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1ZvOD

Organski ligandi poput ditiokarbamata (dtc) su pokazali veliki potencijal u odigravanju
sinergijske uloge s centralnim metalnim jonom, modulirajuéi ¢esto povezanu toksi¢nost metala
dok istovremeno poboljSavaju vlastita bioloska svojstva.

Osnovni cilj ovog rada jeste otkrivanje novih bioloski aktivnih jedinjenja. Motiv za istrazivanje
ditiokarbamata lezi u njihovoj sposobnosti da se prilagode Sirokom spektru bioloskih aplikacija,
od medicinskih primjena do poljoprivredne upotrebe, uz potencijalno znacajne Koristi za
zdravlje ljudi i oCuvanje biljnih resursa. Razumijevanje mehanizama djelovanja potencijalnih
bioloski relevantnih jedinjenja je od vitalnog znacaja za unapredenje ovih oblasti.

Predmet istrazivanja ovog master rada je ispitivanje bioloske aktivnosti liganda amonijum-
iminodiacetatoditiokarbamata (NHa)sidadtc i njegovih kompleksa. U tom cilju su sintetisani
ligand (NHgs)sidadtc, kao i dva kompleksa sa Zn(ll) kao centralnim metalnim jonom i
etilendiaminom kao drugim ligandom: NHs[Zn(idadtc)(en)] i NH4[Zn(idadtc)(en)2].

Istrazivanja  bioloSke aktivnosti liganda (NHs)sidadtc i njegovih  kompleksa:
NHa[Zn(idadtc)(en)] i NHas[Zn(idadtc)(en).] usmjereno je u tri pravca:

1. lIspitivanje antifungalne aktivnosti na fitopatogene gljive: Phomopsis viticola i
Botryosphaeria dothidea izvrseno je metodom difuzije ispitivanih jedinjenja u hranljivu
podlogu Krompir dekstrozni agr (KDA). Za Ph. viticola, najbolju antifungalnu aktivnost
pokazao je kompleks NHa4[Zn(idadtc)(en)] dok je ligand (NH4)sidadtc imao najmanji efekat. Za
B. dothidea, kompleks NHs[Zn(idadtc)(en)] je pokazao najbolju antifungalnu aktivnost, dok je
kompleks NHs[Zn(idadtc)(en)] bio manje efikasan. Ligand (NHas)zidadtc nije pokazao

antifungalnu aktivnost.

2. lIspitivanje antioksidativnosti izvrseno je CUPRAC metodom. Rezultati mjerenja
antioksidativnog kapaciteta uzoraka nakon 30 minuta i 1 sat pokazali su da uzorak (NHa)zidadtc
ima visoku i stabilnu antioksidativnu aktivnost. Kompleks NHas[Zn(idadtc)(en)] pokazuje
negativnu antioksidativnu aktivnost, koja ostaje gotovo nepromijenjena tokom vremena. S
druge strane, kompleks NH4[Zn(idadtc)(en)z2] ima znacajnu pocetnu antioksidativnu aktivnost,

koja blago raste nakon 1 sat, $to ukazuje na stabilan i jak antioksidativni kapacitet.

3. Interakcija kompleksa NHas[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en)2] sa humanim serumski

albuminom (HSA) ispitana je fluorescencijskom spektroskopijom metodom gasenja



fluorescencije, koja je pokazala smanjenje intenziteta fluorescencije HSA pri dodavanju
kompleksa, $to ukazuje na interakciju. Rezultati sugeriSu da kompleksi utiCu na tercijarnu
strukturu HSA, a Stern-Volmerove konstante (Ksv) ukazuju na umjerenu interakciju, sli¢nu za
oba kompleksa. Za ispitivanje interakcije sa DNK koris¢ene su UV-Vis i fluorescentna
spektroskopija. UV-Vis spektroskopija je pokazala vezivanje kompleksa za DNK, dok su
rezultati sa etidijum bromidom (EB) ukazali na interkalaciju. Stern-VVolmerove konstante za

fluorescencijsko gasenje fluorescencije ukazuju na slian stepen interkalacije oba kompleksa.

Kljuéne rije¢i: ditiokarbamati, antifugalna, antioksidativna, bioloska aktivnost



ABSTRACT

Organic ligands such as dithiocarbamate (dtc) have shown great potential in playing a
synergistic role with the central metal ion, modulating the often associated metal toxicity while
simultaneously improving their own biological properties. The main goal of this work is the
discovery of new biologically active compounds. The motivation for research on
dithiocarbamates lies in their ability to adapt to a wide range of biological applications, from
medical applications to agricultural use, with potentially significant benefits for human health
and plant resource conservation. Understanding the mechanisms of action of potential

biologically relevant compounds is vital for advancing these fields.

The subject of this master's thesis is the investigation of the biological activity of the
ammonium-iminodiacetatodithiocarbamate (NHa)zidadtc ligand and its complexes. To this end,
the ligand (NHs)sidadtc, as well as two complexes with Zn(ll) as the central metal ion and
ethylenediamine as the second ligand, were synthesized: NHa4[Zn(idadtc)(en)] and
NHa[Zn(idadtc)(en)2].

Research on the biological activity of the ligand (NHs)sidadtc and its complexes:
NHa[Zn(idadtc)(en)] and NH4[Zn(idadtc)(en).] is focused in three directions:

1. Testing of antifungal activity on phytopathogenic fungi: Phomopsis viticola and
Botryosphaeria dothidea was carried out by the method of diffusion of the tested compound in
an agar medium. For Ph. viticola, the best antifungal activity was shown by the complex
NHas[Zn(idadtc)(en)], while the ligand (NH4)sidadtc had the lowest effect. For B. dothidea, the
NHs[Zn(idadtc)(en)] complex showed the best antifungal activity, while the
NH4[Zn(idadtc)(en)] complex was less effective. Ligand (NHa)zidadtc did not show antifungal
activity.

2. The antioxidant test was performed using the CUPRAC method. The results of measuring
the antioxidant capacity of the samples after 30 minutes and 1 hour showed that the
(NH4)sidadtc sample has a high and stable antioxidant activity. The NHa[Zn(idadtc)(en)]
complex shows a very low ie. Negative antioxidant activity, which remains almost unchanged
over time. On the other hand, the complex NHas[Zn(idadtc)(en)2] has a significant initial
antioxidant activity, which increases slightly after 1 hour, which indicates a stable and strong

antioxidant capacity.



3. The interaction of the complexes NHi[Zn(idadtc)(en)] and NHi[Zn(idadtc)(en)2] with
human serum albumin (HSA) was investigated using fluorescence spectroscopy, employing the
fluorescence quenching method. This showed a decrease in the fluorescence intensity of HSA
upon the addition of the complexes, indicating an interaction. The results suggest that the
complexes affect the tertiary structure of HSA, with Stern-Volmer constants (Ksv) indicating
moderate interactions, similar for both complexes. To investigate the interaction with DNA,
UV-Vis and fluorescence spectroscopy were used. UV-Vis spectroscopy revealed binding of
the complexes to DNA, while results with ethidium bromide (EB) indicated intercalation. Stern-
Volmer constants for fluorescence quenching suggest a similar degree of intercalation for both

complexes.

Key words: dithiocarbamates, antifugal, antioxidant, biological activity
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1. UVOD

Istrazivanje antifungalnih jedinjenja motivisano je znaCajem prevencije zaraznih bolesti,
ukljucujuci gljiviéne infekcije, koje predstavljaju globalni problem. S vremenom, mnoge
fitopatogene gljive su postale otporne na fungicide, $to otezava kontrolu bolesti na usjevima i
moze izazvati velike gubitke. Pojava fenomena otpornosti na fungicide moze rezultirati
gubicima od preko 30 %, $to ukazuje na hitnu potrebu za novim rjeSenjima u ovoj oblasti [1].
Zbog toga Sto gljive brzo postaju otporne na sredstva za zastitu bilja, stalno treba traziti nove
nacine da se njihov rast inhibira. Poseban fokus se daje na ispitivanje interakcija izmedu
fungicida i gljivicnih Celija, tj. aktivnih centara unutar ¢elija. Razumijevanje ovih mehanizama

klju¢no je za identifikaciju i razvoj novih, efikasnijih fungicida [2].

Ditiokarbamati (dtc) se dugo koriste kao aktivne komponente brojnih fungicidnih preparata.
Jedan od motiva za istrazivanje antifungalne aktivnosti dtc-derivata jeste trazenje alternativnih
rjeSenja za komercijalne fungicide na bazi ditiokarbamata kao Sto su ciram, cineb, tiram,
mankozeb itd.

Jedinjenja sa tiokarbamatnom grupom su privukli paznju zbog svog potencijala da djeluju kao

efikasni sakupljaci slobodnih radikala [3].

Prilikom dizajniranja jedinjenja sa antioksidativnim svojstvima, klju¢no je istraziti njihovu
interakciju sa bioloSkim molekulima kao Sto su DNK, enzimi i proteini. U tom kontekstu,
istrazivanje interakcija derivata ditiokarbamata sa albuminom postaje posebno vazno jer ovaj
protein, kao najzastupljeniji u ljudskom serumu, igra kljunu ulogu u vezivanju i transportu
razliitih liganda. Razumjevanje ovih interakcija pomaze u procjeni farmakoloSkog djelovanja
novih jedinjenja, kao i u optimizaciji njihove distribucije i efikasnosti u organizmu, §to moze

doprinjeti boljem dizajnu ljekova [4].

Cisplatina se koristi za lijeenje ljudskih karcinoma, kao $to su karcinom beSike i jajnika,
karcinom glave i vrata, kao i karcinom testisa. Medutim, klinicka upotreba je ograni¢ena zbog
nekih stvarnih nuspojava. Stoga je moguce ispitivati S - donor ligande poput ditiokarbamata za

pripremu antikancerogenih ljekova i smanjenje nuspojava [5].



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Ditiokarbamati

Ditiokarbamati su intenzivno proucavani u poslednjim decenijama zbog njihove sve Sire
primjene u oblastima hemije, industrije i medicine. Koriste se u poljoprivredi kao fungicidi, a
mogu i kao insekticidi, herbicidi i, kao i u industrijskim i komercijalnim biocidima, te u
proizvodima za domacdinstvo. Sintetisan je niz Ni(II) 1 Pt(Il) kompleksa sa ditiokarbamato
ligandima koji sadrze hidrofilnu etanolnu grupu [N-(R)etanolamin (R= Me, Et, iPr, Bn).
Istrazena je antitumorska aktivnost Pt(Il) derivata, pri ¢emu je kompleks Pt, koji sadrzi N-
(benzil)etanolamin dtc ligand, pokazao najvecu aktivnost u ispitivanoj seriji, sa 100 %
inhibicijom razli¢itih ¢elijskih linija kancera, ukljucujuéi glijalne ¢éelije centralnog nervnog
sistema (U251), leukemiju (K562), kolorektalni karcinom (HCT-15), karcinom dojke (MCF-7)
i pluca (SKLU-1) [6].

Ova jedinjenja mogu dospjeti u organizam putem gastrointestinalnog trakta, pluca ili koze.
Prisustvo metalnih katjona prisutnih u prirodi i hrani moze uticati na apsorpciju etilen-bis-
ditiokarbamata iz probavnog sistema. Vecina ditiokarbamatnih fungicida imaju zajednicki
metabolicki produkt — ugljen-disulfid. Ovo jedinjenje se dalje metabolise u organizmu, pri ¢emu
dolazi do formiranja tiouree, koja je antitiroidna supstanca. To je razlog zaSto razliCiti

ditiokarbamati mogu uticati na funkciju $titne Zlijezde [7].

Zanimanje za hemiju ditiokarbamata sve viSe se usmjerava ka funkcionalizaciji njihove
strukture kako bi se omogucile nove primjene 1 interakcije. lako je ovo podrucje joS u razvoju,
ve¢ su zapazene potencijalne aplikacije, poput funkcionalizacije zlatnih nanocestica,
postepenog formiranja viSemetalnih nizova, sinteze supramolekularnih sistema sa

ditiokarbamatima za vezivanje anjona, kao i razvoja tehnecijumskih radiofarmaceutika [8].

Debus je 1850. godine objavio sintezu ditiokarbamato Kiseline. Nema preciznih podataka o
prvom oblikovanju kompleksa ditiokarbamata sa prelaznim metalima medutim rad Delepinea
iz 1907. godine opisuje sintezu razliCitih alifaticnih ditiokarbamata 1  soli
diizobutilditiokarbamata sa prelaznim metalima poput hroma, molibdena, gvozda, mangana,
kobalta, nikla, bakra, cinka, platine, kadmijuma, Zive, srebra 1 zlata. Takode je naveo da su soli

ditiokarbamata alkalnih i zemnoalkalnih metala rastvorljive u vodi, dok su soli prelaznih metala,

10



p-blok metala i lantanoida talozene iz vode daju¢i soli rastvorljive u etru 1 hloroformu, pa ¢ak

u nekim slu¢ajevima i u benzenu i ugljen-disulfidu [9].
2.1.1 Struktura i sinteza ditiokarbamata

Ditiokarbamati su jedinjenja kod kojih je karbonilna grupa (C=0) zamjenjena tiokarbamatnom
grupom (C=S), §to rezultira opstom formulom (R2N)(CS)S", gdje R oznacava alkil ili aril grupu
[10]. Sto se tiGe molekulske geometrije, ditiokarbamati najée$ée imaju planarnu strukturu zbog
sp? hibridizacije atoma ugljenika vezanog za atome azota i sumpora. Ova planarnost igra
klju¢nu ulogu u procesu helacije u njihovim kompleksnim jedinjenjima jer omogucava efikasnu
interakciju izmedu orbitala ditiokarbamata i metalnih centara [11]. Duzine veza i uglovi u
strukturi ditiokarbamata takode su od znacaja, duZina N-C veze je obi¢no kraca od C-S veza,

Sto ukazuje na djelimi¢ni dvostruki karakter veze izmedu azota i ugljenika [12].

Struktura ditiokarbamatne grupe predstavljena je rezonantnim strukturama na slici 1.

S

. 3
//S + 7
RZN_C - R2 - R_zN C \
N¢ . :

S

(a) (b) ()

Slika 1. Rezonantni oblik ditiokarbamato-anjona

Sposobnost dtc da stabilizuju kako niskovalentna, tako i visokovalentna stanja metalnih jona,
Cesto se pripisuje prisutnosti tautomerije. Ditiokarbamatni oblik (a,b) ukazuje na prisustvo
slobodnog para elektrona na atomu azota (sp® hibridizacija), §to dovodi do piramidalnog
rasporeda supstituenata u molekulu. S druge strane, u tautomeru (c), elektronski par je
delokalizovan izmedu atoma ugljenika i azota, pri éemu atom azota prelazi u sp? hibridizaciju,
a veza poprima djelimicni karakter dvostruke veze. Zbog toga, ditiokarbamat u obliku (a,b),
koji se ponasa kao meki donorski ligand, najpogodniji je za vezivanje sa niskovalentnim
metalnim jonima. Nasuprot tome, tautomer (c), s izrazenim negativnim naelektrisanjem
lokalizovanim na sumporu, smatra se tvrdim donorskim ligandima, prikladnim za formiranje
veza sa visokovalentnim metalima, a veza N-C ima karakter djelimicno dvostruke veze §to

znaci da je otezana rotacija oko nje [13].

Sinteza ditiokarbamata obi¢no ukljucuje reakciju ugljen-disulfida (CS2) sa primarnim ili

sekundarnim aminima. Ova reakcija dovodi do formiranja ditiokarbamatnih soli, koje se dalje
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mogu pretvoriti u razli¢ite derivate promjenom supstituenata na atomu azota [14]. Strukturna
stabilnost ditiokarbamata zavisi od prirode amina koris¢enog u sintezi. Ditiokarbamati izvedeni
iz cikli¢nih ili aromati¢nih amina cesto pokazuju specificne strukturne karakteristike u
poredenju sa onima izvedenim iz alifati¢nih amina [15]. Prisustvo razli¢itih supstituenata moze
takode uticati na stabilnost i1 reaktivnost ditiokarbamatne strukture, kao i na njenu helatnu

sposobnost sa metalnim jonima [16].

