата тиосалицилне киселине 

 

Како би се додатно утврдила структура синтетисаних лиганада, осим 

елементалне микроанализе и инфрацрвене спектроскопије, синтетисана једињења су 

снимљена и 1H и 13C нуклеарно-магнетно-резонантном спектроскопијом. Хемијска 

померања за водоникове и угљеникове атоме приказана су у Табели 11. 
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Табела 11. 1H и 13C спектри S,O-тетрадентатних лиганада, деривата 

тиосалицилне киселине 

 
S,O-етилен-

тиосалицилна 

киселина 

S,O-пропилен-

тиосалицилна 

киселина 

S,O-бутилен-

тиосалицилна 

киселина 

S,O-пентилен-

тиосалицилна 

киселина 

Л1 Л2 Л3 Л4 

1H 

NMR 

3,21 (s, 4H, -CH2) 

7,19-7,27 (m, 2H, -Ar) 

7,38-7,56 (m, 4H, -Ar) 

7,88 (dd, 2H, -Ar) 

1,84-1,99 (m, 2H, -CH2) 

3,0-3,11 (m, 4H, -CH2) 

7,16-7,26 (m, 2H, -Ar) 

7,30-7,56 (m, 4H, -Ar) 

7,86 (dd, 2H, -Ar) 

1,78-1,8 (m, 4H, -CH2) 

2,93-2,99 (m, 4H, -CH2) 

7,15-7,23 (m, 2H, -Ar) 

7,39-7,54 (m, 4H, -Ar), 

7,86 (dd, 2H, -Ar) 

1,62-1,73 (m, 6H, -

CH2) 

2,88-2,91 (m, 4H, -

CH2) 

7,15-7,22 (m, 2H, -Ar) 

7,37-7,54 (m, 4H, -Ar) 

7,86 (dd, 2H, -Ar) 

 

13C 

NMR 

30,2 (-CH2), 

124,4; 125,9; 128,9; 131; 

132,5; 139,6 (-Ar), 

167,5 (-COOH) 

30 (-CH2), 31,2 (-CH2), 

124,1;125,7;128,8;130,9; 

132,3;140 (-Ar), 

167,5 (-COOH) 

27,4 (-CH2),                  

30,6 (-CH2),                    

123,9; 125,8; 128,6; 130,9; 

132,3; 140,7 (-Ar),  

167,5 (-COOH) 

28 (-CH2), 28,1 (-CH2), 

31 (-CH2),                     

123,8; 125,8; 128,7; 

130,7; 132,1;             

140,7 (-Ar),                 

167,4 (-COOH) 

 

 

4.1.5. Електронска парамагнетна резонанција 

 

 

Спектри комплекса К1-К4 који су снимани на температури од 77 К у 

диметилсулфоксиду показују изотропне сигнале  на g = 2,077 (I = 3/2) са ширином линије 

од 42 G (K1) и 46 G (K2-K4). Спектри не показују аксијалну симетрију (gx = gy = g⊥, и gz 

= g), ни карактеристично хиперфино цепање услед нуклеарног спина бакра (l = 3/2), који 

су карактеристични за квадратно-планарне комплексе бакра [145,146].   

ЕПР спектри комплекса растворених у диметилсулфоксиду приказани су на 

Слици 15.  
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Слика 15. ЕПР спектри на температури од 77 К комплекса К1 (црна боја), К2 

(црвена боја), К3 (зелена боја) и К4 (плава боја) растворених у диметилсулфоксиду. 

Експериментални параметри: микроталасна фреквенција 9,4 GHz, микроталасна снага 

1 mW, модулациона амплитуда 10 G, модулациона фреквенција 100 kHz. 

 

4.1.6. Моларна проводљивост 

 

Испитивање моларне проводљивости спроведено је како би се утврдило да ли су 

синтетисани комплекси електролити или неелектролити у диметилсулфоксиду као 

растварачу. Вредности моларних проводљивости дате су у Табели 12.  

 

Табела 12. Мерења моларне проводљивости комплекса бакра(II) са S,O-

тетрадентатним лигандима, дериватима тиосалицилне киселине 

 

 

 

 

 

 

g = 2,077 

B/G 

3100   3150    3200    3250   3300   3350 

Комплекси ΛМ, Scm2mol-1 

[Cu(S,O-етилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К1 14,79 

[Cu(S,O-пропилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К2 10,15 

[Cu(S,O-бутилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К3 2,85 

[Cu(S,O-пентилен-тиосалицилна 

киселина)] 
К4 9,07 
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4.2. Кинетичка мерења 

 

У циљу испитивања координовања синтетисаних комплекса са биогеним 

молекулима, испитиване су супституционе реакције комплекса бакра(II) (К1-К4) са 

нуклеофилима који садрже сумпор (L-метионин и L-цистеин) и азот (5’-GMP) као 

хетероатоме. Резултати кинетичких мерења за испитиване супституционе реакције 

комплекса К1-К4 са L-метионином, L-цистеином и 5’-GMP показују да се супституција 

одиграва у два узастопна корака (Схема 8): 

 

 

 

L = -(CH2)2-, -(CH2)3-, -(CH2)4,-,-(CH2)5-; Nu = L-Met, L-Cys, 5’-GMP 

 

Схема 8. Супституционе реакције комплекса бакра(II) (К1-К4) са 

нуклеофилима 
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 Реакције карактеришу константе другог реда за први и други корак супституције, 

k1 и k2. Вредности константи k1 и k2 израчунате су из графика зависности kobsd у односу 

на концентрацију нуклеофила за оба корака супституције, према следећој једначини: 

kobsd1/2 = k1/2[Nu] (5) 

Графици за прву и другу супституциону реакцију приказани су на Сликама 16-

19, док су вредности константи k1 and k2 приказани у Табелaмa 13 и 14. 

 

Слика 16. Константе псеуто-првог реда за први (kobsd1) и други (kobsd2) корак 

супституције комплекса K1 са L-Met, L-Cys and 5’-GMP приказане у функцији 

концентрације лиганда на  pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 

 

 
 

Слика 17. Константе псеуто-првог реда за први (kobsd1) и други (kobsd2) корак 

супституције комплекса К2 са L-Met, L-Cys and 5’-GMP приказане у функцији 

концентрације лиганда на  pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 
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Слика 18.  Константе псеуто-првог реда за први (kobsd1) и други (kobsd2) корак 

супституције комплекса К3 са L-Met, L-Cys and 5’-GMP приказане у функцији 

концентрације лиганда на  pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 

 

Слика 19. Константе псеуто-првог реда за први (kobsd1) и други (kobsd2) корак 

супституције комплекса К4 са L-Met, L-Cys and 5’-GMP приказане у функцији 

концентрације лиганда на  pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 
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Табела 13. Константе псеудо-првог реда у функцији концентрације лиганада за 

реакције супституције комплекса К1 са L-метионном и L-цистеином на                           

pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 

 

 

Табела 14. Константе псеудо-првог реда у функцији концентрације лиганада за 

реакције супституције комплекса К1 са 5’-GMP на pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 

температурама од 288 К, 298 К и 310 К 

 

 λ [nm] 103 [L]/M kobsd1/s-1 kobsd2/s-1 

5’- GMP      288 K 320 

1 64,87(5) 12,44(4) 

2 130,20(4) 22,30(4) 

3 195,60(4) 35,90(4) 

4 254,68(5) 45,30(5) 

5 320,80(5) 57,60(5) 

5’- GMP      298 K 320 

1        80,30(5) 17,58(5) 

2 148,90(5) 31,68(4) 

3 243,50(5) 50,06(4) 

4 306,20(4) 66,40(4) 

5 390,10(4) 81,79(5) 

5’- GMP      310 K 320 

1 113,07(4) 24,84(5) 

2 188,65(5) 33,86(4) 

3 298,83(5) 61,10(6) 

4 400,77(4) 74,90(5) 

5 510,59(5) 103,29(5) 

 

 

 
3 Број понављања 

Лиганди λ [nm] 103 [L]/M kobsd1/s-1 kobsd2/s-1 

L-Метионин 260 

1 212,86(5)3 110,98(6) 

2 555,70(4) 203,42(6) 

3 701,98(4) 310,24(5) 

4 960,80(5) 400,71(4) 

5 1196,56(4) 530,40(6) 

L-Цистеин 280 

1 163,29(4) 30,13(5) 

2 250,10(6) 50,18(4) 

3 396,91(6) 82,06(4) 

4 530,50(4) 108,60(5) 

5 700,98(4) 132,90(5) 
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Табела 15. Константе псеудо-првог реда у функцији концентрације лиганада за 

реакције супституције комплекса К2 са L-метионном, L-цистеином и 5’-GMP на         

pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 

 

Лиганди  λ [nm] 103 [L]/M  kobsd1/s-1 kobsd2/s-1 

L-Met 280 

1 103,18(4) 63.27(5) 

2 160,73(4) 110.80(4) 

3 297,54(5) 175.30(4) 

4 375,80(4) 230.20(4) 

5 455,39(6) 291.85(5) 

L-Cys 280 

1 95,18(5) 23,30(4) 

2 130,90(5) 42,10(5) 

3 254,08(5) 56,94(5) 

4 325,79(5) 80,45(5) 

5 396,36(4) 105,03(6) 

5’- GMP 315 

1 60,36(4) 11,30(5) 

2 100,09(4) 26,01(4) 

3 160,10(6) 37,60(4) 

4 210,07(5) 48,77(4) 

5 270,85(6) 60,98(4) 

 

 

Табела 16. Константе псеудо-првог реда у функцији концентрације лиганада за 

реакције супституције комплекса К3 са L-метионном, L-цистеином и 5’-GMP на        

pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K 

 

Лиганди  λ [nm] 103 [L]/M  kobsd1/s-1 kobsd2/s-1 

L-Met 260 

1 70,88(5) 21,76(5) 

2 123,50(4) 45,11(4) 

3 178,09(5) 63,20(4) 

4 227,98(4) 85,61(5) 

5 316,31(6) 110,03(5) 

L-Cys 262 

1 50,09(6) 18,65(4) 

2 77,25(5) 30,80(5) 

3 121,08(5) 40,91(5) 

4 160,60(5) 59,77(5) 

5 210,92(4) 79,73(5) 

5’- GMP 313 

1 34,55(4) 8,70(4) 

2 60,66(4) 17,40(4) 

3 80,30(5) 26,76(4) 

4 119,60(5) 33,50(4) 

5 150,90(6) 42,30(4) 
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Табела 17. Константе псеудо-првог реда у функцији концентрације лиганада за 

реакције супституције комплекса К4 са L-метиониом, L-цистеином и 5’-GMP на        

pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 310 K. 

 

 

 

Табела 18. Константе другог реда у супституционим реакцијама за комплексе К1-К4 

са нуклеофилима L-Met, L-Cys и 5’-GMP при pH = 7,2 (25 mM Hepes пуфер) и 

температури Т=310 K 

 

Комплекс Лиганд k1 [M-1s-1] k2 [M-1s-1] 

К1 

L-Met (24 ± 2) x 104 (10,3 ± 0,3) x 104 

L-Cys (13,6 ± 0,8) x 104 (2,64 ± 0,09) x 104 

5’-GMP (10,1 ± 0,4) x 104 (1,9 ± 0,2) x 104 

К2 

L-Met (9,2 ± 0,6) x 104 (5,8 ± 0,1) x 104 

L-Cys (7,9 ± 0,6) x 104 (2,1 ± 0,1) x 104 

5’-GMP (5,3 ± 0,2) x 104 (1,22 ± 0,03) x 104 

К3 

L-Met (5,9 ± 0,4) x 104 (2,11 ± 0,05) x 104 

L-Cys (4,1 ± 0,2) x 104 (1,5 ± 0,1) x 104 

5’-GMP (2,9 ± 0,2) x 104 (8,3 ± 0,2) x 103 

К4 

L-Met (3,7 ± 0,1) x 104 (1,66 ± 0,08) x 104 

L-Cys (2,31 ± 0,03) x 104 (9,9 ± 0,3) x 103 

5’-GMP (1,42 ± 0,09) x 104 (5,1 ± 0,1) x 103 

 

Лиганди  λ [nm] 103 [L]/M  kobsd1/s-1 kobsd2/s-1 

L-Met 260 

1 42,76(4) 19,29(4) 

2 75,80(4) 31,42(6) 

3 110,42(5) 50,65(4) 

4 152,13(4) 64,50(4) 

5 192,04(6) 85,78(5) 

L-Cys 280 

1 23,40(6) 10,45(4) 

2 46,07(5) 18,90(5) 

3 71,45(5) 31,20(5) 

4 92,66(5) 38,70(5) 

5 115,80(4) 50,10(5) 

5’- GMP 320 

1 14,84(6) 5,65(5) 

2 26,26(4) 9,79(4) 

3 46,47(5) 15,63(4) 

4 58,80(5) 20,03(4) 

5 69,59(6) 26,09(4) 
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Активациони параметри, промена ентропије активирања, ΔS≠ и промена 

енталпије активирања, ΔH≠ израчунати су за оба супституциона корака комплекса 1 са 

5’-GMP (Слика 20) применом Ејрингове једначине. Добијене вредности за први и други 

корак супституције су ΔS1
≠ = -107 ± 3 [JK-1 mol-1], ΔH1

≠ = 13 ± 1 [KJ mol-1] и  

ΔS2
≠ = -110 ± 9 [JK-1 mol-1], ΔH2

≠ = 16 ± 3 [KJ mol-1] (редом).  

  

 

Слика 20. Ејрингови дијаграми за први и други корак супституције комплекса К1 са  

5’-GMP на pH = 7,2 у 25 mM Hepes пуферу 

 

 

4.3. Интеракције са молекулом ДНК 

4.3.1. Апсорпциона спектроскопска анализа 

 

Апсорпциони спектри комплекса К1-К4 у одсуству и присуству CT-ДНК 

приказани су на Слици 21. Како би се утврдила снага интеракције испитиваних 

комплекса и CT-ДНК, израчуната је и интринзичка константа везивања (Kb) из графика 

приказаног на Слици 22, а вредности су приказане у Табели 19.  

 

Табела 19. Константе везивања за ДНК за комплексе К1-К4 

 

Комплекс Kb [M-1] 

K1 2,3 (± 0,1) x 104 

K2 3,7 (± 0,1) x 104 

K3 6,1 (± 0,1) x 104 

K4 1,91 (± 0,02) x 105 

 

 

 1 

први корак други корак 

, , , , , , , , , , , 

, 

, , , 

први корак други корак 
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Слика 21. Апсорпциони спектри комплекса К1-К4 при 298 К у PBS пуферу (енг. 

Phosphate buffer saline) по додатку CT-ДНК. [комплекс] = 6,7 μM, [ДНК] = (0-13,4) μM. 

Стрелице показују промену апсорбанце са повећањем концентрације ДНК. Додатак: 

График зависности [ДНК]/(εA – εf) у функцији [ДНК] 

 

 

Слика 22. Поређење Kb вредности за комплексе К1-К4 
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4.3.2. Флуоресцентна емисиона спектроскопија 

 

 Интеракција комплекса К1-К4 са CT-ДНК додатно је испитивана емисионом 

спектроскопијом са етидијум бромидом. Крива смањења флуоресценције етидијум 

бромида у одсуству и присуству комплекса К1-К4 приказани су на Слици 23. Као што 

се може приметити додатком раствора комплекса у раствор етидијум бромид-ДНК 

изазива значајно смањење интензитета флуоресценције.  