Ditiokarbamatne soli alkalnih metala opste formule (R2NCSS—M) mogu se dobiti u reakciji

predstavljenoj jednacinom (1):

U ovim reakcijama nastaje ¢vrsta supstanca, blijedo obojena, rastvorna u vodi i u polarnim

organskim rastvara¢ima [17].

Amonijum so ditiokarbaminske kiseline moze se sintetisati prema reakciji prikazanoj u

jednacini (2).

N—H + CS, — N (2)

H H S”NH,

Zakiseljavanjem koncentrovanog rastvora ove soli, formira se ditiokarbaminska kiselina, koja
se pojavljuje kao Cvrsta kristalna supstanca. Medutim, ove kiseline su izuzetno nestabilne, a
samo nekoliko njih je uspjesno izolovano. Njihova razgradnja dovodi do ponovnog oslobadanja
polaznog amina i ugljen-disulfida. Iako su vrlo nestabilne, moguce ih je kratkotrajno skladistiti
na temperaturi ispod 5 °C. Takode, ove kiseline mogu biti talozene iz vodenog rastvora
ditiokarbamata dodavanjem neke jake mineralne kiseline [13]. S-aril ditiokarbamatna so moze

se dobiti prema reakciji prikazanoj u jednacini (3).

OTf

o »/ OT;‘

CH, (I rt, 2-4h

(o1 R

Ova sinteza je jednostavna i brza reakcija koja se odvija bez upotrebe metala. U procesu se

koriste tri komponente: diariljodonijum triflat, alifatski amini (koji mogu biti cikli¢ni ili
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acikli¢ni), i ugljen-disulfid (CS.). Reakcija je laka za sprovodenje jer ne zahtjeva dodatne
hemikalije poput baza ili katalizatora i odvija se pod blagim uslovima, na sobnoj temperaturi.
Metoda je pouzdana, moze se koristiti za dobijanje veéih koli¢ina ditiokarbamata i primjenljiva
je na Sirok spektar razli¢itih supstanci. Kompjuterska analiza bioloske aktivnosti S aril
ditiokarbamata pokazala je da ve¢ina ima potencijal za upotrebu u medicini, s dobrim
osobinama za apsorpciju, distribuciju, metabolizam i izbacivanje iz organizma, uz nisku
toksi¢nost [18].

2.1.2. Nacin koordinacije ditiokarbamata sa metalima

Zbog sposobnosti ditiokarbamata da formiraju stabilne komplekse sa jonima prelaznih metala
popunjavanjem njihovih s, p i d orbitala, ovi ligandi se izdvajaju kao izuzetno efikasni. Postoji
¢itav niz nacina vezivanja ditiokarbamata sa metalima pocevsi od vezivanja sa jednim, pa do

vezivanja sa Cetiri jona metala.

Derivati ditiokarbamata mogu se povezivati sa metalnim centrima na najmanje devet razli¢itih
nacina. Od tih devet, Sest Cesto prisutnih tipova koordinacije, prikazanih na slici 2, dokazano

dovodi do formiranja jedinjenja sa znacajnim bioloskim svojstvima.

S—M ]
/(\ / /(
R.N—C| M R,N—C R,N—C( M
N\ /
S S
(A) (B) (O
I
S—M NR;
/ S—__ S C
RZNC< \\C\ IS/_\\/S\
\S—M M\S\M M M M
(D) (E) (F)

Slika 2. Najznacajniji nacini vezivanja ditiokarbamata za metal [17]

Ova jedinjenja se mogu ponasati kao helatni ligandi $to se moze vidjeti na slici 2. (A),
formirajuéi gotovo simetricne veze izmedu atoma metala i sumpora. Veli¢ina ugla S-M-S
obi¢no varira od 65° do 80°, u zavisnosti od veli¢ine liganda i metalnog jona. Duzine veza
zavise od helatnog efekta i kreéu se izmedu 2,25 i 2,55 A, pri ¢emu je ovakvo vezivanje
termodinamicki povoljnije, od ostalih nacina vezivanja. Monodentatna koordinacija liganda
metala prikazana je na slici 2. (B) i obi¢no se javlja kada nema dovoljno prostora za drugu

koordinaciju sumpora, zbog sternih i elektronskih smetnji drugih liganada ili visoke aktivacione
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barijere za dodatno vezivanje. Elektronski faktori u metalnom centru takode mogu onemoguciti
koordinaciju, npr. kada nema dostupnih praznih orbitala sa odgovaraju¢om simetrijom ili
energijom za prihvatanje slobodnog elektronskog para sa drugog atoma sumpora. Ova
koordinacija je Cesta kod kompleksa zlata (III). Kod monodentatnih liganada, duzine veze
izmedu ugljenika i sumpora mogu znacajno varirati. U nekim slu¢ajevima, dvije metal-sumpor
veze su razlicite, ali jo§ uvek unutar ocekivanog raspona za ovakvu interakciju. Ovakav nacin
vezivanja Cesto se naziva "anisobidentatni” slika 2. (C) i moze biti predmet diskusije zbog
uticaja cis i trans efekata na duzine veza. U tetraedarskim klasterima bakar(I) ditiokarbamata,
koji nastaju redukcijom jednog elektrona, prisutan je naéin vezivanja kao na slici 2. (D). Ovi
klasteri su koris¢eni u PET (Pozitronska Emisiona Tomografija) snimanjima sa ®‘Cu i kao
inhibitori superoksiddismutaze (SOD). Mostno vezivanje ditiokarbamata izmedu dva ili vise
metalnih atoma je prikazano na slici 2 (F). Ovo je rijedak nacin vezivanja i nema poznat bioloski

znacaj [17].

2.1.3. Nacini sinteze kompleksnih jedinjenja sa ditiokarbamatnim ligandima

Ditiokarbamati predstavljaju Siroku klasu liganada. Njihova sposobnost da formiraju stabilne
komplekse sa metalnim jonima rezultat je delokalizacije elektrona koja obuhvata N(CSS)
grupu i dalje se prenosi na metalni centar (slika 3.). Kao rezultat toga, omoguceni su razli€iti
nacini vezivanja (monodentatni, bidentatni ili polidentatni prema dva ili tri metalna centra) 1

stabilizacija metalnih jona u Sirokom rasponu oksidacionih stanja [19].

R\ S R S
N{G - = >—<
R/ S R s

Slika 3. Ditiokarbamatni ligand [19]

Sposobnost stabilizacije visokih oksidacionih stanja metala u metalnim kompleksima dtc-a
odrazava snaznu c-vezu karakteristicnu za ove ligande. lako njihova (CSS) grupa posjeduje c-
donorske i m-povratne donorske karakteristike iste veli¢ine, ovi ligandi imaju planarne
delokalizovane m-orbitalne strukture. Ovaj efekat rezultira snaznom donacijom elektrona i,
samim tim, visokom gustinom elektrona na metalu, $to dovodi do njegovog sledeceg viseg

oksidacionog stanja [20].

Jedan od najceS¢ih nacina sinteze ditiokarbamatnih kompleksa prelaznih metala ukljucuje

zamjenu postojecih liganada u metalnim kompleksima sa ditiokarbamatnim ligandima. U ovom
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procesu, dodavanjem ditiokarbamatne soli metalnom prekursoru [MLX], dolazi do zamjene
postojecih neutralnih i anjonskih liganada (L 1 X) ditiokarbamatnim ligandima, prema shemi 1.

[17].

S
L R S - aN
M\ + ;N (6 LL- R2N—C< M
X R s - N

Shema 1. Sinteza kompleksa dtc zamjenom postojecih liganada [17]

Drugi nacin je oksidativna adicija tiuram-disulfida na metalni centar, kao $to je prikazano na
shemi 2. Ovaj postupak zahtijeva da se metalni centar lako oksiduje i obi¢no rezultuje

ugradnjom dva ditiokarbamatna liganda.

S

/ /
M+ 1/2 RyN—C \C—NRz ——— RN—C[ M

\/

S—S S

Shema 2. Oksidativna adicija tiuram-disulfida na metalni centar [17]

Tre¢i nadin ukljucuje dodavanje ugljen-disulfida u prethodno formirano metal-amidno
jedinjenje, predstavljeno shemi 3.

S

7\

M—NHR, + CS2 — > R,N—C{ M

\/

S

Shema 3. Dodavanje ugljen-disulfida u metal-amidno jedinjenje [17]

Martini i saradnici su sintetisali kompleks MnL. (L = bis(N-etoksietil)ditiokarbamat)),
Mn(IN[(S2CN(CH2CH20Et)).]. Sinteza pocinje dodavanjem MnClz-4H>0 u vodeni rastvor
koji sadrzi dva ekvivalenta natrijumove soli liganda bis(N-etoksietil)ditiokarbamata (NaL’), pri
¢emu ditiokarbamatni anjon ([S2CN(CH2CH20Et)2]") funkcioniSe kao bidentatni helirajuci

ligand, vezujuéi se za metal putem sumporovih atoma [21].

15



0]
R " O// R
\N\(“’" R >/N/ 0, ',Mn< N
/ 7 Mey, o W \) N S )
R £ Mn \ / X \
L NG R ’ /\\ S R
14 \I’il 25
- ;
R R /o
. e’»
oY :
& oV
N N> (‘}&
[R2NCS;] R e
N/
.m, =TT
aMngy . )
Clz 4H20 ‘o R\ ., | —’_S
> N ".’ ", M oW
PEHAS, B
N~Rr
3,6 R/

Shema 4. Predlozene sheme sinteze Mn(II)((S2CN(CH2CH,0Et),),] [21]

Ajibade i saradnici su sintetisali komplekse postupkom prikazanim na shemi 5, molekulske
formule [ML2] gdje je M: Mn(l1), Cu(ll), Zn(I1) i Pt(11), a ligand je:
2-((p-tolilamino)metil)fenilditiokarbamat [22].

NH, OH
CHO
| C[ 1. reflux 8h, MeoH
oy 2 NaBH4, 200, McOH:DCM N cH,
CH,

0

AHL

HOY “sD

H,C CH, &

/N o
:@, Q; “.’2‘]33 /\«
Q_/ - \_Q m( \ /

M = Mn, Cu, Pt, Zn

i

Shema 5. Opsti sinteticki put za [ML;] gdje je M Mn(I1), Cu(lIl), Zn(11) i Pt(11), a L 2-((p-

tolilamino)metil)fenilditiokarbamat [22]

Adeyemi i saradnici sintetisali su komplekse kalaja(lVV) (shema 6) molekulske formule:
[(CH3)2Sn(L(OH))2] i [(C4Ho)2Sn(L(OH))2], gdje je L -N-hidroksietil ditiokarbamat [23].

16



HO
HO\/\| R,SnCl, —\_ 4N\
NH + CS; + NH,OH — & —2» N, Sn

N
. %s/ll?\sy 4\——OH

R = CH3 or C4Hg
Shema 6. Sinteza alki-kalaj(1V) N-metil-N-hidroksietilditiokarbamat kompleksa [23]

2.2 Primjena ditiokarbamata

Ditiokarbamati, poznati po svojim izuzetnim sposobnostima kompleksiranja, imaju Sirok
spektar primjena u razliCitim oblastima. Hemijske osobine i1 bioloska aktivnost kompleksa
metala s ditiokarbamatima zavise od osobina centralnog metala i ditiokarbamatnog liganda.
Posebno su znacajni tip C—N lanca i prisustvo C—S veza, koji omogucavaju kompleksima da

imaju poboljsanu biolosku efikasnost i $iri spektar korisnih svojstava [24].

Derivati ditiokarbamata pokazuju antibakterijsku, antifungalnu i antituberkuloznu aktivnost.
Ispoljavaju pro- i antioksidative efekte u bioloskim sistemima i uéestvuju u celijskim redoks
procesima zahvaljuéi visokoj propustljivosti membrane. Neki od dtc-a se koriste u lijeCenju
trovanja teSkim metalima. Pokazuju znacajan potencijal i u poljoprivredi i industriji zbog svojih

svojstava helatiranja metala i antioksidativnih karakteristika [25].

2.2.1. Primjena ditiokarbamato jedinjenja u medicini

Razvoj medicinske primjene ditiokarbamata traje viSe od 40 godina, a njihova uloga u

medicini prikazana je na shemi 7.

oy
Antikancerogeno
dejstvo

CEE—

Antituberkulozno
dejstvo

Antioksidativno

dejstvo

DTCu
medicini
_ N .
Antibakterijsko Neuroprotektivno
dejstvo dejstvo
v /
N
Antivirusno
dejstvo

Shema 7. Primjena dtc-a u medicine
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Antikancerogeno dejstvo

U medicini su ditiokarbamati istrazivani zbog svojih terapeutskih svojstava, ukljucujuéi
inhibiciju proteazoma zavisnu od bakra i indukciju apoptoze u ¢elijama kancera, §to ukazuje na
potencijalne primjene u lijeCenju bakterijskih i gljivi¢nih infekcija, kao i u borbi protiv bolesti
poput AIDS-a. Jedan od ditiokarbamata, pirolidin-ditiokarbamat (PDTC), je sinteticki
antioksidant koji ima potencijal da inhibira aktivaciju nuklearng faktora kappa B (NF-«B,

protein koji funkcioniSe kao faktor transkripcije) [26].

Jedinjenja na bazi ditiokarbamata mogu inhibirati i katalazu (enzim odgovoran za rast kancera)
i indukovati apoptozu u mitohondrijama. Kompleksi pirolidin-ditiokarbamata (PyDT) sa Zn(Il)
1 Cu(Il) kao centralnim atomima su uporedeni u lije€enju kancera dojke i prostate. Kompleks
sa bakrom je bio snazniji u inhibiciji proteazoma i indukciji apoptoze. Kompleksi dtc-a sa
Au(III) takode se ispituju kao antikancerogena sredstva. U poredenju sa cisplatinom oni su

.....

inhibiraju sintezu DNK i RNK [27].

Disulfiram (DSF), ¢ija je struktura prikazana na slici 4., je anti-alkoholni lijek koji je pokazao
antikancerogeno dejstvo kada je pacijent sa metastatskim kancerom dojke postigao potpunu
remisiju 1977. godine. Sprovedeno je 21 klini¢ko ispitivanje sa fokusom na metastatski kancer
dojke, prostate, pankreasa, glioblastoma i melanoma, gdje je DSF koris¢en samostalno, sa
solima bakra ili kao dodatak standardnoj hemoterapiji [28]. Disulfiram takode djeluje na
centralni nervni sistem inhibiraju¢i dopamin-B-hidroksilazu, S§to uzrokuje povecanje
koncentracije dopamina u mozgu. Ovo moze izazvati Sizofreniju, a rijetko 1 psihozu kod inace
zdravih osoba. Medutim, rezultati upotrebe disulfirama su kontradiktorni. U kontrolisanim
uslovima, dobijeni rezultati su pozitivni, iako se Cesto prepisuje na kraci period. Razlozi nisu
potpuno poznati, ali istraziva¢i smatraju da su neZeljeni efekti obi¢no manji i da su teSke
neprijatne reakcije rijetke, iako je potrebno pracenje [27].

CHs

Nr\\/CH3

S
s
Hac/‘\N s Y

y !