 

Слика 23. Емисиони спектри етидијум бромида везаног за ДНК у присуству 

комплекса К1-К4. [ЕБ] = 1,86 × 10-5 M; [ДНК] = 1,86 × 10-5 M; [комплекс] = (0-3,72) × 

10-5; λex = 527 nm. Стрелица показује промену интензитета флуоресценције са 

поваћањем концентрације комплекса. Уметнути график представља дијаграм 

зависности I0/I у функцији [Q] 
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Стерн-Волмерови дијаграми комплекса ЕБ-ДНК (Уметнути дијаграми на Слици 

23) потврђују гашење флуоресцентне емисије. Стерн-Волмерова константа гашења (Ksv) 

одређена је из нагиба криве графика зависности I0/I у функцији [Q], а резултати су 

приказани у Табели 20.  

 

Табела 20. Стерн-Волмерове константе из ЕБ-ДНК флуоресценције за комплексе              

К1-К4 

 

Комплекс Ksv(EB) [M-1] 

K1 3,1 (± 0,2) x 104 

K2 4,3 (± 0,2) x 104 

K3 5,7 (± 0,2) x 104 

K4 1,11 (± 0,04) x 105 
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4.4. Интеракцијe са хуманим серумским албумином 

 

У овој дисертацији представљене су и интеракције комплекса К1-К4 са хуманим 

серумским албумином (ХСА) применом флуоресцентне спектроскопије. С обзиром да у 

структури ХСА постоји остатак аминокиселине триптофан (Trp-214), раствор хуманог 

серумског албумина показује јаку флуоресценцију на таласној дужини од 362 nm, након 

ексцитације на таласној дужини од 295 nm. 

Вредности Стерн-Волмерове константе (Ksv)  и вредности константе гашења (kq) 

израчунати су применом Стерн-Волмерове једначинe гашења из уметнутог графика на 

Слици 24. Вредности константе везивања за хумани серумски албумин (K), и број 

везивних места на албумину (n) израчунати су применом Scatchard једначине и 

Scatchard-овог дијаграма (Слика 25). Све добијене вредности приказане су у Табели 21. 

Сви испитивани комплекси показују добру способност гашења флуоресценције хуманог 

серумског албумина. 

 

 

Слика 24. Емисиони спектри ХСА у присуству компекса К1-К4. [ХСА] = 2 μM, 

[комплекс] = 0-20 μM, λex = 295 nm. Стрелица показује промену интензитета са 

повећањем концентрације комплекса. Уметнути график представља дијаграм 

зависности I0/I у функцији [Q] 
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Слика 25. Scatchard-ови дијаграми за комплексе К1-К4  

 

 

Табела 21. ХСА везујуће константе и остали параметри (Ksv, kq, K, n) за комплексе 

К1-К4 
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K3 K4 

K1 K2 

Комплекс Ksv(HSA) [M-1] kq [M-1 s-1] K [M-1] n 

K1 4,8 (± 0,2) x 104 4,8 (± 0,2) x 1012 3,1 (± 0,1) x 104 1,2 

K2 9,3 (± 0,1) x 104 9,3 (± 0,4) x 1012 3,6 (± 0,1) x 104 1,4 

K3 9,6 (± 0,1) x 104 9,6 (± 0,1) x 1012 5,5 (± 0,2) x 104 1,2 

K4 2,05 (± 0,07) x 105 2,05 (± 0,07) x 1013 6,4 (± 0,2) x 104 1,4 
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4.5. Молекулски докинг комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним лигандима, 

дериватима тиосалицилне киселине са молекулом ДНК и хуманим серумским 

албумином 

 

Испитивани комплекси су доковани у ригидне структуре две различите врсте 

ДНК фрагмената, које представљају: 1. канонску Б-ДНК (PDB 1BNA) или 2. ДНК са 

интеркалационом празнином (PDB 1Z3F) које су одабране како би се успешно проучиле 

обе врсте интеракција (мали жлеб или интеркалација) комплекса. Након тога, 

упоређивани су резултати оба типа ДНК молекулског уклапања. 1BNA је кристална 

структура синтетског ДНК додекамера, док је 1Z3F кристална структура 6 bp ДНК 

фрагмента у комплексу са интеркалирајућим агенсом, елиптицином (који је уклоњен пре 

уклапања). Најстабилније конформације комплекса са молекулом ДНК приказанe су на 

Сликама 26-29, док су најбоље рангиране конформације, које су добијенe на основу 

коришћених функција, приказанe у Табели 22. 

 

 

Слика 26. Модел молекулског уклапања испитиваног комплекса К1 у структуру:                    

1) канонске Б-ДНК (1BNA) и 2) интеркалационог међупростпора (1Z3F). Водоничне 

везе које се граде између комплекса и ДНК молекула представљене су плавим 

испрекиданим линијама. 
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Слика 27. Модел молекулског уклапања испитиваног комплекса К2 у структуру:                    

1) канонске Б-ДНК (1BNA) и 2) интеркалационог међупростпора (1Z3F). Водоничне 

везе које се граде између комплекса и ДНК молекула представљене су плавим 

испрекиданим линијама. 

 

 

Слика 28. Модел молекулског уклапања испитиваног комплекса К3 у структуру:                    

1) канонске Б-ДНК (1BNA) и 2) интеркалационог међупростпора (1Z3F). Водоничне 

везе које се граде између комплекса и ДНК молекула представљене су плавим 

испрекиданим линијама. 
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Слика 29. Модел молекулског уклапања испитиваног комплекса К4 у структуру:                    

1) канонске Б-ДНК (1BNA) и 2) интеркалационог међупростпора (1Z3F). Водоничне 

везе које се граде између комплекса и ДНК молекула представљене су плавим 

испрекиданим линијама. 

 

 

Табела 22. Вредности докинг скорова приликом молекулског уклапања испитиваних 

комплекса (К1-К4) у структуру ДНК молекула 

 

 
ДНК докинг 

PDB ID ДНК Комплекс MolDock Rerank Hbond Docking 

1BNA – канонска 

празнина 

К1 -137,86 -79,93 -27,95 -144,84 

К2 -157,28 -79,69 -28,75 -143,22 

К3 -141,24 -79,95 -24,91 -149,13 

К4 -147,51 -70,55 -28,25 -133,62 

1Z3F – 

интеркалациона 

празнина 

К1 -115,14 -66,25 -28,05 -119,18 

К2 -122,35 -64,68 -16,06 -119,38 

К3 -134,89 -70,11 -21,34 -130,45 

К4 -141,12 -66,71 -13,51 -128,34 
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Такође, применом молекулског докинга испитивана је и врста интеракције 

између комплекса К1-К4 и хуманог серумског албумина. Везујуће интеракције између 

комплекса К1-К4 и ХСА представљенe су на Сликама 30-33,  док су најбоље рангиране 

конформације, који су добијене на основу коришћених функција, приказанe у Табели 23. 

 

 

Слика 30. Најповољније просторне оријентације комплекса К1 са ХСА према Hbond 

вредностима:                         

1) молекулско уклапање комплекса у односу на протеински ланац ХСА;  

2) електростатички приказ комплекса унутар активног места ХСА;  

3) везујуће место испитиваних комплекса на ХСА протеину и одговарајући 

аминокиселински остаци представљени су моделом штапића.  

* Водоничне везе приказане су плавим испрекиданим линијама 

 

 

Слика 31. Најповољније просторне оријентације комплекса К2 са ХСА према Hbond 

вредностима:                         

1) молекулско уклапање комплекса у односу на протеински ланац ХСА;  

2) електростатички приказ комплекса унутар активног места ХСА;  

3) везујуће место испитиваних комплекса на ХСА протеину и одговарајући 

аминокиселински остаци представљени су моделом штапића.  

* Водоничне везе приказане су плавим испрекиданим линијама 
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Слика 32. Најповољније просторне оријентације комплекса К3 са ХСА према Hbond 

вредностима:                         

1) молекулско уклапање комплекса у односу на протеински ланац ХСА;  

2) електростатички приказ комплекса унутар активног места ХСА;  

3) везујуће место испитиваних комплекса на ХСА протеину и одговарајући 

аминокиселински остаци представљени су моделом штапића.  

* Водоничне везе приказане су плавим испрекиданим линијама 

 

 

Слика 33. Најповољније просторне оријентације комплекса К4 са ХСА према Hbond 

вредностима:                         

1) молекулско уклапање комплекса у односу на протеински ланац ХСА;  

2) електростатички приказ комплекса унутар активног места ХСА;  

3) везујуће место испитиваних комплекса на ХСА протеину и одговарајући 

аминокиселински остаци представљени су моделом штапића.  

* Водоничне везе приказане су плавим испрекиданим линијама 
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Табела 23. Најниже вредности слободне енергије везивања испитиваних комплекса са 

ХСА. 

 

Комплекс MolDock Rerank Hbond Docking Аминокиселинске секвенцеa 

К1 -105,54 -81,38 -7,71 -114,27 
Asn-295(H), Arg-218(H), Asp-

451, Pro-447, Cys-448 

К2 -107,79 -62,21 -7,27 -119,71 

Tyr-150(H), Arg-257(H), Lys-

199(H), His-242, Glu-153, Gln-

196, Lys-195, Ala-291, Ser-287(H) 

К3 -122,47 -56,56 -6,16 -126,47 

Arg-222, His-242(H), Lys-199(H), 

Ile-290, Arg-257(H), Ala-291, 

Leu-238, Val-241, Tyr-150(H), 

Gln-196(H) 

К4 -130,87 -80,59 -6,11 -134,78 

Val-241, Tyr-150(H), Arg-222, 

Ala-291, Arg-257(H), Glu-292, 

His-242, Gln-196(H), Leu-238, 

Lys-199(H) 
a(H) указује на везивање аминокиселинa са комплексом формирањем водоничних 

веза 

 

Испитивани комплекси се веома добро прилагођавају џеповима за везивање који 

се налазе унутар места I (субдомен IIA) чему у прилог иду добијени резултати слободне 

енергије везивања приказани у Табели 23.  
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4.6. In vitro aнтитуморска активност S,O-тетрадентатних лиганада, деривата 

тиосалицилне киселине и комплекса бакра(II) 

 

МТТ тест спроведен је у циљу испитивања цитотоксичности новосинтетисаних 

комплекса бакра(II) са S,O – тетрадентатним лигандима дериватима тиосалицилне 

киселине на вијабилност хуманих ћелија карцинома дојке, колона и плућа. Резултати 

показују да су сва испитивана једињења цитотоксична за хумане ћелије карцинома дојке 

(MDA-MB-231), хумане ћелије карцинома колона (HCT-116) и хумане епителне ћелије 

карцинома плућа (A549). Цитотоксични ефекти наведених комплекса су дозно-зависни, 

односно уочено је да са смањењем концентрације свих испитиваних једињења долази до 

значајног раста вијабилности туморских ћелија. Испитивана једињења показују умерену 

и високу цитотоксичност на испитиване туморске ћелије (Слика 34). IC50 вредности 

тестираних једињења добијених МТТ тестом, након излагања током 72 сата дате су у 

Табели 24. 

 

Табела 24. IC50 вредности тестираних једињења добијених МТТ тестом, након 

излагања током 72 сата 

 

Комплекси/Ћелијске 

линије 
MDA-MB-231 HCT-116 A549 

IC50 ± стандардна девијација (μM) 

Л1 41,64±2,67 25,11±1,38 29,37±1,51 

Л2 42,69±2,03 20,08±0,94 28,46±1,74 

Л3 72,19±2,94 22,16±1,17 29,17±1,39 

Л4 28,78±1,98 20,57±1,15 28,16±1,45 

К1 24,59±1,45 16,16±1,04 28,85±1.82 

К2 26,83±1,71 14,11±0,86 25,44±1,56 

К3 23,19±1,59 17,44±1,05 18,65±1,17 

К4 22,27±1,61 12,71±0,88 12,89±0,93 

cisPt 43,53±2,28 22,32±1,74 23,81±1,42 
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Слика 34. In vitro цитотоксичност новосинтетисаних лиганада на хумане ћелије 

карцинома дојке (MDA-MB-231), колоректалног карцинома колона (HCT-116) и 

епителијалне ћелије карцинома плућа (A549) 
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Слика 34. In vitro цитотоксичност новосинтетисаних лиганада на хумане ћелије 

карцинома дојке (MDA-MB-231), епителијалне ћелије карцинома плућа (A549) и 

колоректалног карцинома колона (HCT-116) 
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5. ДИСКУСИЈА 
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Бакар, као биогени елемент, посебно привлачи пажњу научника, те се годинама 

испитује терапијска улога његових комплекса, најчешће као бакар(II)-јона. Неки 

комплекси налазе се и у фази клиничких испитивања, али пошто ниједан није одобрен 

за хуману употребу, континуирано се ради на синтези нових комплекса са побољшаним 

фармаколошким карактеристикама у односу на постојећу терапију. Њихова улога 

нарочито је значајна у терапији тумора.  

Разлог за координовање бакра(II) са лигандима који су деривати тиосалицилне 

киселине јесте што она садржи донорске атоме кисеоника и сумпора са којима се 

бакар(II)-јон добро координује, али и због терапијског дејства који је показао дериват 

тиосалицилне киселине, ФТС. Узимајући у обзир да ФТС представља једини Ras 

инхбитор који се нашао у другој фази клиничких испитивања, постојала је добра 

претпоставка да ће  лиганди сличног типа градећи комплексе са бакром дати једињења 

са добром активношћу [147].     

 

5.1. Синтеза и карактеризација S,O-тетрадентатних лиганада, деривата 

тиосалицилне киселине и одговарајућих комплекса бакра(II) 

 

Први циљ овог рада била је синтеза S,O-тетрадентатних лиганада који су 

деривати тиосалицилне киселине и који у својој структури садрже етиленски, 

пропиленски, бутиленски, односно пентиленски мост као и синтеза одговарајућих 

комплекса бакра(II) са поменутим лигандима. Како би се утврдила процентуална 

заступљеност угљеника, водоника и сумпора новосинтетисаних једињења, спроведена 

је микроанализа. Добијени експериментални резултати су у складу са теоријским 

прорачунима, што указује да је састав угљеника, водоника и сумпора тачан за све 

испитиване лиганде и награђене комплексе. Овом методом није се могла претпоставити 

структура синтетисаних једињења, па је у циљу њихове детаљније анализе спроведено 

снимање инфрацрвених и нуклеарно-магнетно-резонанционих спектара. 

Инфрацрвени спектри су искоришћени за одређивање типа координовања 

комплекса формираних између бакар(II)-јона и синтетисаних лиганада. Геометрија 

комплекса бакра(II) може се само претпоставити на основу резултата инфрацрвених 

спектара. На основу претходно публикованих резултата са сличним лигандима, 

претпостављено је да се координовање десило преко два атома сумпора из тиоетарских 

група [6,115] и преко два атома кисеоника из две карбоксилне групе [148]. Критеријум 

који је коришћен да би се одредило да ли је карбоксилна група протонована 

(апсорпционе траке би требало да буду у рангу 1700-1750 cm-1) или депротонована и 

координована за централни јон метала (када су апсорпционе траке у рангу 1600-1700 cm-

1) биле су асиметричне валенционе вибрације карбоксилне групе [149].  