H3C

Slika 4. Struktura disulfirama
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Znacajan napredak u razumijevanju mehanizama djelovanja ditiokarbamata postignut je
istrazivanjem razli¢itih puteva, kao $to je ve¢ pomenuto, ukljucujuéi njihov uticaj na sistem
ubikvitin-proteazoma (UPS), generisanje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), epigenetske faktore

1 mati¢nost ¢elija raka. Mnogi od ovih mehanizama ve¢ su opisani, ukratko su predstavljeni na

slici 5.
I s Inhibicija 265-proteazoma
Inhibicija proteazoma | . Nakupljanje ubikvitinovanih proteina
(UPS) + Formiranje citotoksiénih agregata
\ Indukcija celijske smrti

. - P _.: == Indukcija putem Fentonove i Haber-Weiss reakcije
GE‘HE‘IIFaIlJE"IE‘ahtl_\- I}_lh » Inhibicija anticksidanata (npr. supercksid dismutaza
vrsta kiseonika (ROS) |« Akivacija ROS/pi3 putanje
o Indukcija apoptoze

(v Interferencija sa DNK

Epigenetske metiltransferazama
- + Demetilacija i reaktivacija

promene K_utiﬁunih gena
("« Inhibicija [-«B kinaze
Inhiljicija + Smanjena otpornost celija na apoptozu
PN g T » Inhibicija CA12/AE2:
maticnih ¢ ean + Smanjena invazija i migracija celija raka
raka N

e e a Smanjena proliferacija, migracija i
Inhibicija formiranje novih krvnih sudova
angiog‘eneze * Inhibicija rasta solidnih tumora

e

) W —

Slika 5. Ukratko predstavljen mehanizam djelovanja dtc u terapiji kancera

Antituberkulozno dejstvo

Neki N-mono- i N,N-di-supstituisani ditiokarbamati su kori§¢eni za ljeCenje tuberkuloze,
djeluju¢i inhibicijom enzima karboanhidraze. Oba enzima, mtCA 1 (Rv1284) i mtCA 3
(Rv3273), su inhibirani upotrebom ditiokarbamata formule R1R2N-CSSM, gdje je R1 H, alkil
ili supstituisani alkil, R> je alkil, aril ili heterociklus, a M je Na, K ili trietilamonijum. Ovi dtc-

i su bili efikasniji od uobicajeno koriséenih ljekova [29].

Neuroprotektivno dejstvo

Nekoliko hibrida kumarina i ditiokarbamata je sintetisano i ispitano za lijeenje Alchajmerove
bolesti. Testirano je nekoliko jedinjenja, i ustanovljeno je da terminalna amino grupa povezana
sa ditiokarbamatnim dijelom inhibira acetilholinesterazu (AChE), dok cikliéni aminski
supstituenti imaju jacu aktivnost od alkil amina. Istovremeno, pokazalo se da je piperidinilna
grupa korisnija od pirolidinilne grupe. Medutim, jedinjenje koje je pokazalo najbolju aktivnost
se dobija vezivanjem lanca od cetiri ugljenika izmedu kumarina 1 dijela ditiokarbamata.
Dobijeno jedinjenje ima maksimalnu sposobnost inhibicije enzima. Ono moze istovremeno da
djeluje na kataliticko aktivno mjesto (CAS) i periferno anjonsko mjesto (PAS) AChE, ¢ime se
preokrece kognitivna disfunkcija [30].
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Antivirusno dejstvo

Ditiokarbamati su koris¢eni za lijeCenje koronavirusa MERS (bliskoisto¢ni respiratorni
sindrom) i SARS (teski akutni respiratorni sindrom). Konkretno, disulfiram (slika 4.), lijek koji
se koristi za lijeCenje alkoholizma, pokazao se kao efikasan u inaktivaciji virusnih
koronavirusnih proteina (tioproteaza i RNK replikaza). | disulfiram i neki njegovi derivati
(tiram i dipentametilen-tiuram disulfid (DPTD) su sposobni da inhibiraju PLpro, papain-sli¢nu

proteazu, kroz alosteri¢ku inhibiciju [27].

DSF i njegov metabolit dietilditiokarbamat (DDC) takode pokazuju antivirusna dejstva protiv
ljudskog imunodeficijentnog virusa HIV-a i koris¢eni su u klinickim ispitivanjima. Moguci
mehanizam reaktivacije virusa pomoc¢u DSF pripisuje se stimulaciji signalnog puta proteinske
kinaze B. Ovaj put aktivira NF-kB-zavisnu provirusnu transkripciju, i kao posledicu,
reaktivaciju latentne HIV-1 ekspresije [28].

Antibakterijsko dejstvo

Interes za razvoj novih antibakterijskih jedinjenja je rezultat porasta broja bakterija otpornih na
ljekove. Kompleksi ditiokarbamata su se pokazali aktivnijim protiv mikroba nego ligandi iz
kojih su kompleksi nastali. Aktuelnost ispitivanja antibakterijske aktivnost dtc-kompleksa u
odnosu na slicne grupe jedinjenja se pripisuje njihovoj slaboj rastvorljivosti u vodi, relativno
lakoj sintezi u laboratorijskim uslovima i stvaranju stabilnih kompleksnih jedinjenja. Najcesce
se dejstvo ditiokarbamatnih kompleksa ispituje na: Staphylococcus aureus Salmonella

typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i dr. [31].

Kompleksi metala zZn(1l), Cd(Il), Hg(ll), Cu(ll), Co(ll) i Ni(ll) sa ligandima p-hlorofenil-
ditiokarbamatom i p-Bromofenil-ditiokarbamatom pokazuju da prisustvo metalnog jona
rezultira poboljsanom efikasno§cu protiv bakterija E. coli, S. mercescens i S. aureus u poredenju
sa slobodnim ligandom. Medutim, kompleksi su pokazali slabu do nikakvu aktivnost prema

ispitivanim gljivicama T. viride i M. albicans [19].

Ispitivane su i antibakterijske aktivnosti kompleksa difenil(l1)-ditiokarbamata sa Ni, Cu i Zn
kao centralnim jonima. Zapazeno je da svaki od kompleksa pokazuje razlicitu efikasnost protiv
Cetiri bakterijska (B. subtilus, P. aeruginosa, E. coli i Rhodococcus sp.) i Cetiri gljivicna soja
(A. niger, A. flavus, C. albicans i Acetomyceta sp.). Najbolji inhibitorni efekat protiv svih

testiranih bakterijskih vrsta su pokazali kompleksi cinka [32].
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Inhibitorno dejstvo na E. coli, S. aureus, S. typhimurium, KI. pneumoniae su pokazali i
kompleksi sa dtc ligandima: tris(efedrin-ditiokarbamat)-om, N-etil-N-fenil-ditiokarbamatom,

dibenzil-ditiokarbamatom i N-metil-N-fenil-ditiokarbamatom [31].

Antioksidativno dejstvo

Metalni kompleksi dtc-a pokazali su znacajne antioksidativne aktivnosti. Pripremljeni su
mjesoviti kompleksi Zn(I1) i Ni(Il) izvedeni iz natrijumove soli N-alkil-N-fenil ditiokarbamata
i benzoeve kiseline. Kompleksi nikla su pokazali bolje antioksidativne osobine u poredenju sa
cinkovim kompleksima. Medutim, u cjelini su etil-supstituisani ditiokarbamatni kompleksi
pokazali superiorna antioksidativna svojstva. Pa se moze zakljuciti da etil-supstituisani dtc-i

kompleksi imaju superiorna antioksidativna svojstva u poredenju s metil-supstituisanim [33].

Ispitivane su antioksidantne aktivnosti Co(lll) kompleksa sa N,N-diarilformamidinskim
ditiokarbamatom koriste¢i DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) test. Rezultati su pokazali da su
Co(Ill) kompleksi bili efikasniji antioksidanti u poredenju sa njihovim prostim
ditiokarbamatnim solima. Ovi kompleksi bi mogli biti koris¢eni u razvoju ljekova za borbu
protiv bolesti povezanih sa oksidativnim stresom, kao Sto su Parkinsonova, Alchajmerova

bolest, dijabetes i kardiovaskularne bolesti [10].

Sintetisan je kompleks Cu(ll) sa natrijum-N-etil-N-fenilditiokarbamatom kao ligandom i
ispitana je njegova antioksidativnost DPPH metodom. Aktivnost hvatanja DPPH radikala Cu(ll)
kompleksa je znacajno viSa u odnosu na slobodni ligand, Sto ukazuje da je ovaj kompleks
mnogo bolji hvata¢ slobodnih radikala i antioksidant u poredenju sa ligandom, ali je niza u

poredenju sa askorbinskom kiselinom kao standardom [33].

Adeyemi i saradnici su proucavali komplekse alkitin(IV) N-metil-N-hidroksietil-
ditiokarbamata i ustanovili da ova jedinjenja pokazuju znacajnu aktivnost uklanjanja radikala
putem razli¢itih testova, ukljuc¢uju¢i DPPH i testove uklanjanja azot-monoksida[23]. Sli¢no
tome, Venkatesh i saradnici su pokazali da S-benzil ditiokarbamati imaju znacajnu

antioksidativnu aktivnost, koja moze biti korisna u tretmanu Alchajmerove bolestin [35].

Antioksidativni mehanizmi ditiokarbamata nisu ograniceni na direktno uklanjanje radikala.
Oladipo i saradnici su naveli da kompleksi ditiokarbamata mogu modifikovati aktivnost
kljucnih proteina uklju¢enih u odgovore na oksidativni stres, ¢ime povecavaju ukupni
antioksidativni kapacitet bioloskih sistema [10]. Pored toga, Tella i saradnici su pokazali da
dietilizopropil-ditiokarbamati mogu ublaziti toksi¢nost izazvanu diklofenakom kod pacova,

¢ime dodatno ilustruju zastitne efekte ovih jedinjenja protiv oksidativnog ostecenja [24].
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Pirolidin ditiokarbamat (PdTc) je takode istaknut zbog svojih zastitnih efekata protiv oStec¢enja
jetre izazvanih izoniazidom i rifampicinom, ¢ime se pokazuje njegova uloga kao snaznog
antioksidanta [36]. Ovo jedinjenje ne samo da uklanja slobodne radikale, ve¢ i inhibira
proinflamatorne puteve, ¢ime pruza dvostruki mehanizam djelovanja u smanjenju oksidativnog
stresa. Dalje, sinteza razliCitih derivata ditiokarbamata dovela je do otkrica jedinjenja sa
poboljSanim antioksidativnim svojstvima, kao Sto su zabiljezili Maurya i Bajpai, koji su

pregledali bioloske primjene metalnih kompleksa ditiokarbamata [37].

U zakljucku, ditiokarbamati pokazuju znacajnu antioksidativnu aktivnost kroz vise
mehanizama, uklju¢ujuéi direktno uklanjanje radikala i modulaciju puteva oksidativnog stresa.
IstraZivanja njihovih derivata 1 kompleksa i dalje otkrivaju njihove potencijalne terapeutske

primjene u raznim bolestima povezanim sa oksidativnim stresom.

2.2.2. Primjena ditiokarbamata u farmakokinetici

Ditiokarbamati mogu imati uticaj na albumine putem formiranja kompleksa sa ovim proteinima,
Sto moze promijeniti njihovu funkcionalnost 1 sposobnost vezivanja drugih molekula u krvi.
Ova interakcija moZe imati implikacije na distribuciju ljekova, transport molekula i1 druge
bioloske procese [4]. Ispitivanje interakcije dtc-kompleksa sa BSA i HSA pruza uvide u
ponasanje ovih kompleksa u bioloskim sistemima kao i razumjevanje farmakokinetike i

farmakodinamike potencijalnih kandidata za ljekove, posebno u lije¢enju tumora [5].

Ispitivana je interakcija ljudskog albumina i kompleksa Zn(ll) sa dtc-ligandom, [Zn(ph-
dtc)(bpy)]Cl i [Zn(ph-dtc)(phen)]Cl (gdje je bpy=2,2' -bipiridin, phen-fenantrolin 1,10-
fenilacetilhidrazididitiokarbamat). Kompleksi su pokazali znacajnu citotoksi¢nost prema
¢elijama kancera $to je analizirano na osnovu njihovog uticaja na fluorescenciju HSA. HSA je
najobilniji protein u ljudskom organizmu 1 igra klju¢nu ulogu u transportu 1 eliminaciji mnogih
endogenih i egzogenih jedinjenja. Veéina distribucije ljekova kontrolise se HSA-om jer mnogi
ljekovi cirkuliSu u plazmi i dosezu ciljna tkiva vezanjem za ovaj protein, koji se takode nalazi

u tumorskim ¢elijama gdje djeluje kao nosa¢ mnogih antitumorskih ljekova [38].

Sintetisani su i karakterisani kompleksi osmijuma(ll) Osl1-3, sa hemijskom formulom
[0s"LCI2H20], [L = 2,6-bis(5-tert-butil-1H-pirazol-3-il)piridin (za Os1), 2,6-bis(5-tert-butil-1-
metil-1H-pirazol-3-il)piridin (za Os2) ili 2,2".6',2"- terpiridin (za Os3)]. Fluorescencijska
spektroskopija koriS¢ena je za proucavanje interakcija ovih kompleksa sa ljudskim serum

albuminom (HSA), pri ¢emu je uoceno smanjenje fluorescencije, Sto ukazuje na promjene u
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tercijarnoj strukturi HSA usled vezivanja ovih kompleksa. Analizom Stern—\Volmerove
konstante (Kb) utvrdeno je da ovi kompleksi umjereno stupaju u interakciju sa HSA, pri cemu
su identifikovana po jedno mjesto vezivanja za svaki od ispitivanih kompleksa na HSA
molekulu [39].

Ispitivana je interakcija izmedu humanog serumskog albumina (HSA) i kompleksa Pd(II) sa
butilditiokarbamatnim i fenantrolinskim ligandima, oznacenog kao [Pd(But-dtc)(phen)]NOs
(gdje je But-dtc = butilditiokarbamat, a phen = 1,10-fenantrolin). Rezultati fluorescencijske
spektroskopije pokazali su da Pd(IT) kompleks efikasno prigusuje intenzitet fluorescencije HSA
molekula putem statickog mehanizma, ukazujuci na formiranje stabilnog kompleksa izmedu
Pd(Il) i HSA. Pored toga, apsorpciona titracija potvrdila je visok afinitet vezivanja Pd(Il)
kompleksa za HSA. Termodinamicki parametri, uklju¢ujuéi negativnu Gibbsovu slobodnu
energiju i pozitivne vrijednosti entalpije i entropije, sugerisali su da su hidrofobne interakcije
klju¢ne za stabilizaciju HSA—-Pd(Il) kompleksa. Kvantitativna analiza cirkularnog dihroizma
(CD) pokazala je znaCajne promjene u sekundarnoj strukturi HSA, S§to ukazuje na
konformacione promjene u HSA izazvane prisustvom Pd(Il) kompleksa. Ovi rezultati pruzaju
vazne uvide koji bi mogli doprinjeti daljem razvoju Pd(Il) kompleksa za potencijalnu primjenu
u biomedicinskim naukama, ukljucujuéi terapiju kancera, jer interakcije sa HSA igraju znac¢ajnu

ulogu u farmakokinetici i distribuciji ljekova [40].