Присуство тиоетарске групе у o- положају у односу на карбоксилну групу може 

бити разлог због кога су асиметричне валенционе вибрације које потичу од 

карбоксилних група лиганада постављене на нижим таласним дужинама у спектру, него 

што је очекивано (Табела 10). Исте траке код одговарајућих комплекса налазе се на 

нижим таласним дужинама, и указују на депротоновање карбоксилне групе и 

координовање са јоном метала [150]. 
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Одступање од теоријских вредности [151] последица је конјугације карбоксилне 

групе са ароматичним прстеном. Апсорпционе траке тиоетарске -S-R групе (651-653 cm-

1) код слободних лиганада померене су ка вишим таласним дужинама након 

координовања (656-659 cm-1), што говори у прилог координовању преко атома сумпора 

из тиоетарских група лиганада [152]. 

За детаљнију анализу синтетисаних лиганада снимљени су 1H и 13С НМР спектри. 

На основу познатих хемијских померања присутних у спектрима тиосалицилне 

киселине, али и спектрима лиганада сличног типа (S-алкил и S-алкенил деривата), може 

се са већом сигурношћу тврдити да су претпостављене структуре синтетисаних лиганада 

тачне [5,116,118].  

Мултипплицитети сигнала који се јављају у 1H спектрима, могу се приписати 

водониковим атомима у ароматичној области и потичу из бензеновог прстена. Хемијска 

померања нису одступала од литературних вредности за ову врсту сигнала [153]. У 

зависности од броја метиленских група присутних у мостовима између два молекула 

тиосалицилне киселине, дошло је до појаве једног (етиленски мост), односно два сигнала 

(пропиленски-, бутиленски- и пентиленски мост). Ова хемијска померања присутна су 

на нешто вишим вредностима ppm-а (1,62-3,21 ppm) у односу на вредности које су 

карактеристичне за ову групу (1,3 ppm). Разлог томе је утицај негативног индуктивног 

ефекта атома сумпора за који су метиленске групе везане. Наиме, смер кретања 

валентних електрона сумпора је исти као и смер спољашњег магнетног поља што доводи 

до ефекта индукције магнетног поља. Интересантно је да као и у спектрима 

тиосалицилне киселине, недостаје пик у протонском спектру који потиче из карбоксилне 

групе [154]. 

Број пикова присутних у 13С спектрима лиганада даје нам податак о броју 

нееквивалентних угљеникових атома у молекулима (8 за Л1, 9 за Л2 и Л3 и 10 за Л4), 

што што је у складу са њиховим претпостављеним структурама. Хемијска померања из 

аромата (Табела 11) у складу су са референтним вредностима за угљеникове атоме из 

бензеновог прстена (110-170 ppm). На нешто вишим вредностима налазе се пикови који 

потичу из угљеника карбоксилне групе, који су такође у оквиру референтних вредности. 

С обзиром да у окружењу метиленских група које потичу из мостова између два 

молекула тиосалицилне киселине нема присутних незасићења, њихова хемијска 

померања се такође слажу са подацима из литературе [153].  

ЕПР спектри могу бити од велике користи за бољу карактеризацију комплексних 

једињења која садрже јоне са бар једним неспареним електроном, као што су јони 

прелазних метала, органски слободни радикали итд. Ова метода представља паралелу 

НМР спектроскопији која испитује нуклеарни спин молекула. Једноставна примена ЕПР 

спектроскопије користи бакар(II)-јон, електронске конфигурације 3d9, који представља 

нарочито добар пример јона метала са могућношћу грађења комплекса различите 

геометрије (тетра-, пента- и хекса-координовани). Геометрија комплекса утиче на 

електронске особине бакар(II)-јона, на редослед енергетских нивоа d орбитала, као и на 

енергију основног стања за одговарајућу геометрију комплекса [154].  

Добијени ЕПР спектри показују да нема карактеристичног хиперфиног цепања 

услед нуклеарног спина бакра и да комплекси не поседују аксијалну симетрију. Ово 

може бити последица координовања бакра за два атома сумпора који се налазе у 

структури награђених комплекса. Наиме, показано је да природа лиганада са којима се 

врши координовање бакар(II)-јона има утицаја на магнитуду константе хиперфиног 

цепања, A, као и на вредност g [155]. Штавише, показано је да лиганди који садрже 
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сумпор као донорски атом суштински смањују g вредност у поређењу са лигандима са 

азотом и кисеоником као донорским атомима. За аксијалне симетричне комплексе типа 

CuS4 карактеристичне су g вредности у рангу 2,06 – 2,10 [156]. Овакви спектри указују 

на вероватну октаедарску структуру награђених комплекса.  

 

5.2. Супституционе реакције комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним 

лигандима, дериватима тиосалицилне киселине са L-метионином, L-цистеином  и 

5'GMP 

 

Добро је познато да је интеракција комплекса неких прелазних метала, нарочито 

комплекса платине(II), са молекулом ДНК кључан фактор за испољавање њихове 

антитуморске активности. Интеракцијa комплекса платине(II) са молекулом ДНК одвија 

се углавном преко азота у позицији N7 гуанина, док је много ређе везивање преко N7 

аденина, односно N1 и N3 цитозина. Са друге стране, нежељена дејства која се јављају 

услед примене ове групе лекова последица су интеракције са биомолекулима који 

садрже атом сумпора [157-160]. Узимајући све наведено у обзир, од великог је значаја 

испитивање интеракција комплекса метала који се примењују у терапији са 

биомолекулима који садрже азот и сумпор као хетероатоме. Циљ је побољшање 

безбедоносног профила постојећих платинских антитуморских лекова и развијање 

нових деривата који показују боље терапијске карактеристике. У овом раду испитивана 

је интеракција комплекса бакра(II) са лигандима који садрже сумпор (L-метионин и L-

цистеин) и азот (5’-GMP). На основу добијених резултата, може се закључити да је ред 

реактивности испитиваних комплекса следећи:  К1 > К2 > К3 > К4. То указује да 

комплекс К1 који садржи две метиленске групе у бочном низу инертног лиганда 

показује највећу реактивност, док је најмање реактиван комплекс К4 који садржи пет 

метиленских група. На основу овога можемо закључити да увођење додатних 

метиленских група у бочни ланац инертног лиганда (у овом случају комплекса бакра(II)) 

изазива стерне сметње, што успорава реакције супституције. Осим тога, поређењем 

вредности константе другог реда за оба корака супституције, k1 и k2, може се уочити да 

је други корак супституције спорији од првог код свих испитиваних комплекса. Такође, 

добијени резултати показују да је реактивност испитиваних лиганада иста за све 

комплексе бакра(II) и прати следећи редослед: L-Met > L-Cys > 5’-GMP. Лиганди који 

садрже сумпор, попут L-Met и L-Cys су много бољи нуклеофили од 5’-GMP који 

представља N-донорски лиганд. Такође, на основу добијених вредности може се 

закључити и да су тиоетри (L-Met) нешто реактивнији у поређењу са тиолима (L-Cys). 

Оваква реактивност може се објаснити присуством метил групе на атому сумпора L-Met 

која повећава његову нуклеофилност услед присутног позитивног индуктивног ефекта. 

Ниске вредности за промену енталпије активирања, ΔH≠ , као и негативне вредности за 

промену ентропије активирања, ΔS≠ иду у прилог асоцијативном механизму за реакције 

супституције, што је у складу са раније објављеним резултатима за неке комплексе 

бакра(II) [161,162]. 
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5.3. Интеракције комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним лигандима, 

дериватима тиосалицилне киселине са молекулом ДНК и хуманим серумским 

албумином 

 

Узимајући у обзир да је ДНК молекул мета великог броја антитуморских лекова 

који се заснивају на комплексима метала, од великог је значаја одређивање јачине 

њихове интеракције. Једна од најзначајнијих метода је електронска апсорпциона 

спектроскопија. Афинитет везивања комплекса К1-К4 за CT-ДНК испитиван је 

применом апсорпционе спектроскопске анализе, праћењем спектралних промена 

комплекса по додатку ДНК. Додатком ДНК у раствор свих испитиваних комплекса 

настају сличне спектралне промене у апсорпционом спектру комплекса, јавља се 

значајни хиперхромни ефекат са појавом нове траке на 250 nm. Хиперхромизам са 

појавом новог сигнала у Uv-Vis спектру сугерише на снажно везивање свих испитиваних 

комплекса, К1-К4, за молекул ДНК [162-164].  На основу добијене вредности константе 

Kb примећује се снажна интеракцију свих испитиваних комплекса Cu(II) са CT-ДНК. Ред 

реактивности комплекса је следећи: К1 < К2 < К3 < К4, што значи да најбољу 

интеракцију са CT-ДНК остварује комплекс К4. Комплекс К4 показује и бољу 

интеракцију са СТ-ДНК у поређењу са класичним интеркалатором (Табела 19), етидијум 

бромидом, чија је вредност Kb = (1,23 ± 0,07) · 105 M-1 [165].  

Како би се додатно потврдила интеракција синтетисаних комплекса са ДНК 

молекулом, спроведена је и флуоресцентна емисиона спектроскопија са етидијум 

бромидом.  Етидијум бромид је класичан интеркалатор који показује значајну емисиону 

флуоресценцију када се интеркалира између базних парова у молекулу ДНК. Међутим, 

у присуству неких једињења (комплекса К1-К4) који могу да интерагују са молекулом 

ДНК и замене етидијум бромид, јавља се смањење сигнала. Добијени резултати показују 

интеракцију комплекса са молекулом ДНК, чиме потврђују да могу да замене 

интеркалирани етидијум бромид [166]. Високе вредности константи гашења указују на 

то да сви испитивани комплекси бакра(II) имају велики афинитет да истисну ЕБ и да се 

снажно вежу за ДНК. Из вредности константи гашења Ksv комплекса (Табела 20) 

закључује се да највећи афинитет за ДНК молекул има комплекс К4, што је у складу и 

са резултатима апсорпционе спектроскопије. Поређењем добијених вредности Стерн-

Волмерове константе са већ публикованим резултатима за комплексе бакра(II) са S-

алкил и S-арил дериватима тиосалицилне киселине [162], запажају се сличне вредности 

константе везивања (104·M-1). Неки комплекси бакра(II) са S-алкенил дериватима 

тиосалицилне киселине показују вредности Ksv око 105·M-1 [119], што значи да поседују 

бољи афинитет везивања за ДНК молекул од испитиваних једињења. Избор инертног 

лиганда у унутрашњој сфери комплекса може утицати на снагу интеракције комплекса 

и ДНК молекула, што доприноси проналаску лека са бољом антитуморском активношћу. 

Познато је да серумски албумини могу да вежу и транспортују велики број 

супстанци, попут аминокиселина, стероида, јона метала, као и друге фармацеутске 

молекуле путем крвне плазме до одговарајућих ткива. Стога је неопходно испитати 

интеракцију између серумских албумина и комплекса прелазних метала као биолошки 

активних једињења. Иако сви испитивани комплекси бакра(II) поседују способност 

снажног везивања за хумани серумски албумин, највећи афинитет има комплекс К4. 

Такође, на основу добијених n вредности (Tабелa 21), може се закључити да на албумину 

постоји једно место за вeзивање испитиваних комплекса [167]. 
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5.4. Молекулски докинг комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним лигандима, 

дериватима тиосалицилне киселине са молекулом ДНК и хуманим серумским 

албумином 

 

Додатна потврда интеракције комплекса са ДНК молекулом спроведена је in 

silico, молекулским докингом. Симулацијом молекулског уклапања, може се предвидети 

највероватнија конформација и интеракције малих молекула са макромолекулима, тј. у 

овом случају комплекса метала са биомолекулима. Применом симулације молекулског 

уклапања могуће је предвидети интеракцију између комплекса бакра(II) (комплекси К1-

К4) са молекулом ДНК и ХСА. Најбоља конформација испитиваних комплекса са 

најнижим вредностима слободне енeргије везивања издвојена је како би се утврдила 

највероватнија просторна оријентација једињења унутар двоструког хеликса ДНК 

молекула и на везујућим местима хуманог серумског албумина. Резултати су 

представљени тако да се негативније вредности односе на већи афинитет комплекса 

према испитиваним макромолекулима.  

Резултати докинга указују на то да сви комплекси показују сличну могућност 

уклапања са оба ДНК фрагмента, односно имају способност да интерагују или са малим 

жлебом или интеркалацијом. Интеркалацију омогућавају фенил групе комплекса. Бољу 

флексибилност фенил група омогућава дужи алифатични остатак, чиме се постиже 

потпунија интеркалација и добијају се ниже вредности енергије везивања. Ипак, у 

случају интеракције са малим жлебом, дужина алифатичног низа нема пресудни утицај 

на интеракцију и резултати докинга су врло слични за све испитиване комплексе.  

Управо због тога је комплекс К4 показао најниже вредности енергије везивања према 

ДНК фрагментима. Уопштено гледајући, резултати докинга у складу су са 

експерименталним резултатима апсорпционих спектроскопских испитивања за 

интеракцију са ДНК молекулом, и за испитиване комплексе прате следећи редослед:  К1 

< К2 < К3 < К4. Утицај алифатичног низа огледа се и у интеракцији са малим жлебом. 

Комплекс К1 поседује најкраћи низ, етиленски, алифатични ланац и услед смањене 

флексибилности може да се орјентише само на један начин где је метални центар далеко 

од ДНК молекула. Погодна конформација испитиваних комплекса у интеракцији са 

молекулом ДНК повећава могућност формирања великог броја водоничних веза које 

свеукупно додатно стабилизују систем који чине испитивани комплекс и ДНК молекул. 

Al–asbahy и сарадници спровели су анализу молекулског уклапања бакар(II) 

комплекса са N,O-бидентатним лигандима, дериватима салицилалдехида у структуру Б-

ДНК која је коришћена и у овој дисертацији [168]. Резултати ове истраживачке групе 

показују да испитивани бакар(II) комплекси остварују углавном електростатичке 

интеракције при молекулском уклапању у структуру ДНК молекула. Слично 

комплексима испитиваним у овој дисертацији ароматичне групе лиганада остварују 

нековалентне π-π стекинг интеракције са π електронима базних парова ДНК остварујући 

притом хидрофобне интеракције које додатно стабилизују адукт комплекс-ДНК 

молекул. Kathiresan и сарадници приказали су молекулско уклапање бакар(II) комплекса 

са S,N,O- тридентатним фенолатним лигандом у структуру ДНК молекула коришћењем 

софтвера AutoDock Tools [169]. Резултати ове студије показују да поменути комплекс 

пре свега ступа у интеракцију са функционалним групама ДНК молекула, пру чему не 

доводи до прекида двоструког хеликса ДНК.  Са друге стране, Kamran и сарадници 

представили су молекулско уклапање два бинуклерана комплекса бакра(II) са N,O- 

лигандима у структуру молекула ДНК [170]. Слично нашим комплексима, испитивана 
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једињења интерагују или са малим жлебом или интеракалцијом, остварујући пет 

односно три водоничне интеракције са пуринским базама аденином и гуанином. 

Хумани серумски албумин представља негликолизирани полипептидни ланац, 

чија је терцијарна структура облика срца, сачињена од 8 алфа хеликса. У оквиру ове 

структуре издвајају се три домена (I, II, III), а у оквиру сваког од њих по два субдомена 

(A, B). Два главна везујућа места, која су локализована на субдоменима IIA и IIIA, у 

литератури су означена као Судлова места I и II. Резултати студије Tabassum-а и 

сарадника указују да се новосинтетисани комплекс бакра везује у оквиру хидрофобне 

шупљине субдомена IIA и налази се у непосредној близини хидрофобних остатака 

аминокиселина Lys-195, Trp-214, Ala-215, Arg-218, Leu-219, Val-216, Ala-291 и Glu-292. 