Sintetisan je 1 karakterisan novi kompleks paladijuma(ll) opSte formule [Pd(bpy)(proli-
dtc)][NOs, u kojem su bpy i proli-dtc ligandi 2,2'-bipiridin i pirolin-ditiokarbamat. ICso
vrijednost utvrdena na ¢elijama K562 ukazala je na obecavajucu citotoksi¢nost. Interakcija
kompleksa sa CT-DNK i serum albuminom (BSA) istrazivana je razli¢itim spektroskopskim
metodama (UV-Vis, fluorescencija, FRET, CD), kao i nespektroskopskim tehnikama
(elektroforeza, viskoznost, doking simulacija). Rezultati su pokazali jake hidrofobne interakcije
sa CT-DNK i srednje interakcije sa BSA putem vodoni¢nih veza i van der Valsovih sila, $to

ukazuje na potencijal BSA za efikasan transport kompleksa [41].
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2.2.3. Primjena ditiokarbamato jedinjenja u poljiprivredi

U poljoprivredi ditiokarbamati nalaze primjenu i kao fungicidi (za suzbijanje fitoptogenih
gljiva), a mogu se Koristiti i za suzbijanje Stetnih insekata (insekticidi) i za suzbijanje krova
(herbicidi). Ditiokarbamatne karakterise Sirok spektar aktivnosti protiv razli¢itih biljnih
patogena (prije svega gljiva, ali i bakterija) i niska toksi¢nost prema sisarima. Mehanizam
djelovanja ovih jedinjenja zasniva se na njihovoj sposobnosti da se snazno veZzu za metale poput
bakra (Cu), gvozda (Fe), kobalta (Co) i olova (Pb). Oni djeluju kao inhibitori enzima tako $to
blokiraju kljucne tiol grupe u ¢elijama. Ove tiol grupe su vazne za rad enzima, a inhibicija se
desava putem organskih molekula koji nastaju tokom metabolizma ili kroz koordinaciju sa
metalnim jonima poput cinka i mangana, njihovo djelovanje na bioloSke organizme postaje
efikasnije kada se formiraju soli teSkih metala sa ditiokarbamatima [6], [42]. Ditiokarbamate
koji su nasli primjenu u poljoprivredi mozemo podijeliti u Cetiri podklase prema njihovom

ugljeni¢nom skeletu:

Metil-ditiokarbamati (MDTC), primjer: metam natrijum, ¢ija je struktura prikazana na slici 6 .
On se koristi za tretiranje zemljiSta u poljoprivredi, uglavnom za suzbijanje StetoCina kao
insekticid. Takoder je odobren za upotrebu na prehrambenim 1 sto¢nim usjevima, kao i na
travnjacima. Njegovom primjenom nastaje visoko toksican i isparljiv gas metil izotiocijanat,

koji ima $iroko pesticidno djelovanje [43].

A

5 Na

Slika 6. Struktura Metam-natrtijuma

Dimetil-ditiokarbamati (DMDTC), primjeri: ciram, tiram i ferbam ¢ije su strukture prikazane
na slici 7. Ciram se najceSce se koristi u suzbijanju prouzrokovaca antraknoze na mahunarkama,
paradajzu, pasulju, duvana itd. Ferbam se koristio kod suzbijanja gljivicnih patogena koji
izazivaju brojna obiljenja na vocu i povréa, a dosta za suzbijanje prouzrokovaca kovrdzavosti
lista breskve, zatim prouzrokovaca ¢adave pjegavosti lista i krastavosti plodova jabuke, kao 1
prouzrokovaca plamenjae duvana. Tiram se koristio za suzbijanje patogena koju prave
problem u zemljistu kao $to su: Pythium, Rhizoctonia solani, Fusarium i dr., zatim za suzbijanje

prouzrokovaca rda na ukrasnim biljkama, kao i prouzrokovaca Cadave pjegavosti lista i
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krastavosti plodova kod kruske. Ova aktivna materija moze se Koristiri i za Suzbijanje

prouzrokovalca sive trulezi (Botrytis cinerea)[44].
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Slika 7. Strukrure primjera dimetil-ditiokarbamatnih pesticida

Etilen-bis-ditiokarbamati (EBDTC), primjer: mankozeb, cineb, maneb i metiram.

Strukture mankozeba i1 zineba su prikazane na slici 8. Maneb se najces¢e koristi kod

prouzrokovaca plamenjace krompira i paradajza, kao i kod prouzrokovaca rda brojnih

poljoprivrednih kultura. Cineb se upotrebljavao za suzbijanje prouzrokovaca raznih

trulezi plodova, prouzrokovaca ¢adave pjegavosti lista i1 krastavosti plodova jabuke, i

prouzrokovaca plamenjace krompira [44].
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Slika 8. Strukture primjera etilen-bis-ditiokarbamata

Propilen-bis-ditiokarbamati (PBDTC), primjer: propineb, struktura je prikazana na slici 9. [27]
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Slika 9. Struktura propineba
Ditiokarbamatni fungicidi (DTF) iz razliCitih grupa imaju razliitu toksicnost, sto dovodi do
varijacija u procjeni rizika izloZzenosti odredenim fungicidima. Zbog svoje toksi¢nosti, fungicidi
poput cineba su zabranjeni u mnogim zemljama Sirom svijeta, uklju¢uju¢i SAD i EU, dok su u
zemljama u kojim je trenutno dozvoljena upotreba, postavljeni maksimalni limiti rezidua u
opsegu djelova po milionu (ppm) od strane razli€itih organizacija, za razlicite prehrambene i
poljoprivredne proizvode. Evropska komisija je postavila maksimalno dozvoljene koli¢ine
rezidua (MDK/ eng. maximum residual level - MDK) od 0,01-25 ppm za ditiokarbamate
ukljucujuéi maneb, mankozeb, metiram, propineb, tiram i ciram u razli¢itim biljkama i
proizvodima biljnog ili Zivotinjskog porijekla (izrazenih kao CS>,). Prekomjerna upotreba DTF-
a nastavljena je i u poslednjim godinama, na primjer, utvrdene su koli¢ine ve¢e od MDK-a u
paradajizu, od 20 farmera i 25 trzi$nih prodavaca u okrugu Vakiso u Ugandi, zatim u kiviju i
kruskama od viSe Evropskih zemalja ¢ije je mjerenje sprovela Norveska u saradnji sa Islandom

[45].

Vecina ditiokarbamata ima polimernu strukturu, slabo su rastvorljivi u vodi 1 ve¢ini organskih
ratvaraca (osim natrijumovih soli, koje su vrlo rastvorljive u vodi, ali prilicno nerastvorljivi u

nepolarnim rastvaracima), §to otezava njihovo izdvajanje iz biljnih uzoraka [45].

Kompleksi formule [ML2(py)2], gdje je M: Mn(l1l), Co(ll), Ni(Il), Cu(ll), py- piridin- a L N-
metil-N-fenil-ditiokarbamato ligand, su pokazali poboljSanu antifungalnu aktivnost u odnosu
na sam dtc ligand. Jedinjenja su testirana na tri humane patogene gljive: Aspergillus flavus,
Aspergillus niger i Candida albicans. Medu ispitivanim kompleksima sa Mn(l1l), Co(ll), Ni(ll),
1 Cu(Il), kompleks sa Co kao centralnim atomom je pokazao najvisu aktivnost. Ovo sugerise da
kompleksiranje metala moze povecati antifungalno dejstvo ditiokarbamata, jer na taj nacin
mogu bolje ometati vitalne enzime i procese u gljiviénim ¢elijama , kao $to su oksidativni stres,

sinteza DNA i metabolizam gvozda [46].

Ispitivan je uticaj kompleksa ditiokarbamata prema gljivama Phomopsis victola i Wilsonomyces

carpophilus.  Dejstvo  ditiokarbamato-kompleksa Fe(ll) sa ditiokarboksil-3-aza-5-
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aminopentanoatom trihidrat ligandom, Fe(daap)2 je poredeno sa komercijalnim fungicidom.
Kompleks je pokazao znacajnu inhibitornu aktivnost na rast micelije Ph. viticola, ali znatno
nizu od komercijalnog fungicida ¢ija je aktivna materija mancozeb, dok se aktivnost na rast

gljive W. carpophilus pokazala bezna¢ajnom [47].

Ispitan je i uticaj kompleksa Zn(Hqidadct)2x2NH4OH, gdje je idadtc amonijum-
iminodiacetatoditiokarbamat, na Ph. viticola. Rezultati su pokazali inhibitorni efekat na rast

gljivice ali manji nego kod mankozeba [48].

Pt(11) kompleks s ligandom N,N-diacetatditiokarbamatom pokazao je najbolju antifungalnu
aktivnost protiv tri vrste fitopatogenih gljiva Fusarium solani, Verticillium albo-atrum i
Phytophthora capsici, u odnosu na komplekse Mo(ll) i Co(ll) ali ne ve¢u mankozeba. Takode,
ovaj kompleks je pokazao vecu selektivnost prema gljiviénim ¢elijama u poredenju s ljudskim
¢elijama, Sto ga ¢ini manje toksi¢nim za ljude. Dtc derivat amonijum[penta(N,N-diacetatna
kiselina—ditiokarbamato-S,S") dikobaltat(II)], pokazao je znacajan inhibitorni efekat prema
miceliji B. dothidea [19].

2.2.4. Primjena ditiokarbamata u industriji

Derivati ditiokarbamata se koriste u vulkanizaciji gume. SluZze kao agensi za transfer
radikalskog lanca u polimerizacijama, kao ligandi za metalne jone u ekstraktivnoj metalurgiji i
komponente u hemiji nanomaterijala, naglasavaju¢i njihove raznovrsne primjene u razli¢itim

oblastima [49].

Ditiokarbamati bakra su Siroko koris¢eni kao SSPs (single-source precursors) za nanocestice
bakar-sulfida, omogucavajuci kontrolu nad veli¢inom cCestica i morfologijom nanomaterijala,
¢ime se omogucava pristup materijalima sa podesivim fizi¢kim svojstvima [50]. Pored toga,
dtc-i su istrazivani zbog svog potencijala kao senzori za detekciju metalnih jona u vodenim
uzorcima, $to pokazuje njihovu korisnost u analitickoj hemiji [51]. Takode, su koris¢eni u
kolorimetrijskoj detekciji ditiokarbamatnih pesticida, §to pokazuje njihovu svestranost u
primjenama u nanotehnologiji [52]. Upotreba ovih jedinjenja u ekoloski prihvatljivim
mikroekstrakcijama karbamata i ditiokarbamata podvlaci njihovu vaznost u pracenju ostataka

pesticida u prehrambenim uzorcima [6].

U oblasti nauke o zivotnoj sredini, ditiokarbamati su kori$¢eni za odredivanje i uklanjanje
metalnih jona iz vodenih sredina, naglaSavajuc¢i njihov znacaj u procesima prec¢is¢avanja vode.

Hitosan, koji je prirodni bipolimer koji se dobija iz hitina, kooridnuje se sa dtc-nim grupama i
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koristi se za uklanjanje toksi¢nih metala iz vode, ukljucujuci olovo, kadmijum i bakar.

Adsorpcioni kapacitet za olovo je 464 mg/g na pH 6.0 [53].

Kompleksi kalaja sa ditiokarbamatom kao ligandom su molekularni prekursori za filmove
kalaj-sulfida, koji dalje pronalaze primjenu kao fotonaponski materijali, kod holografskih

sistema za snimanje i kao pomo¢ni materijali kod uredaja za kontrolu solarne energije [13].

2.3 Ditiokarbamato kompleksi Zn(l1)
2.3.1 Strukturne karakteristike kompleksa Zn(l1) sa ditiokarbamatima kao ligandima

Cink je prirodni element bijelo-srebrnkaste boje. To je ¢vrst, otporan i elastiCan metal te je 24.
najzastupljeniji metal, koji se najcesce proizvodi elektrolizom vodenih rastvora cink(II)-sulfata.
Cink(Il) jon posjeduje di® elektronsku konfiguraciju i moze se nalaziti u razli¢itim
koordinacijskim aranzmanima, ukljucujuci tetraedarsku ili kvadratno-planarnu geometriju sa
Cetiri koordinativne veze, trigonalnu piramidalnu geometriju sa pet koordinativnih veza, te
oktaedarsku geometriju sa Sest koordinativnih veza. NajceS¢e je prisutna tetraedarska
geometrija sa Cetiri koordinate. U odredenim katalitickim veznim mjestima, Zn(II) joni mogu
biti prisutni u penta-koordinovanim i heksa-koordinovabnim strukturama. Zbog svoje
fleksibilnosti, ima sposobnost koordinovanja do Sest molekula vode u vodenim rastvorima.
Smatra se da je na granici izmedu tvrdog i mekog jona, §to mu omogucuje koordinovanje s
Sirokim rasponom ukljucujuc¢i meke S— i tvrde N— i O— donor grupe. Ima nultu energiju

stabilizacije ligandnog polja u svim koordinacijskim okruzenjima [24].

Bis(ditiokarbamato)cink(Il) kompleksi su bijele ¢vrste supstance koje se lako sinteti$u i stabilni
su na vazduhu. U rastvoru imaju deformisanu tetraedarsku strukturu, dok je njihova struktura
u Cvrstom stanju sloZenija, najéeS¢e dimerna. Dvije jedinice bis(ditiokarbamato)cink(ll)
povezuju slabe Zn-S interakcije, Sto ukazuje na izrazen Luisov kiseli karakter cinka(II). Jedan
od tipi¢nih primjera ovih kompleksa je [Zn(S2CNR2)2], R je najéesce alkilna ili arilna grupa.

Struktura ovog kompleska je prikazana na slici 10. [17].

28



S 2
=t NR,
¢ A
S—=
\;..---ZI].‘;" Q, - :: |
/( -'_:S I
R5N

Slika 10. Struktura [Zn(S2:CNR2)2]gdje je R je najéepse alkilna ili arilna grupa [17]

Gomathi i saradnici sintetisali su kompleks cinka dobijen iz bis(N-benzil-N-(4-metoksibenzil)-
ditiokarbamata-S,S). Kristalografski podaci su pokazali da on postoji kao monomerna jedinica,
pri ¢emu se sva Cetiri atoma sumpora koordinuju s atomom cinka, stvaraju¢i deformisan
tetraedarski kompleks [54]. Sli¢ne studije takode su pokazale da je ovo Cesta geometrija Zn
kompleksa sa dtc kao ligandima. Kristalografska struktura bis(N-isobutil-N-propil-
ditiokarbamata-x? S,S' ) cinka(ll) kompleksa pokazala da su dva S,S’ -bidentatna jona iz
ditiokarbamata liganda formirala helat s Zn(ll) jonom u tetraedarskoj geometriji. Struktura
Zn(11) bis(N-alkil-N-fenilditiokarbamata) prikazala je drugaciju geometriju, s mostnim vezama
izmedu Zn 1 susjednog atoma S, stvaraju¢i mostni dimerski kompleks. U ovom slucaju,
posmatrana je centrometri¢na dimerska struktura oko centralnog atoma. Ditiokarbamati su se
nasli u helatnom kompleksu bidentatno vezanom za metalni centar i nesimetricno koordinovan

na drugi ditiokarbamatni anjon [24].

Ferreira i saradnici su objavili sli¢ne strukture sa malim modifikacijama ,dtc ligandi bidentantno
koordinovani sa Zn(Il)-jonom. Jedan od njih je formirao monodentatnu vezu s jednim od svojih
atoma sumpora, drugi je bio uklju¢en u mostnu vezu, stvaraju¢i mostni dimerski kompleks. Ova
mostna koordinacija dimerskog kompleksa [Zn(S2CNMeCH.CH(OMe)>)] takode je rezultirala
formiranjem osmoclanog pstena s konformacijom stolice izmedu Zn'S1S2C i ZnS1'S2'C.

Raspored atoma i numerisanje za centrosimetri¢ni dimer prikazan je na slici 11 [55].
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Slika 11. Kristalna struktura kompleksa [Zn(S.,CNMeCH,CH(OMe),).]

Kada jedna ili dvije Luisove baze reaguju s cinkovim ditiokarbamato kompleksom, postoji
moguénost formiranja kompleksa sa visim koordinacionim brojem. Sintetisan je kompleks
Zn(1l) sa bis-N-etil-N-fenil-ditiokarbamatom (L) i piridinom kao ligandima, molekulske
formule [ZnLz(py)]. Kristalna struktura je pokazala da je ovaj kompleks formirao penta-
koordinovanu geometriju oko centralnog Zn(II) jona, stvarajuéi izoblicenu kvadratno
piramidalnu strukturu, gdje su dva bidentatna ditiokarbamata i jedan monodentatni piridinski

ligand koordinovani sa Zn(lI1) jonom, uz prisustvo Kiseonika iz piridina [24].

2.3.2. Primjena kompleksa Zn(11) sa ditiokarbamatima kao ligandima

Do nedavno, bioloska uloga cink(Il) kompleksa sa ditiokarbamato ligandima nije bila u
potpunosti istrazena. Kompleks bis(ditiokarbamato)cink(Il) se u velikoj mjeri koristio kao
poljoprivredni fungicid ciram (slika 7.). Toksikoloske studije u vezi sa ovim jedinjenjem su
pokazale da je izuzetno toksi¢an za embrione riba i pacova. Ustanovljeno je da cink(II)
ditiokarbamatni kompleksi indukuju apoptozu u tumorskim ¢elijama inhibicijom proteazomske
aktivnosti. Primjeceno je da su kompleski iz ove serije oralno aktivni antidijabetici, inhibiraju

oslobadanje masnih kiselina i povecanje apsorpcije glukoze [13].

Kompleksno jedinjenje cink(ll) N-benzilmetilditiokarbamat pokazuje antibakterijsko
djelovanje protiv bakterije Salmonella typhi sa jakom inhibicijskom zonom od 12,65 mm pri
koncentraciji od 100 ppm [56].

Pirolidinditiokarbamato-cink(I) (Zn(PyDT).) ispitivan je na sposobnost inhibicije
proteazomalne aktivnosti i indukcije apoptoze u €elijskim linijama kancera dojke (MDA-MB-
231, MCF10, MCF-7) i prostate (PC-3). Rezultati su pokazali da je kompleks efektivan u
inhibiciji rasta Celija sa 20 % do 47 % na koncentraciji od 10 umol/L, dok je na 20 umol/L

30



izazvao vise od 80 % inhibicije u MDA-MB-231 i preko 90 % u ostalim linijama. Ovaj
kompleks je takode inhibirao proteazomalnu aktivnost u zavisnosti od doze i pokazao znakove
apoptoze, ukljucujuéi promjene u morfologiji ¢elija i prisustvo fragmenta PARP-a. lako je
pokazao znacajnu aktivnost, njegova efikasnost je bila manja u poredenju sa kompleskima

bakra koji su imali vec¢u inhibiciju rasta i aktivaciju apoptotskih puteva [57].

Ajibade i saradnici su sintetisali kompleks [Zn(u-MphDTC)2(MphDTC)], gdje je MphDTC
morfolinilditiokarbamat. Radi se o dinuklearnom kompleksu pri ¢emu je svaki metalni jon
vezan za dva morfolinilditiokarbamatna bidentatna anjona, jedan koji deluje kao helatni ligand,
a drugi kao most izmedu dva Zn(Il) jona. Antikancerogena  aktivnost
morfolinilditiokarbamatnog liganda 1 Zn(II) kompleksa ispitivana je na ¢elijama kancera
bubrega (TK10), melanoma (UACC62) i dojke (MCF7) putem Sulforodamin B (SRB) testa.
Morfolinilditiokarbamat je pokazao veéu aktivnost od standardnog lijeka partenolida protiv
Celija kancera bubrega i dojke, dok je [Zn(u-MphDTC)2(MphDTC):] bio najaktivniji kompleks,

u odnosu na standardni lijek, protiv ¢elija kancera dojke [58].

Na slici 12 su prikazane structure Cetiri  Zn(II)-ditiokarbamato  kompleksa:
bis(dimetiilditiokarbamat)cink(ll) (Zn(dmd).), bis(dietilditiokarbamat)cink(Il) (Zn(ded)2),
bis(N-etil-N-fenilditiokarbamat)cink(Il) (Zn(epd)2) i1 bis(pirolidin-N-ditiokarbamat)cink(Il)
(Zn(pdc)2). Ovi kompleksi ispoljavaju insulinomimeti¢ku aktivnost in vitro i antidijabeti¢ko
dejstvo in vivo. Kod miSeva je zabiljezeno znacajno smanjenje nivoa glukoze u krvi, sa
priblizno 500 mg/dl na 350 mg/dl u roku od Sest dana. Takode, primjecen je pad markera
insulinske rezistencije, ukljuuju¢i nivoe insulina, leptina i triglicerida u serumu, u poredenju

sa miSevima koji nisu bili tretirani [59].

T

HsC. 2Hs
Zn(dmd), Zn(ded)s
300G DC
N— Z —N
L L _‘@z\) \_
Zn(epd), Zn(pdc);

Slika 12. Strukture Zn(1l) dtc kompleksa: Zn(dmd), Zn(ded),, Zn(epd). i Zn(pdc), [59]
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Iako vecina ditiokarbamatnih kompleksa generalno pokazuje odli¢na antimikrobna svojstva,
njihova bioloska potencija varira usled razli¢ite propustljivosti kroz c¢elijsku membranu.
Dokazano je da su osnovni ditiokarbamatni kompleksi Zn(ll) i Ni(ll) pokazali bolje
antimikrobne osobine od njihovih fosfinskih derivata kada su testirani protiv E. coli, S. aureus,
S. typhi, E. faecalis, P. aeruginosa i B. cereus, A. flavus, A. carbonarius, A. niger i A. fumigatus.
Kori$¢enjem istih tipova liganada, u veéini slu¢ajeva, kompleksi cinka [Zn(f' prdtc)z], [Zn(F
prdtc)»(1,10-phen)] i [Zn(f' prdtc)z(2,2-bipy) gdje je f' prdtc = N-furfuril-N-izopropil-
ditiokarbamat, 1,10-phen = 1,10-fenantrolin i 2,2-bipy = 2,2-bipiridin, su pokazali bolje
bioloSke potencijale nego njegov nikl ekvivalent. Stabilnost ovih kompleksa proistice iz
stabilnosti trans-geometrije izmedu S-donorskih jedinjenja i ditiokarbamatne strukture -NCSS
[60].

Sintetisani su molekulski kompleksi cinka(ll) sa formulom {[ZnLX2]}2 gdje L predstavlja N,N-
dimetil-N,N-dimetiltijokarbamoil sulfenamide, dok X oznac¢ava atom halogena, naj¢esce hlor
(CD) ili brom (Br). Ovi kompleksi imaju pseudotetraedarsku strukturu sa mostovskim Zn—X
vezama. Ovaj kompleks je naSao primjenu kao akcelerator vulkanizacije gumenih smjesa zbog
toga Sto se njihovo termicko razlaganje odvija u temperaturnom opsegu od 140-170 °C, $to je
kompatibilno sa procesom vulkanizacije. Prisustvo cinka(Il) u ovim kompleksima poboljsava
fizicko-hemijske karakteristike elastomera 1 mozZe smanyjiti potrebu za dodatnim oksidom cinka,

koji se inace koristi kao aktivator vulkanizacije [61].

2.4. Amonijum-iminodiacetatoditiokarbamat, (NH4)sidadtc

Kako je ve¢ navedeno ditiokarbamati su svestrani ligandi zbog njihove sposobnosti da se
heliraju sa razli¢itim vrstama metala. Ova sposobnost je posledica prisustva dva atoma sumpora
kao donora u dtc ligandima. Opsta formula dtc-a je (R1R2) N-(C=S)SX, gdje R moze biti alkil,
alkilen, aril ili razne druge grupe dok X predstavlja metalni jon. Ako je R acetatna grupa dobija

se iminodiacetatoditiokarbamat [62].

Iminodiacetatni (IDA) ligand moze djelovati kao bidentatni ili tridentatni. Omogucava
formiranje razli¢itih kompleksa sa metalnim jonima. Zahvaljujuci svojoj sposobnosti da se
koordinira preko viSe atoma donora, doprinosi stvaranju raznovrsnih kompleksnih struktura 1
ima znacajnu ulogu u katalitickim procesima [63]. Kombinovanjem iminodiacetatnog jona sa
ditiokarbamatom nastaje sistem sa viSe donorskih mjesta, Sto omogucava formiranje sloZenijih

i stabilnijih koordinacionih kompleksa sa metalnim jonima.
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Amonijum-iminodiacetatoditiokarbamat, (NHa)sidadtc pokazuje fleksibilnost u nacinu
koordinacije (slika 13.) i moZe da funkcioni$e kao bidentatni ili tridentatni ligand, a nije
iskljuc¢ena ni pentadentatna koordinacija rezultuju¢i binuklearnim kompleksima. Kao bidentatni
ligand, moze da se veZe preko oba atoma sumpora u ditiokarbamatnoj grupi. Kao tridentatni
ligand, moze da se koordinuje preko atoma azota i dva atoma kiseonika iz dvije acetatne grupe.
Ova sposobnost da se povezuje na razli¢ite na¢ine omogucéava istrazivanje koordinacionih
svojstava sa razli¢itim metalnim jonima. Pored toga, termicka stabilnost liganda i dobijenih

komplekssa je znacajna za njihovu primjenu [64].
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Slika 13. Strukturna formula (NH.)sidadtc i mogucéi naéini koordinacije

2.5. Etilendiamin

Etilendiamin (en) je bezbojna te¢nost sa hemijskom formulom C:HsN2, tackom kljucanja od
117 °C, dobrom rastvorljivos¢u u vodi, metanolu, 1 organskim rastvara¢ima. Kao primarni
diamin, en formira stabilne soli 1 koristi se u sintezi vaznih hemijskih proizvoda poput etilen-
diamin tetraacetatne kiseline (EDTA), koja sluzi kao helatni agens. Etilendiamin je klju¢an u
industrijama deterdZenata, maziva, farmaceutskih proizvoda i1 za proizvodnju fungicida 1 poli-
amidnih smola. Takode se koristi kao aktivator hladnog bijeljenja i za proizvodnju surfaktanata

[65]. Struktura en vezanog za metalni jon je je prikazana na slici 14.
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Slika 14. Etilendiamin

Etilendiamin je svestrani ligand koji se Siroko koristi u koordinacionoj hemiji zbog svoje
sposobnosti da formira stabilne komplekse sa metalnim jonima. Poznat je po svojim helatnim
svojstvima, gdje se moze koordinovati sa metalnim jonima putem viSe donornih atoma
istovremeno. Nacini koordinacije etilendiamina mogu varirati, sa primjerima mostnog i

helatnog vezivanja u razli¢itim kompleksima [66].

Na slici 15. su oznaceni elementi koji formiraju komplekse sa etilendiaminom u rastvoru.
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Slika 15. Elemeni koji grade komplekse sa etilendiaminom

Petoroc¢lani helatni prsten u kompleksima etilendiamina moZe postojati u dva razlicita
konformaciona oblika: simetricnom gauche (slika 16.(a)) ili u asimetri¢cnom konformacionom

obliku (slika 16.(b)). Prvi oblik je najces¢i, a ugao veze N-M-N je skoro uvijek oko 85°.
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a) b)

Slika 16. Simetri¢ne (a) i asimetri¢ne (b) konformacije peto¢lanog helatnog prstena u kompleksima

etilendiamina.

Etilendiamin formira hidroksidne komplekse sa brojnim metalima u vodenim rastvorima, a
jedan od najdetaljnije proucavanih sistema su kompleksi sa Cu(Il) jonima. Kod ovih bakar-
hidroksidnih kompleksa, dva kompleksa, [Cuz(OH):(en)]** 1 [Cuz(OH):(en):]**, imaju

polinuklearne strukture, prikazane naslici 17.

H H
) OH, N
N/ N\ / N/ \/
/Cu\ /Cu\ /Cu\ u\
N % OH, 0 N

Slika 17. Kompleksi Cu?* sa etilendiaminom

On se istice u sintezi organometalnih kompleksa sa potencijalnim antikancerogenim i
antimikrobnim svojstvima. U slu¢aju novog rutenijum-arena-etilendiamin-Schiff baznog
kompleksa (RAES), etilendiamin igra vitalnu ulogu u povecanju stabilnosti, smanjenju
hidrolize hlora i poboljSanju rastvorljivosti u vodi, ¢ime se povecava bioloska aktivnost
kompleksa. Posebno je znacajno $to etilendiamin omogucava optimalnu interakciju sa DNK 1
proteinima, Sto je od klju¢nog znaCaja za razvoj novih terapijskih agenasa. Ovaj ligand,
integrisan u strukturu RAES kompleksa, doprinosi stvaranju jedinjenja sa dvostrukom
funkcijom antimikrobnom i antikancerogenom S$to dodatno naglasava njegovu vaznost u

savremenim istrazivanjima metalnih kompleksa u medicine [67].

2.6. Phomopsis viticola

Phomopsis viticola je fitopatogena gljiva koja predstavlja ozbiljnu prijetnju vinovoj lozi,

izazivajuci znacajno oboljenje pod nazivom crna pjegavost vinove loze. Pojava ovog oboljenja
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se manifestuje kroz pjege na listovima, kao i lezije na lasarima koje slabe strukturu biljke $to

moze smanjiti prinos i kvalitet grozda [48].

Micelija gljive Ph. viticola je bijelado svijetlosiva koji je s vremenom postajao tamno siva. sa

izrazenim prstenovima. slika 18. [68].

Slika 18. Izolat Ph.viticola

Pjegavost vinove loze se manifestuje na listovima pojavljivanjem malih crnih tackice (oko 1

mm u pre¢niku) koje su okruzene zutim oreolom (slika 19.) [69].

a) b) List
Infekcija ozbiljno
lista Ph. zarazen Ph.

~ viticola viticola.
¥,

Slika 19. Listovi vinove loze zarazeni gljivom Ph.viticola [69]
Na lasarima simptomi su Cesto ograniCeni na donje internodije. Male tamne tackice se

pojavljuju na lastarima, a s njihovim rastom te tackice se Sire i produzavaju, formirajuci crne

lezije duzine 3-6 mm (slika 20.) [69].
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a) Infekcija mladih izdanaka

b) Male tacke se povecavaju
vinove loze uzrokovana Ph. kako izdanak raste i formiraju
viticolom lezije

C) Lezije Ph.viticola mogu se
spojiti i formirati velike povrsine.

Slika 20. Progres infekcije Ph. viticola na mladnim izdancima vinove loze [69]

Usled bolesti crna pjegavost lista vinove loze moze javiti i infekcija plodova. Bobice razvijaju
smede pjege koje se povecavaju i potamne kako oboljenje napreduje. Bobice mogu mumificirati

I opadati sa grozda [69].

Phomopsis viticola je parazitska gljiva koja prolazi kroz razli¢ite faze razvoja, ukljucujuéi
sporulaciju, klijanje spora, penetraciju u domacina i Sirenje infekcije. Infekcija se obicno
dogada kroz ranice ili prirodne otvore na biljci. U fazi mirovanja, gljiva moze prezivjeti kao
saprofit na mrtvom tkivu biljke, a zatim ponovo postati aktivna pod povoljnim uslovima, §to
moze dovesti do ponovnih infekcija. Spore se prenose vjetrom, kiSom, 1 insektima, omogucujuci
gljivi da se $iri na zdrave djelove biljke ili druge biljke u blizini [70]. Patogena gljiva
prezimljava u vidu piknida (reproduktivnih organa gljive) na lastarima i drugom drvenastom

tkivu, koje Cesto izgledaju tokom zime bjeli¢asto sa crnim tackicama po povrsini lastara [69].

Istrazivanja su pokazala da Ph. viticola moze inficirati i vinovu lozu kroz rane na biljkama, kao
Sto su one nastale tokom orezivanja lastara [71]. Bolest se favorizuje produZeni period kise
nakon otvaranja pupoljaka. Gubitak prinosa moze se desiti zbog susenja ¢okota sto je jedan od
simptoma pojave oboljenja, zatim suSenja pupoljaka i infekcije grozda. To dovodi do smanjenja

prinosa i nizeg kvaliteta.