Осим хидрофобних интеракција формирани систем је додатно стабилизован 

водоничним везама и слабим електростатичким интеракцијама [171].  

Анализом резултата молекулског докинга група аутора је утврдила место 

везивања комплекса бакра који садржи цефтобипрол и фенантролин као лиганде за 

хумани серумски албумин. Најстабилнија конформација остварује везе са 

аминокиселинама у оквиру субдомена IIIA (Судлово место II). Аминокиселинске 

секвенце од значаја за формирање ових интеракција су Val-493, Asp-494, Glu-495, Thr-

496, Tyr-497, Val-498, Pro-499, Lys-500, Leu-532, Val-533, Lys-534, Lys-536, Pro-537 и 

Lys-538. Поред споменутих аминокиселина које формирају хидрофобни џеп, уочена је и 

једна водонична веза између водоника у оквиру комплекса бакра и аминокиселине 

Glu495 у оквиру хуманог серумског албумина [172]. 

На основу добијених резултата докинга у овој докторској дисертацији, који 

показују да се електростатичке и водоничне интеракције граде са аминокиселинама којe 

припадају субдомену II, изводи се закључак да се везивање за ХСА дешава у овом 

субдомену (I место) што је у складу са резултатима експерименталних испитивања. 

Наиме, показано је да са повећањем количине комплекса долази до гашења 

флуоресценције ХСА услед интеракције комплекса са остатком аминокиселине 

триптофан (Trp-214). Овакви резултати су у складу са другим испитивањима који се 

односе на интеракције комплекса бакра са ХСА [168]. Афинитет испитиваних комплекса 

према ХСА прати следећи редослед: К1 < К2 < К3 < К4, и ови резултати у складу су са 

експерименталним вредностима везивања за албумин.  

 

5.5.  In vitro aнтитуморска активност комплекса бакра(II) са S,O-тетрадентатним 

лигандима, дериватима тиосалицилне киселине 

 

Бионеорганска хемија и синтеза комплексних једињења у терапијске сврхе 

добила је на значају открићем антитуморске активности цисплатине [173]. Нежељена 

дејства која се јављају као последица њене примене, урођена и стечена резистенција 

туморских ћелија на лек представљали су основ за синтезу нових хемиотерапеутика са 

бољом ефикасношћу и токсиколошким профилом [174]. Међу прелазним металима који 

су коришћени за синтезе издвојио се бакар као биогени елемент. Успешна терапија 

комплекса бакра подразумева да се у обзир узму, како хемијске карактеристике јона 

бакра(II), тако и карактеристике донорских атома лиганада. На тај начин утиче се на 

однос липофилности и хидрофилности награђеног комплекса, пролазак кроз 

фосфолипидни двослој, растворљивост у екстрацелуларној течности, модификују се 

тврде, односно меке особине метала и утиче се на реакције са комплексима других 
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метала, односно комплексирање јона бакра(II) са ендогеним лигандима.  Карактеристике 

јона бакра(II) јесу да најчешће гради комплексе са координационим бројем 4-6, 

координовање са великим бројем лиганада који као донорске атоме садрже азот, сумпор, 

кисеоник и фосфор, и комплексе различите геометрије. То свеобухватно омогућава 

велики избор лиганада приликом синтезе [37,62,68]. 

У раду Singh NK [175] и сарадника испитивана је антитуморска активност 

комплекса бакра(II) са тиосемикарбазонима. Комплекси бакра(II) са N-алкилованим 

изатин тиосемикарбазонима у својој структури поред донорских атома азота садрже 

сумпор и кисеоник. Њихова цитотокисчност испитивана је на већем броју ћелијских 

линија, међу којима се налази и ћелијска линија A549. IC50 вредност износила је 82,56 

µM, што је у поређењу са резултатима истраживања спроведених у овој дисертацији 

вишеструко већа вредност. Примећено је и да бољу антитуморску активност показује 

комплекс који има волуминознију групу (бензил остатак), док се она значајно смањује 

код N-алкил и N-арил деривата. У овој докторској дисертацији су једињења са дужим 

алифатичним бочним остатком такође показала да поседују бољу цитотоксичност у 

односу на лиганде и комплексе који садрже краћи низ.   

Casiopeínas® су комплекси бакра(II) са различитим хелатним лигандима 

(бипиридин или фенантолин са глицином или ацетилацетонатом као секундарним 

лигандима) који као донорске атоме садрже азот и кисеоник [176]. Иако још увек нису у 

потпуности разјашњени механизми којим ови комплекси делују цитотоксично, познато 

је да доводе до дисфункције митохондрија и оксидатвног оштећења, да се интеркалирају 

између базних парова у молекулу ДНК, да доводе до оштећења ДНК и хидролизе 

фосфата [45,177,178]. Ови комплекси показали су цитотоксичност на више туморских 

ћелијских линија у in vitro и in vivo истраживањима. Такође, показују ниску токсичност 

према здравим хуманим ћелијама, због чега се интензивно истражују. Један од њих је и 

комплекс који у структури садржи диметиловани фенантролин и глицин као лиганде 

(Casiopeína IIgly или Cas IIgly) [179] у дози од 5 µmol/l индуковао је елиминацију 

интрацелуларног глутатиона код 75% хуманих ћелија карцинома плућа (А549) уз дозно-

зависни одговор. Овај комплекс доводи до настанка глутатион дисулфида што је његова 

неактивна форма, при чему се смањује способност неутрализације слободних радикала 

у туморским ћелијама и повећава цитотоксичност цитостатика [180,181]. Исти комплекс 

на ћелијама неуробластома учествује у процесима ћелијске апоптозе и аутофагије 

[182,183]. Његова цитотоксичност је откривена је и на хуманим ћелијама карцинома 

дојке (МDA-MB-231), при чему је IC50 вредност износила 1,55 μM, а доказано је и да 

утиче на метаболизам угљених хидрата и нуклеотида и да показује брже дејство у 

поређењу са референтном цисплатином [184]. Casiopeina III-ia (комплекс са 

дисупституисаним бипиридином и ацетилацетонатом као помоћним лигандом)  и 

Casiopeina IIGly испитују се клинички у терапији колоректалног карцинома колона и 

леукемије [45].  

 Цитотоксичност комплекса према ћелијској линији карцинома колона HCT-

116 доказана је и на једињењима сличног типа, бинуклеарним комплексима бакра који 

су S-алкил и S-алкенил деривати тиосалицилне киселине (види увод) и садрже донорске 

атоме кисеоника [117,118]. Комплекси S-алкил типа индукују дозно-зависну 

цитотоксичнст која је врло слична оној коју показује цисплатина, док је код комплекса 

са лигандима S-алкенил типа цитотоксичност слична цисплатини тек при високим 

концентрацијама (250-1000 µmol/l) [185]. 

Антитуморска активност комплекса бакра(II) код којих је бакар координован за 

атоме сумпора и кисеоника [186], како је претпостављено и у овој дисертацији, са 
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дериватима N-бензоилтиоурее испитивани су на мишјим линијама аденокарцинома 

дојке [187]. Комплекс који у р-положају садржи нитро групу има бољу цитотоксичност 

у односу на несупституисани и комплекс са хлором у о-положају 48 сати након излагања 

ћелија комплексима. Аутори сматрају да се његова цитотоксичност јавља као последица 

стварања нитрофенил анјон радикала и супероксид анјон радикала који настају под 

утицајем ензима NADPH цитохром P450 редуктазе. Цитотоксичност у високом проценту 

повећава грађење комплекса са лигандима који су деривати ацилтиоурее у поређењу са 

тестираним лигандима.  