Phomopsis viticola je prisutan u vinskim regijama Azije, Evrope, Afrike, Severne Amerike,
djelovima Juzne Amerike i Novog Zelanda. Zemlje u kojima se javlja ukljuc¢uju Kinu, Indiju,
Japan, Tursku, Belgiju, Srbiju, Crnu Goru, Francusku, Nemacku, Gréku, Madarsku, Italiju,
Holandiju, Portugal, Rumuniju, Svajcarsku, Ukrajinu i Veliku Britaniju [69].

Uvodenje metoda DNK sekvenciranja rezultiralo je opseznom taksonomskom revizijom grupe

gljiva Phomopsis u poslednje vrijeme, a doslo je i do promjene imena u Diaporthe ampelina.
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Taksonomska Klasifikacija Ph. viticola je prosla kroz nekoliko promjena zbog napretka u
molekularnoj biologiji i filogenetskim studijama. Tradicionalno, vrste Phomopsis su
identifikovane na osnovu morfoloskih karakteristika, ali su te metode bile ograniCene i Cesto
netacne. Uvodenje molekularnih markera omogucilo je precizniju identifikaciju i redefinisanje
vrsta unutar roda Phomopsis. Ove taksonomske promjene su vazne za bolje razumjevanje
epidemiologije bolesti koje izaziva Ph. viticola i za razvoj efikasnijih metoda zastite od ovog

oboljenja [70].
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2.7. Botryosphaeria dothidea

Botryosphaeria dothidea je patogen koji prouzrokuje probleme na raznim vrstama
poljoprivrednih kultura i ukrasnim biljkama vrstama drvecéa i grmlja. U Crnoj Gori, B. dothidea
izaziva truljez plodova masline, §to negativno utice na kvalitet i prinos masline [72].

Micelija ove gljive je dobro razvijena, barSunasta , siva do tamno maslinasto zelene boje na
podlozi od Krompir dekstroznog agara (KDA) kao §to je prikazano na slici 21. Piknidi, koje su
plodna tijela ove gljive, variraju u obliku od nepravilno zaobljenih do elipti¢nih ili kruskolikih,
a obi¢no su braon do crne boje. Pod odgovaraju¢im uslovima, piknidi mogu pucati i oslobadati

bezbojne, aseptatne konidije koje su prave i imaju tanki zid [72].

Slika 21. lzolat B. dothidea

Ovo oboljenje pokazuje slozenu simptomatologiju na plodu i granama §to je prikazano na

slikama 22 i 23

Slika 22. Pregled simptoma zapazenih na nezrelim plodovima maslinenekroti¢ne lezije izazvane sa
Botryospharia dothidea (a—c) [73]
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Slika 23. Nekroza koja se progresivno §iri od peteljke do ploda(od d do f crvena strelica) [73]
Zivotni ciklus gljivice B.dothidea ukljuduje vise faza, po¢evsi od formiranja nekroti¢nih lezija
na tkivima domacina: tamno-braon, nekroti¢na lezija oko mjesta inokulacije primjecuju se 48
sati nakon inokulacije, dok se u nekim slucajevima 7 dana kasnije nekroti¢na oblast prosiri

preko cijele povrsine ploda [73].

Botryosphaeria dothidea se razmnozava putem askospora ili konidija koje se Sire vjetrom ili
vodom, a nakon kontakta s oSte¢enim ili oslabljenim tkivom masline, spore zapocinju proces
infekcije. U nepovoljnim uslovima, gljiva prezimljava unutar biljnih ostataka ili u obliku
micelija, ¢ekajuéi povoljne uslove za ponovno aktiviranje. Istrazivanja su pokazala variabilnost
patogenosti medu sojevima, uticaj klimatskih uslova na razvoj i Sirenje bolesti, kao i efikasne
strategije zaStite koje uklju€uju primjenu fungicida, promenu poljoprivrednih praksi i

unapredenje otpornosti maslinjaka [73].

Fitopatogena gljive Botryosphaeria dothidea je Siroko rasprostranjena u svijetu ukljucujuci
Italiju, Kaliforniju, Australiju, Spaniju, Hrvatsku, Urugvaj i dr. Rastuéa prisutnost ovog
patogena naglasava njegovu ulogu kao sve vecu pretnju maslinjacima na globalnom nivou, §to

zahtjeva pojac¢anu paznju i mjere suzbijanja [73].
2.8. Interakcije kompleksa prelaznih metala sa proteinima

Ispitivanje interakcija izmedu kompleksnih metalnih jedinjenja i proteina ima klju¢nu ulogu jer
ove interakcije igraju centralnu ulogu u razli¢itim bioloskim efektima metalnih jona u zivim
organizmima. Da bi se precizno razumjeli molekularni mehanizam djelovanja metala,
neophodno je detaljno istraziti nacin na koji se oni povezuju sa biomolekulama na
molekularnom nivou. S obzirom na to da su proteini sastavljeni od amino kiselina koje sadrze

S- i N-donorske grupe, osnovni mehanizam formiranja kompleksa izmedu metala i proteina
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zasniva se na njihovom vezivanju za ove donorski grupe. Transportni proteini u krvnoj plazmi,

membranski transporteri i razli¢iti enzimi igraju znacajnu ulogu u cjelokupnom procesu [74].

Nacin vezivanja ljekova za albumin kljucan je za razumijevanje njihovih farmakokinetickih
profila i ima veliki uticaj na njihovu in vivo efikasnost. Promijenjeno vezivanje ljekova za
albumin zbog interakcija izmedu ljekova ili abnormalne fiziologije moze rezultovati znac¢ajnim
promjenama u aktivnoj koncentraciji lijeka, ¢ime se utiCe na njegove farmakokineticke i
farmakodinamicke osobine. Buduci da su jetra i bubrezi glavni organi metabolizma albumina,
bilo kakvo ostecenje njihove funkcije ¢esto mijenja nivo serumskog albumina, §to uti¢e na
obrasce distribucije i eliminacije ljekova i moze imati ozbiljne klinicke implikacije. Prirodna
funkcija serumskog albumina kao nosioca ljekova olaksana je njegovom interakcijom s raznim
¢elijskim receptorima. Ovi receptori ne samo da pospjesuju unos ljekova u Celije, ve¢ su
odgovorni i za izuzetno dug poluzivot albumina u cirkulaciji. Ova osobina, u kombinaciji s
prisustvom viSe vezivnih mjesta za ligande, dovela je do toga da serumski albumin postane

atraktivno sredstvo za nove sisteme ljekova [75].
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Metode sinteze jedinjenja

Ligand amonijum-iminodiacetatoditiokarbamat i kompleksi:
-amonijum-(etilendiamin)(iminodiacetatditiokarbamato)cinkat(I1), NHs[Zn(idadtc)(en)]
-amonijum-(bisetilendiamin)(iminodiacetatditiokarbamato)cinkat(l1), NH4[Zn(idadtc)(en)]

su sintetisani prema ranije publikovanim postupcima [13],[58], na Metalursko-tehnoloskom
fakultetu u Podgorici.

Za sinteze kompleksnih jedinjenja kao drugi ligand koriS¢en je komercijalni etilendiamin (en).

3.1.1. Sinteza liganda amonijum-iminodiacetatoditiokarbamata (NHs)sidadtc

5,32 g (0,01 mol) iminodisiréetne kiseline rastvoreno je u 200 mL metanola, zatim je u rastvor
dodato 28 mL (0,1 mol) 25 % -tnog rastvora amonijaka. Uz neprekidno mijesanje na sobnoj
temperaturi, postepeno, kap po kap, je dodavano 4,8 mL (0,04 mol) ugljen-disulfida. Nakon 3h
mijesanja dobijen je bijeli talog koji je dalje filtriran pomoc¢u vakuum pumpe, ispran metanolom

i ostavljen da se susi na vazduhu, 24 h. Prinos je iznosio 77,38 %.

Slika 24. Sinteza liganda (NH)sidadtc

3.1.2. Sinteza kompleksa amonijum-(etilendiamin)(iminodiacetatditiokarbamato) -
cinkat(l1), NHa[Zn(idadtc)(en)], Kz

0,136 g (1 mmol) cink(Il)-hlorida (ZnCly) rastvoreno je u 20 mL 96 %-tnog etanola, a potom
dodato 0,07 mL (1 mmol) etilen-diamina. Reakciona smjesa je mijeSana na magnetnoj mjesalici
1 h na sobnoj temperaturi. Nakon toga, dodat je (NH4)sidadtc 0,260 g (1 mmol). Mijesanje je
nastavljeno jo§ 2 h. Zatim je dodato 1,92 mL konc. HCI (1 mmol). Poslije 15 minuta promjena
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konzistencije i formiranje bijelog taloga daje pozitivan odgovor reakcije, slika 25., izdvojeni

bijeli talog je procijeden, ispran etanolom i osusen na vazduhu. Prinos je iznosio 38,23 %.

Slika 25. Sinteza kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)]

3.1.3. Sinteza kompleksa amonijum-(bisetilendiamin)(iminodiacetatditiokarbamato)-
cinkat(l1), NH4[Zn(idadtc)(en)z], Kz

0,136 g (1 mmol) cink(ll)-hlorida (ZnCl,) rastvoreno je u 20 mL dihlormetana, zatim je
stavljen u ultrazvucno kupatilo na 20 min (ULTRASONIC CLEANER Ibx instruments), nakon
toga dodato je 0,14 mL etilen-diamina (2 mmol). Reakciona smje$a je mijeSana na magnetnoj
mjesalici 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon toga, dodato je 0,260 g (NHas)sidadtc (1 mmol).
MijeSanje je nastavljeno jos 2 h. Zatim je dodato 1,92 mL koncentrovane HCI. Poslije 15 minuta
promjena konzistencije i formiranje roskasto-zuckastog taloga, §to se vidi na slici 26. daje
pozitivan odgovor reakcije, izdvojeni bijelo-roskasti talog je procijeden, ispran u dihlormetanu

1 osusen. Prinos je iznosio 68,81 %.

Slika 26. Sinteza kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en):]
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3.2. Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR)

Za karakterizaciju sintetisanih jedinjenja koris¢ena je infracrvena spektroskopija sa Fourier-
ovom transformacijom (FTIR), ATR tehnika. Mjerenja su izvedena pomoc¢u FTIR spektrometra
Spectrum Two, proizvedenog od strane kompanije PerkinElmer prikazanog na slici 27.
Spektralno podruc¢je obuhvatalo je opseg od 4000 do 400 cm™, dok je spektralna pozadina
predstavljena vazduhom. Prije snimanja, dobijeni proizvodi nisu zahtjevali dodatnu pripremu.

Dobijeni rezultati su se dobro slagali sa ranije publikovanim rezultatima.

Slika 27. PerkinElmer FT-IR
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3.3. Mikrobiolosko ispitivanje Metoda difuzije u agar podlogu

Mikrobiolosko ispitivanje inhibicionog dejstvata liganda amonijum-
iminodiacetatoditiokarbamata i Zn(ll) kompleksa sa etilendiaminom i ditiokarbamatnim
ligandom na rast micelije gljive Phomopsis viticola i Botryosphaeria dothidea uradeno je u

Laboratoriji Centra za zastitu bilja, Biotehni¢kog fakulteta u Podgorici.

U ovom laboratorijskom ogledu koris¢eni su: sintetisan  ditioligand amonijum-
iminodiacetatoditiokarbamat i njegovi kompleksi NH4[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en):]
i komercijalni DTC ( DMDTC) ciram.

Za potrebe laboratorijskog ispitivanja fungicidne aktivnosti liganda i njegovih ditio-kompleksa
na gljive Phomopsis viticola i Botryosphaeria dothidea. Njihova izolacija obavljena je

standardnim fitopatoloskim metodama.

3.3.1. Priprema podloge krompir-dekstroznog agara

Za pripremu 2000 mL hranljive podloge od krompir dekstroznog agara (KDA) oljusteno je 400
g krompira, isje¢eno na sitne kockice i kuvano u destilovanoj vodi. Krompir je zatim pazljivo
procjeden kroz duplo cjedilo u staklenu ¢asu kako bi se izdvojio sav skrob, zatim je dodato
1000 mL destilovame vode i1 smjeSa je zagrijavana do kljucanja. Tokom procesa zagrijavanja

smjeSe skroba, postepeno je dodato 30 g Secera i 40 g agara, slika 28.

Slika 28. Priprema krompir dekstroznog agra (KDA)

Dobijena hranljiva podloga, je prebacena u 20 sterilnih bocica zapremine 250 mL, pri ¢emu je
u svaku bocicu dodato po 100 mL podloge, slika 29. Bocice su sterilisane u autoklavu marke

VWR na temperaturi od 121°C tokom 15 minuta, slika 30.
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Slika 30. Autoklav VWR

3.3.2. Metoda difuzije u agaru

Izmjereno je po 0,0375 g liganda (NH4)sidadtc i njegovih kompleksa NHas[Zn(idadtc)(en)] i
NHa4[Zn(idadtc)(en)2].

Upotrijebljene koncentracije cirama koji sadrzi 0,0420 g aktivne materije iznosile su: 0,209 %,
0,105 %, 0,052 %, 0,026 % i 0,013 %. Rast gljive na hranljivim podlogama tretiranim ovim
koncentracijama je mjerena u centimetrima i uporedena sa rastom na kontrolnim podlogama

bez prisustva fungicida.

Inkorporacija rastvora aktivne materije odredene koncentracije u hranljivu podlogu je radena u
sterilisanoj laminarnoj komori TELSTAR Bio-1I-A slika 31, tako §to je na pocetku 0,0375 g
uzorka rastvoreno u 20 mL destilovane vode, od ¢ega je 10 mL prenijeto u prethodno
pripremljene bocice sa 100 mL KDA. Smjesa podloge i rastvora fungicida je stavljena na
magnetnu mjeSalicu, a paralelno su pripremljene i oznacene Petrijeve Kutije, nakon ¢ega su

podloge razlivene. Svaka koncentraciju je radena u Cetri ponavljanja.
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Slika 31. Laminarna komora TELSTAR Bio-II-A

Nakon pripreme osnovnog rastvora prve koncentracije, napravljeno je jo§ po pet rastvora
odgovarajucih koncentracija (svaka sljede¢a koncentracija je bila duplo manja nego prethodna)
za ispitivana jedinjenja i komercijalno dostpunog fungicida koji ima aktivnu materiju ciram.
Svako razblazenje se zatim inokulira na hranljivu podlogu po prethodno opisanom postupku,
slika 32.

Slika 32. Petrijeve kutije sa inokuliranim uzorcima

Istom metodom inkorporacije rastvora aktivne materije odredene koncentracije u hranljivu

podlogu, postavljene su i Petrijeve kutije sa pet razli¢itih koncentracija fungicida cirama.

3.3.3. Zasijavanje gljiva

Prije uzimanja uzorka, alati su prethodno sterilisani plamenom kako bi se minimizovala
mogucnost kontaminacije. Kopljastom iglom zahvaéena je micelija i prenijeta direktno na
hranjivu podlogu KDA, slika 33. Nakon prenosa, Petrijeva kutija je odmah zatvorena kako bi

se ocuvala sterilnost uzorka.
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Slika 33. Uzimanja isjecka gljive Ph. viticola

Nakon zasijavanja gljive uzorci su stavljeni u inkubator marke Binder na 25 °C, slike 34 i 35.

.....

pracen na 2 5°C. Nakon 11 dana izmjeren je precnik micelije. Na isti nacin, rast micelije gljive

Botryosphaeria dothidea je na 25°C, a preénik je izmjeren nakon 3 dana.

Slika 35. Inkubator Binder
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3.3.4. Statisticka obrada podataka mikrobioloskih ispitivanja

Dobijeni podaci o fungicidnom dejstvu liganda amonijum-iminodiacetatoditiokarbamata, i
njegovih kompleksa: NHs[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en)2] prema gljivama Phomopsis
viticola Sacc i Botryosphaeria dothidea obradeni su analizom varijanse, testiranje sredina
obavljeno je pomocu LSD testa.

Izracunavanje efikasnosti za (NHa)sidadtc, NHas[Zn(idadtc)(en)] i NHas[Zn(idadtc)(en)2] je

izvSeno preko sledece formule:

srednja vrijednost tretirane grupe

100 — ( > :100%

srednja vrijednost kontrole

3.4 Ispitivanje antioskidativnosti: CUPRAC test

Antioksidativna aktivnost liganda (NH4)sidadtc i njegovih kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)] i
NHas[Zn(idadtc)(en)2] ispitivana je pomocu CUPRAC metode, u laboratoriji Metalursko-
tehnoloskog fakulteta u Podgorici.

Antioksidativna aktivnost liganda (NH4)sidadtc i njegovih kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)] i
NHa[Zn(idadtc)(en)] ispitivanja je pomo¢u CUPRAC metode.

CUPRAC metoda se zasniva na redukciji Cu(ll) u Cu(l) u reakciji antioksidansa s CUPRAC
reagensom (helatni kompleks Cu(ll)-neokuproin). Ovaj kompleks je jednostavan i primjenjuje
se za hidrofilne i lipofilne antioksidanse. Nakon 30 minuta mjeri se apsorbancija produkta
CUPRAC hromofora (helatni kompleks Cu(l)- neokuproin) na 450 nm (slika 36.) [76].

- 04
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Svijetlo plavi NarandZzasto-zuti
CUPPRAC reagens produkt

Slika 36. Redukcija CUPRAC reagensa [71]
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3.4.1. Izracunavanje kapaciteta antioksidativnosti (TEAC) pomoéu CUPRAC testa

CUPRAC (cupric-reducting antioxidant capacity) test se Kkoristi za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta i izrazava se kao Trolox® ekvivalentni antioksidativni kapaciteti
(TEAC), definisani kao redukcioni potencijal u ekvivalentima Troloxa®, rastvora antioksidansa
od 1 mM koji se ispituje. S obzirom da je TEAC vrijednost izrazena u odnosu na referentno
jedinjenje Trolox® (TR), ona nema jedinicu. Eksperimentalno, TEAC koeficijenti su utvrdene

kao odnos molarne apsorptivnosti ispitivanog i TR, dobijene pod identi¢nim uslovima u

CUPRAC testu.

Sledec¢a formula je koris¢ena za kvantitativno izrazavanje antioksidativne aktivnosti testiranih

jedinjenja u odnosu na Trolox®[78].

Euzorka

TEAC =

ETR

Molarni apsorpcioni koeficijent Trolox®-a moZe se izracunati na temelju apsorpcije standardnih
rastvora poznatih koncentracija TR. Postupak ukljuc¢uje izradu apsorpsione kalibracione krive

e TR u zavisnosti 0 njegovoj koncentracije [78].

A
bx*c

E =
- A- apsorpcija uzorka
— b- duzina opti¢kog puta u cm

— ¢- koncentracija uzorka

TAC (Total antioxidant capacity) je ukupni antiokisdativni kapacitet i mjeri sposobnost uzorka
da neutralise slobodne radikale i smanji oksidativni stres. Izrazava se u milimolima ekvivalenta

Trolox®po odredenoj jedinici mase ili zapremine uzorka [78].

UKUPNA APSORBANCA

ETR

103

TACcyprac =

erg —Molarna apsortivnost troloxa.
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3.4.2. Mjerenje apsorbance i obrada podataka

Mjerenja su izvrSena na UV-Vis spektrofotometru Varian 50 Cary Scan (slika 37).
Apsorbancija uzoraka je mjerena na talasnoj duzini od 450 nm, koja pripada vidljivoj oblasti
spektra. Ova talasna duzina odgovara narandzasto-zutom regionu spektra, Sto je karakteristicno
za formirani Cu(l)-neokuproin kompleks, koji se koristi za odredivanje antioksidativnog

kapaciteta.

Slika 37. Spektrofotometr Varian 50 Cary Scan

Dobijeni podaci su unijeti u program za statisticku obradu, Excel, radi analize rezultata. Podaci
su obradeni i prikazani grafi¢ki, te su napravljene kalibracione krive koja prikazuje odnos
izmedu apsorbancije i koncentracije uzorka. Ova kriva je zatim koriS¢ena za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta uzoraka, prema gore navedenim formulama. Takode, primijenjena
je linearna regresija za izraCunavanje TEAC vrednosti (Trolox® ekvivalentnog antioksidativnog

kapaciteta), poredenjem rezultata uzoraka sa standardnom krivom Trolox-a®.
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3.4.3. Priprema rastvora za ispitivanje

Napravljen je 0,01 M vodeni rastvor CuClz, 1 M vodeni rastvor NHsAc, 0,0075 M rastvor Nc
u 96 % etanolu i 0,001 M rastvor Trolox®-a (TR) u 80 % metanolom (slika 38.).

Slika 38. Pripremljeni rastvori za antioksidativna ispitivanja liganda (NHa)sidadtc i kompleksa
NHai[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en)2]

Pripremljeno je pet radnih rastvora Trolox® -a razblazenih sa 80 % metanolom, slede¢ih
koncentracija:

1) 0,001 M,

2) 0,00075M (3,75 mL TR+1,25 mL CH3sOH ),

3) 0,0006 M (2,5 mL TR+ 2,5 mL CH30H),

4) 0,00025M (1,25 mL TR+ 3,75 mL CH3OH) i

5) 0,000125 M (0,625 mL TR+ 4,375 mL CH30OH).

Nakon pripremanja rastvora i standarda, pripremljene su kivete za snimanje: blank i uzorci

slede¢im redosledom:

Blank: Za pripremu uzorka koriSéeno je:

— 10 pL uzorak —150 pL za 3 mL

750 uL0,01 M CuCly ;

— 750 ulL0,0075 M Nc; — 750 uL 0,01 M CuClz;
— 750 pL 80 % CH3OH; — 750 puL 0,0075 M Nc;
— 750 uL 1 M CH3COONH,, — 600 uL 80 % CH3OH;

— 750 uL 1 M CHsCOONH;4

Za pripremu je koris¢en 80 % CH3OH.

52



Na slici 39. su prikazane kivete prije dodatka CUPRAC reagensa, a na slici 40. nakon
dodatka CUPRAC reagensa. Jasno se moze vidjeti promjena boje u kivetama koje imaju

potencijalnu antioksidativnost, iz svijetlo plave u Zuto-narandzastu, izuzetak je

kompleks K jer je njemu primarna boja rastvora narandzasta.

Slika 39. Kivete sa standardom Trolox® i uzorcima prije dodavanja CUPRAC reagensa

Slika 40. Kivete sa standardom Trolox® i uzorcima nakon dodavanja CUPRAC reagensa

Ovako pripremljene kivete su ostavljene da odstoje 30 minuta na tamnom mjestu, nakon
cega je izvrSeno prvo mjerenje apsorbancije na talasnoj duzini od 450 nm na
spektrofotometru Varian 50 Cary SCAN. Boja rastvora u kivetama nakon 30 min je

prikazana na slici 41.

Slika 41. Kivete nakon 30min

Zatim su kivete ostavljene da stoje jo§ 30 minuta, tako da ukupno vreme stajanja za
drugo snimanje je iznosilo 1 h, nakon ¢ega je ponovo izvrSeno mjerenje apsorbancije.

Boja rastvora u kivetama nakon 1 h je prikazana na slici 42.



Slika 42. Kivete nakon 1h

3.5. Metode za ispitivanje interakcije sa HSA i DNK

Ispitivanje interakcije amonijum-iminodiacetatoditiokarbamata i njegovih kompleksa
NHa4[Zn(idadtc)(en)] i NHa[Zn(idadtc)(en)z] sa DNK i HSA sprovedeno je na Prirodno-

matemati¢kom fakultetu u Kragujevcu.

3.5.1. Fluorescentna mjerenja

Ispitivanje interakcije sintetisanih jedinjenja sa DNK i HSA sprovedeno je pomocu
fluorescentnih i apsorpcionih spektara. Snimanjem emisionih fluorescentnih spektara
ispitivane su interakcije i kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en).] sa
albuminom humanog seruma (HSA) i sa molekulima DNK koji je izolovan iz grudne
zijezde teleta (CT-DNK).

Da bi se istrazile interakcije izmedu kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)] i
NHs[Zn(idadtc)(en)] sa albuminom 1 molekulima DNK, kori§¢ena je
spektrofluorimetrijska analiza. Ova metodologija se pokazala pouzdanom kada je u

pitanju ispitivanje ovakvih vrsta interakcija [4], [5], [79].

Snimanjem emisionih fluorescentnih spektara ispitivane su interakcije kompleksa sa
albuminom humanog seruma (HSA) i sa molekulima DNK koji je izolovan iz grudne
zijezde teleta (CT-DNK). Fluorescentni spektri su snimani na RF 1501 PC

spektrofotometru (Shimadzu, Japan).

Fluorescentni emisioni spektri HSA-ispitivano jedinjenje sistema su snimani u opsegu
od 300 do 500 nm, na talasnoj duzini ekscitacije od 295 nm. Sirina proreza izmedu

ekscitacije i emisije je iznosilal0 nm.
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Isitivanja su sprovedena na sobnoj temperaturi u rastvoru fosfatnog pufera od 0,01 M
(pH 7,4). Koncentracija HSA je bila konstantna na 2 uM, a koncentracije kompleksa
promjenjive od 0 do 30 uM. Svaki uzorak je temeljno mijeSan prije mjerenja.

Vrijednosti Stern-Volmerovih konstanti, Ksv, koje se koriste za utvrdivanje mehanizma

gasenja fluorescencije izraCunate su koriS¢enjem jednacine 4:

lo/l =1 + Ksv [Q] (4)

U ovoj jednacini, Io i | predstavljaju intenzitete fluorescencije prije i posle dodatka
kompleksa, dok je [Q] koncentracija kompleksa.

Podaci gaSenja fluorescencije su predstavljeni graficki kao odnos Io/l naspram
koncentracije kvencera. Graficki nacrt Io/l naspram Q daje presjek na y-osi i nagib

jednak konstanti Ksv.

Pri ispitivanju interakcija izmedu ispitivanih jedinjenja i CT-DNK, koncentracija CT-
DNK je bila konstantna, dok je koncentracija ispitivanih jedinjenja varirala. Spektri su
snimani na sobnoj temperaturi u opsegu talasnih duzina od 550 — 700 nm sa

ekscitacijom na 323 nm, sa Sirinom proreza izmedu ekscitacije i emisije 10 nm.

3.5.2. Spektrofotometrijska mjerenja

Afinitet vezivanja kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)] i NHa[Zn(idadtc)(en).] sa DNK
teleceg timusa (CT-DNK) kvantitativno je procijenjen pomoc¢u UV-Vis spektroskopije.
Apsorpcioni spektri su snimani u opsegu talasnih duzina od 200 do 500 nm.
Eksperimenti su sprovedeni na 37 °C u rastvoru fosfatnog pufera (0,01 M PBS, pH 7,4).
KoriS¢ena je stalna koncentracija od 8 uM za komplekse, dok su koncentracije CT-
DNK varirale od 0 do 40 uM.

Intrinzi¢na konstanta ravnoteznog vezivanja (Kp) je odredena pracenjem promjena

apsorpcije na MLCT traci, primjenom jednacine (5):

[DNK]/(ea— &f) = [DNK]/(epb — &f) + 1/Kb(ep — &f) 5)

U ovoj jednacini, [DNK] predstavlja koncentraciju DNK u baznim parovima, €a je
molarni koeficijent ekstinkcije posmatranog kompleksa, &t je koeficijent ekstinkcije
slobodnog kompleksa, dok je ep koeficijent ekstinkcije vezanog kompleksa. Ky je

dobijena iz odnosa nagiba i presjeka na y osi grafika [DNK]/(ea—gf). Odnos
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apsorbancije Azso/Az0 U CT-DNK rastvoru bio je priblizno 1,8-1,9, §to je potvrdilo

odsustvo proteinske kontaminacije.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Kompleksi cinka(ll) sa amonijum-iminodiacetatoditiokarbamatom i etilendiaminom,
kao 1 sam ligand (NHai)sidadtc, koji su prethodno sintetisani su ve¢ opisani u
objavljenim radovima. U cilju potvrde da smo dobili jedninjenja iste strukture u ovom

radu sprovedena je FTIR analiza.
4.1. Rezultati IR spektroskopske analize sintetisanih jedinjenja

FTIR spektri sintetisanog liganda amonijum-iminodiacetatoditiokarbamata i
kompleksa:

-amonijum-(etilendiamin)(iminodiacetatditiokarbamato)cinkat(l1),
NH4[Zn(idadtc)(en)]
-amonijum-(bisetilendiamin)(iminodiacetatditiokarbamato)cinkat(l1),
NHa4[Zn(idadtc)(en)]

su opisani u slede¢im poglavljima.
4.1.1. FTIR spektar liganda (NHas)sidadtc

Tri kljucna spektralna podrucja u IR spektru liganda obuhvataju intervale unutar
slede¢ih opsega:
— 1550-1450 cm™, gdje se primjecuje vibracija rastezanja C—N, §to sugerise
djelimi¢ni dvostruki karakter C=N veze u okviru -NCS— grupe;

— 1090-950 cm™!, §to ukazuje na vibraciju rastezanja S=C veze S=C-S grupe;

Slika 43. IR spektar liganda (NH4)sidadtc
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Analiza dobijenog IR spektra za ligand, potvrduje da je sintetisano jedinjenje iste
strukture kao i u ranije publikovanim radovima [13], [58]. Infracrveni spektar liganda

je prikazan na slici 43, a karakteristi¢ne trake su opisane i izdvoje u tabeli 1.

Tabela 1. Pregled karakteristil¢nih traka dobijenih FTIR spektralnom analizom liganda
(NH4)sidadtc

Vrsta CoO C-N

N-H C-N
C(=0)-0)  CSS -NCS
grupe (NHsy  CCEOX0) (NCS2 Ne(H)co0)
Vas Vs Vas Vs
Pikovi
1 3007 1544 1413 992 1544 1360 1216
cm-

Strukturna formula liganda prikazana je na slici 44.

— 3-

Slika 44. Struktura liganda (NH4)sidadtc
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4.1.2. FTIR spektar za kompleks NHas[Zn(idadtc)(en)], K1

Na talasnoj duzini od 2903 cm™ uocava se traka koja se pripisuje vibracijama N-H veze

iz etilendiamina, a koja nije prisutna u spektru liganda. Trake na 1601 cm™ 1 1493 cm™!

odgovaraju asimetricnim i simetricnim valentnim vibracijama COO™~ grupe. Vibracija

C-N veze (od NCSS") s djelimi¢nim karakterom dvostruke vezenalazi se na 1455 cm™.

Pozicija ove trake, u poredenju s odgovaraju¢om trakom u spektru liganda (1544 cm™!

za (NHg)sidadtc), ukazuje na smanjenje dvostrukog karaktera C=N veze i pomjeranje

elektronske gustine s atoma ugljenika ka atomima sumpora. Traka na 1216 cm™

pripisuje se valentnim vibracijama C-N veze u NC(Hz2)COO~ grupi. Na bidentatnu

koordinaciju cinka preko dva sumporna atoma ukazuje intenzivna traka na 1025 cm™.

Slicna traka u IR spektru liganda nalazi se na 992 cm™, a pomjeranje od 33 cm™

sugeriSe mogucnost koordinacije putem CSS™ jona.

100

Slika 45. IR spektar kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)]

Analiza pokazuje da je sintetisano jedinjenje ima strukturu prikazanu na slici 45. a koja

je ve¢ okarakterisna u prethodno publikovabim radovima. Karakteristi¢ne trake su

opisane i izdvojene u tabeli 2.