У овој дисертацији синтетисани лиганди и комплекси бакра(II) тестирани су у 

циљу испитивања њихове антитуморске активности на хуманим ћелијама колоректалног 

карцинома колона (HCT-116), плућа (A549) и дојке (MDA-MB-231).  Од свих 

испитиваних једињења, најбољу цитотоксичност према свим ћелијским линијама 

показао је комплекс К4. При концентрацији од 7,8125 μM, наведени комплекс показао 

је цитотоксичност за више од 50% MDA-MB-231 и HCT-116 ћелија, док је двоструко 

већа концентрација (15,625 μM) била неопходна за елиминацију више од 50% A459. 

Треба нагласити и да је комплекс К4 индуковао цитотоксичност свих туморских ћелија 

при најнижим концентрацијама (1,953125 μM и 0,9765625 μM) и при овим 

концентрацијама, антитуморска активност комплекса К4 је од три до седам пута већа од 

активности осталих једињења. Овај комплекс је показао бољу цитотоксичност и у 

поређењу са стандардом, цисплатином. Узимајући у обзир наведене карактеристике 

испитиваних једињења, као и резултате интеракција са ДНК молекулом, ХСА, 

молекулског докинга са истим молекулима, може се закључити да комплекс К4 

представља добар кандидат за будућа фармаколошка испитивања у пољу терапије 

карцинома колона, дојке и плућа. 
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6. ЗАКЉУЧАК 
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На основу добијених резултата који су приказани у овој Докторској дисертацији, 

могу се извести следећи закључци: 

 

1. Синтеза и карактеризација S,O-тетрадентатних лиганада (Л1-Л4), деривата 

тиосалицилне киселине и одговарајућих комплекса бакра(II) (К1-К4): 

 

➢ Микроанализа синтетисаних лиганада и одговарајућих комплекса бакра(II) са 

наведеним лигандима, потврдила је да су експерименталне вредности у 

складу са теоријским прорачунима за састав угљеника, водоника и сумпора; 

➢ За утврђивање структуре синтетисаних лиганада и комплекса примењене су 

инфрацрвена спектроскопија, нуклеарно-магнетно-резонанциона 

спектроскопија, електронска парамагнетна резонанција и моларна 

проводљивост; 

➢ Карактеристичне траке из инфрацрвених спектара комплекса указују на 

депротоновање карбоксилне групе и координовање преко атома кисеоника и 

сумпора;  

➢ Резултати моларне проводљивости потврђују да су синтетисани комплекси 

неелектролити;  

➢ На основу спектара електронске парамагнетне резонанције претпостављена је 

октаедарска геометрија награђених комплекса; 

 

2. Кинетичка мерења 

 

➢ Супституционе реакције комплекса К1-К4 са L-метионином, L-цистеином и 

5’-GMP показују да се супституција одиграва у два узастопна корака. 

Реакције карактеришу константе другог реда за оба корака супституције; 

➢ Ред реактивности испитиваних комплекса последица је њихове структуре, па 

најмању реактивност показује комплекс К4 због стерних сметњи узрокованих 

структуром; 

➢ Други корак супституције спорији од првог код свих испитиваних комплекса; 

➢ Реактивност испитиваних лиганада иста је за све комплексе бакра(II) и 

показује да су лиганди који садрже сумпор, попут L-метионина и L-цистеина, 

много бољи нуклеофили од 5’-GMP који представља N-донорски лиганд; 

 

3. Интеракције молекула са СТ-ДНК и ХСА 

 

➢ Додатком ДНК у раствор свих испитиваних комплекса јавља се значајни 

хиперхромни ефекат са појавом нове траке на 250 nm; 

➢ Вредности константе Kb указују на снажно везивање свих испитиваних 

комплекса са CT-ДНК. Најбољу интеракцију са CT-ДНК остварује комплекс 

К4; 

➢ Додатак раствора комплекса у раствор етидијум бромид-ДНК изазива 

значајно смањење интензитета флуоресценције, чиме се потврђује 

интеракција комплекса са молекулом ДНК. Томе у прилог говоре и вредности 

Стерн-Волмерове константе гашења; 

➢ Комплекс К4 показује и најбољу способност везивања за ХСА. На основу 

добијених резултата, може се закључити да на албумину постоји једно место 

за везивање испитиваних комплекса; 
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4. Молекулски докинг 

 

➢ Сви комплекси показују веома сличне вредности слободне енергије везивања 

према оба фрагмента ДНК, што указује на могућност интеракције са малим 

жлебом или интеркалацијом. Интеркалацију омогућавају присутне фенил 

групе, при чему бољу флексибилност фенил група омогућавају дужи 

алифатични низови између група, који се налази у структури комплекса К4; 

➢ Најбоље резултате показао је комплекс К4, што се слаже и са резултатима 

апсорпционе спектроскопске анализе и емисионе флуоресценције за 

интеракције са молекулом ДНК; 

➢ Резултати компјутерског уклапања показали су да се везивање са ХСА дешава 

у субдомену IIA (место I), што је у складу са експерименталним резултатима 

емисионе флуресцентне спектроскопије; 

 

5. In vitro антитуморска активност 

 

➢ Резутати МТТ теста показују да су сва испитивана једињења цитотоксична за 

хумане ћелије карцинома дојке (MDA-MB-231), хумане ћелије карцинома 

колона (HCT-116) и хумане епителне ћелије карцинома плућа (A549); 

➢ Цитотоксични ефекти наведених комплекса су дозно-зависни, односно 

уочено је да са смањењем концентрације свих испитиваних једињења долази 

до значајног раста вијабилности туморских ћелија. Испитивана једињења 

показују умерену и високу цитотоксичност на испитиване туморске ћелије;0  

➢ Од свих испитиваних једињења, најбољу цитотоксичност показао је комплекс 

К4 на свим испитиваним туморским линијама. 
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Маг. фарм. Ана С. Живановић (рођена Станковић) рођена је 22.08.1992. у 

Приштини. Основну школу завршила је као носилац Вукове дипломе, а потом и Прву 

крагујевачку гимназију, друштвено-језички смер са одличним успехом. Интегрисане 

академске студије фармације на Факултету медицинских наука Универзитета у 

Крагујевцу уписала је 2011. године и дипломирала 2016. године са просечном оценом 

9,42 (девет и 42/100). Стручни испит за магистра фармације положила је пред комисијом 

Министарства здравља 23.02.2017. године.  

Школске 2016/17. године уписала је докторске академске студије на Факултету 

медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, изборно подручје Истраживања у 

фармацији. Усмени докторски испит положила је 2018. године са оценом 9. Учествовала 

је на XXVI конференцији Српског кристалографског друштва, XV конференцији 

Удружења психијатара Србије, као и 56. Конгресу студената биомедицинских наука са 

интернационалним учешћем. 

Од 27. децембра 2018. године запослена је на Факултету медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу у звању истраживач – приправник на пројекту Министарства 

просвете, науке и технолошког развоја Републике Србије под називом „Синтеза, 

моделовање, физичко-хемијске и биолошке особине неорганских једињења и 

одговарајућих комплекса метала” (евиденциони број пројекта - ОИ172016) чији је 

руководилац проф. др Срећко Трифуновић. Као фацилилатор укључена је у наставу на 

Катедри за фармацеутску хемију од фебруара 2019. године, где сада ради као сарадник 

у настави. Течно говори енглески језик и познаје рад на рачунару. 

Дана 26. фебруара 2020. године на седници Наставно-научног већа Факултета 

медицинских наука Универзитета у Крагујевцу усвојен је Извештај о оцени научне 

заснованости теме докторске дисертације под називом „Синтеза, карактеризација и 

испитивање биолошке активности комплекса бакра(II) са S,O - тетрадентатним 

лигандима, дериватима тиосалицилне киселине“. 

Ана С. Живановић је аутор и коаутор седам научних радова објављених у целости 

у домаћим и међународним часописима на SCI листи, као и шеснаест саопштења на 

конференцијама од домаћег и међународног значаја. 
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