Tabela 2. Pregled karakteristi¢nih traka dobijenih FTIR spektralnom analizom

kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)].

Vrsta en COO-
N-H -C(=0)-0
grupe (N-H) (-C(=0)-0)
Vas Vs
Pikovi
2903 1601 1493
cm?

C-N C-N
CSS (-NCS>) (-
Vas Vs NC(HZ)COO)
1025 1445 1322 1216
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Strukturna formula kompleksa K1 prikazana je na slici 46.

NH
— 2 S
H,C :
NH4| 2| \ /

/n
H,C

\NH{ \S

Slika 46. Struktura kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)]

4.1.3. FTIR spektar za kompleks NH4[Zn(idadtc)(en)2], K2

IR spektar kompleks NH4[Zn(idadtc)(en)2] (slika 47.) se razlikuje od IR spektra liganda,
pa se moze zakljuciti da je doSlo do koordinacije. Na talasnoj duzini od 2098 cm™
uoCava se traka koja se pripisuje vibracijama N-H veze iz etilendiamina, a koja nije
prisutna u spektru liganda. Traka na 1569 cm™ pripisuje se asimetri¢nim vibracijama
COO™ grupe, dok se simetri¢ne vibracije javljaju na 1499 cm™, pri Cemu se ova traka
preklapa sa vibracijama C=N veze u NCS grupi, gdje se javlja i simetri¢na vibracija
ove veze na1322 cm™. Ostratrakana 1218 cm™ odgovara C-N-vezi (iz NC(H2)COO).
Na 1001 cm™ javlja se ostra singletna traka koja se prepisuje asimetriénim vibracijama

u CSS" -grupi.

1001 5]

1439 5
13225

1370 9

2807.5)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400
cm-1

Slika 47. IR spektar kompleksa NHa[Zn(idadtc)(en)2].

Analiza dobijenog IR spektra za kompleks NHs[Zn(idadtc)(en)z2] potvrduje da je

sintetisano jedinjenje iste strukture kao i u ranije publikovanom radu [13]. Infracrveni
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spektar kompleksa je prikazan na slici 47, a karakteristicne trake su opisane i izdvoje u
tabeli 3.

Tabela 3. Pregled karakteristicnih traka dobijenih FTIR spektralnom analizom
kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en):]

Vrsta CoO C-N C-N
En -C(=0)-OH CSS -NCS
grupe CCEO)-0M (NCS2) NC(H2)c00)
Vas Vs Vas Vs
Pikovi
. 2098 1569 1499 1001 1499 1322 1218
cm-

Struktura kompleksa K> prikazana je na slici 48.

— H,
C
H,C” N,
H,N S CH,COO
AN / _____ o
NH," Zn N\
\ S CH,COO
H,N
| /NH2
L H, ]

Slika 48. Struktura kompleksa NHi[Zn(idadtc)(en):]
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4.2. Rezultati mikrobioloskih ispitivanja na gljivua Phomopsis viticola

Da bi se utvrdio fungicidni efekat amonijum-iminodiacetat-ditiokarbamato i njegovih
kompleksa NHai[Zn(idadtc)(en)] i NHi[Zn(idadtc)(en).] na gljivu Ph. viticola,
sprovedena su laboratorijska mikrobioloska ispitivanja. Efekti ispitivanih jedinjenja

uporedeni su sa uticajem komercijalnog fungicida ciram.

4.2.1. Inhibitorni efekat fungicida sa aktivnom materijom ciram

Pripremljeni su rastvori cirama u slede¢im koncentracijama: 0,209 %, 0,105 %, 0,052 %,

0,026 % i 0,013 %, sa ukupno 0,0420 g aktivne supstance.

Dobijeni rezultati rasta micielije gljive Ph. viticola na inpregniranoj podlozi sa

fungicidom ciramom, u zavisnosti od koncentracije prikazani su u tabeli 4.

Tabela 4. Rast micelije Ph. viticola na podlozi sa aktivnom materijom ciram

Konc Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka Sredine Efikasnost

[90] 1 2 3 4 [cm] [9%6]
[cm] [cm] [cm] [cm]

0.209 0 0 0 0 0 100

0.105 0 0 0 0 0 100

0.052 0 0 0 0 0 100

0.026 1.8 1.3 2.1 1.8 1.8 77.67
0.013 5.3 5.6 5.6 54 55 321

Kontrola 8.1 8.1 8.1 8 8,1
[cm]

LSDo.01=0.298

Prve tri koncentracije fungicida pokazale su maksimalnu efikasnost protiv rasta gljive
odnosno 100 %, dok je najmanja koncentracija pokazala znatno manju efikasnost od
32,1 %.

4.2.2. Inhibitorni efekat liganda (NHas)sidadtc, L1
Pripremljeni su rastvori liganda L: slede¢ih koncentracija: 0,1875 %, 0,0936 %,

0,0468 %, 0,0234 %, 0,0117 % sa ukupno 0,0375 g aktivne supstance. Dobijeni

62



rezultati rasta micelije gljive Ph. viticola na inpregniranoj podlozi sa ligandom

prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5. Rast micelije Ph. viticola na podlozi sa ligandom (NH4)sidadtc

Konc.  Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[9%6] 1 2 3 4 [cm] [9%6]
[cm] [cm] [cm] [cm]

0.1875 8 8,1 8,1 8 8,1 0
0.0936 7,9 8 7,9 8 8 1.23
0.0468 8,2 8,2 8,1 8 8,1
0.0234 8,1 8,1 8 8,1 8
0.0117 8,1 8,1 8 8,1 8,1 0
Kontrola 8,1 8,1 8,1 8 8,1

[cm]

LSDo.02=0,134

Iz tabele se moze vidjeti da je ligand (NHa)sidadtc, pokazao 10§ inhibicioni efekat.
Jedini uticaj na inhibiciju micelije predmetne gljive ima druga upotrijebljena
koncentracija dtc liganda i ona u odnosu na kontrolni uzorak ispoljava izuzetno nizak

efekat inhibicije od 1,23 % (na osnovu Lsd testa ne moZe se smatrati znacajnom).
4.2.3. Inhibitorni efekat kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)], K1

Pripremljeni su rastvori kompleksa Ki slede¢ih koncentracija: 0,1875 %, 0,0936 %,
0,0468 %, 0,0234 %, 0,0117 % sa ukupno 0,0375 g aktivne supstance. Dobijeni
rezultati rasta micelije gljive Ph. viticola na inpregniranoj podlozi sa kompleksom K
prikazani su u tabeli 6.

63



Tabela 6. Rast micelije Ph. viticola na podlozi sa NHs[Zn(idadtc)(en)]

Konc.  Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[90] 1 2 3 4 [cm] [90]
[cm] [cm] [cm] [cm]
0.1875 7,6 7,7 7,7 7,8 7,7 4.93
0.0936 7,9 8 7,8 7,9 7,9 2.46
0.0468 8,2 8,1 8,2 8,1 8,2 -1.23
0.0234 8,2 8,1 8,2 8,1 8,2 -1.23
0.0117 8,2 8,1 8,2 8,1 8,2 -1.23
Kontrola 8,1 8,1 8,1 8 8,1
[cm]

LSDo.021=0,134

1z tabele se moze vidjeti da je kompleks NHa[Zn(idadtc)(en)] nije pokazao znacajan
inhibicioni efekat, ali u poredenju sa ligandom (NHa)sidadtc inhibicija rasta Ph. viticola
je povecana. Moze se zakljuciti da koordinacija dovodi do boljeg inhibicionog efekta,

i dalje manje znacajnog u odnosu na komercijalni fungicid ciram.

Najveci uticaj na inhibiciju micelije predmetne gljive ima prva (najveca) upotrijebljena
koncentracija kompleksa NHas[Zn(idadtc)(en)]. Ova koncentracija u odnosu na
kontrolni uzorak ispoljava efekat inhibicije od 4,93 %. Koncentracije 0,4068 %, 0,0234 %
10,0117 % pokazale su negativanu efikasnost §to moze sugerisati da su koncentracije

jedinjenja premale da bi imale znacajan efekat.
4.2.4. Inhibitorni efekat kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)z], K2

Pripremljeni su rastvori kompleksa K> slede¢ih koncentracija: 0,1875 %, 0,0936 %,
0,0468 %, 0,0234 %, 0,0117 % sa ukupno 0,0375 g aktivne supstance. Dobijeni
rezultati rasta micelije gljive Ph. viticola na inpregniranoj podlozi sa kompleksom K>

prikazani su u tabeli 7.
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Tabela 7. Rast micelije Ph. viticola na podlozi sa NHas[Zn(idadtc)(en)]

Konc. Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[90] 1 2 3 4 [cm] [90]
[cm] [cm] [cm] [cm]
0.1875 7,8 7,8 7,9 7,9 7,9 2.47
0.0936 7,7 7,7 8,2 8 7,9 2.47
0.0468 8,1 8 8,2 8,1 8,1 0
0.0234 8,2 8,1 8,2 8,1 8,1 0
0.0117 8,2 8 8,2 8,1 8,1 0
Kontrola 8,1 8,1 8,1 8 8,1
[cm]

LSDo.01=0,284

Iz tabele se moze vidjeti da je kompleks NHa[Zn(idadtc)(en)z2] nije pokazao znacajan
inhibicioni efekat.

Najvedi uticaj na inhibiciju micelije predmetne gljive imaju prva i druga upotrijebljena
koncentracija kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)z], i one u odnosu na kontrolni uzorak
ispoljavaju efekat inhibicije od 2,47 % ali poredenjem sredina porasta sa Lsd testom ne

moze se re¢i da je inhibicija statisti¢ki znacajna..
4.2.5. Poredenje inhibitornih efekata ispitivanih jedinjenja i fungicida

Sa slike 49. se jasno moze vidjeti da najbolju antifugalnu aktivnost je pokazao
kompleks Ki, ,a najmanju ligand (NHs)sidadt, kada su poredena samo ispitivana
jedinjenja. Ovi rezultati ukazuju na moguc¢nost da koordinacija liganda sa metalnim

centrom doprinosi pobolj$anju antifungalne aktivnosti [48].
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Slika 49. Efikasnosti (%) inhibicije rasta micelije gljive Ph.viticola u zavisnoti od koncentracije
ispitivanih jedinjenja: (NH4)sidadtc (L1), NH4[Zn(idadtc)(en)] (K1) i NHs[Zn(idadtc)(en):] (K2)

U  poredenju sa  komercialnim  fungicidlom  ciramom,  amonijum-
iminodiacetatoditiokarbamat i  njegovi  kompleksi  NHa[Zn(idadtc)(en)] i
NHas[Zn(idadtc)(en)2] nisu pokazali znacajan inhibitorni efekat na rast gljive Ph.
viticola (slika 50). Najbolji efekat je postigao fungicid koncentracije 0,209 % ciram, a
najmanji inhibitorni efekat je bio zabiljezen kod liganda (NHas)zidadtc pri svim
koncentracijama. Nesto veca efikasnot u odnosu na (NHg)zidadtc je primjeéena kod

kompleksa K1 pri najvecoj koncentraciji 0,1875 %.
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Slika 50. Efikasnosti (%) inhibicije rasta micelije gljive Ph.viticola u odnosu na koncentraciju
komercijalnog fungicida cirama i ispitivanih jedinjenja: (NHa)sidadtc (L1), NH[Zn(idadtc)(en)] (K1),
NH4[Zn(idadtc)(en)2] (K2)

Poredenje efikasnosti (%) na inhibiciju rasta micelije gljieve Ph.viticola od konc.

ispitivanih jedinjenja: (NH4)sidadtc, Ky i K2 prikazano je u tabeli 8.

66



Tabela 8. Efikasnosti fungicida i ispitivanih jedinjenja na rast micelije gljive

Ph.viticola
Efikasnost %
Konc. % Ciram (NHa4)sidadt Kompleks K Kompleks K
1 100 0 4,93 2,47
2 100 1,23 2,46 2,47
3 100 0 -1,23 0
4 77,67 0 -1,23 0
5 32,1 0 -1,23 0

4.3. Rezultati mikrobioloskih ispitivanja na gljiva Botryosphaeria dothidea

Da bi se utvrdio fungicidni efekat amonijum-iminodiacetat-ditiokarbamata i njegovih
kompleksa NHai[Zn(idadtc)(en)] i NHai[Zn(idadtc)(en)2] na gljivu Botryosphaeria
dothidea, sprovedena su laboratorijska ispitivanja. U okviru ovih ispitivanja, efekti

ispitivanih jedinjenja uporedeni su sa delovanjem komercijalnog fungicida ciram.

4.3.1. Inhibitorni efekat fungicida sa aktivnom materijom ciram

Pripremljeni su rastvori cirama u slede¢im koncentracijama: 0,209 %, 0,105 %, 0,052 %,
0,026 % i 0,013 %, sa ukupno 0,0420 g aktivne supstance. Dobijeni rezultati rasta
micelije gljive B. dothidea na inpregniranoj podlozi sa fungicidom ciramom (slika 51.),

u zavisnosti od koncentracjie prikazani su u tabeli 9.

Slika 51. Petrijeve kutije sa gljivom na podlozi sa (NH4)sidadtc i kontrolnom
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Tabela 9. Rast micielije B. dothidea na podlozi sa ciramom

Konc.  Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[9%6] 1 2 3 4 [cm] [9%6]

[cm] [cm] [cm] [cm]
0.209 0 0 0 0 0 100
0.105 0,8 0,7 0,7 0,6 0,7 90.78
0.052 0,9 0,9 0,7 0,9 0,8 89.47
0.026 1 0,8 0,9 0,8 0,9 88.15
0.013 1,3 11 11 1,2 1,1 85.52
Kontrola 7,5 7,4 7,95 7,6 7,6
[cm]

LSDo.01=0.259

Prva koncentracija fungicida pokazala je maksimalnu efikasnost protiv rasta gljive
odnosno 100 %, dok su ostale ¢etri nesto manju. Najmanju koncentracija pokazala je
efikasnost od 85,52 %.

4.3.2. Inhibitorni efekat liganda (NHas)zidadtc, L1

Pripremljeni su rastvori sa ligandom (NHa)sidadtc slede¢ih koncentracija: 0,1875 %,
0,0936 %, 0,0468 %, 0,0234 %, 0,0117 % sa ukupno 0,0375 g aktivne supstance.
Dobijeni rezultati rasta micielije gljive B. dothidea na inpregniranoj podlozi sa

ligandom prikazani su na slici 52. Efikasnost rasta micelije data je u tabeli 10.

s

Slika 52. Petrijeve kutije sa gljivom na podlozi sa (NH4)sidadtc i kontrolnom
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Tabela 10. Rast micelije B. dothidea na podlozi sa (NHa)sidadtc

Konc  Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[%0] 1 2 3 4 [cm] [%0]
[cm] [cm] [cm] [cm]
0.1875 7,8 7,9 7,6 8,2 7,8 -2.63
0.0936 7,6 8 8,2 7,9 7,9 -3.94
0.0468 7,6 8,2 8,4 7,9 8 -5.26
0.0234 8,4 8,5 8,6 8,6 8,5 -11.84
0.0117 8,25 8,45 8.55 8,3 8,5 -10.52
Kontrola 7,5 7,4 7,95 7,6 7,6
[cm]

LSDo.01=0,450

Iz tabele se moze vidjeti da ligand prekursor (NHa)sidadtc, nije pokazao inhibicioni
efekat. Sve efikasnosti su negativime, pa se moze reci da ispitivane koncentracije nisu

pokazale znacajan inhibicioni efekat.
4.3.3. Inhibitorni efekat kompleksa NHs[Zn(idadtc)(en)], K1

Pripremljeni su rastvori kompleksa Ki sledecih koncentracija: 0,1875 %, 0,0936 %,
0,0468 %, 0,0234 %, 0,0117 % sa ukupno 0,0375 g aktivne supstance. Dobijeni
rezultati rasta micielije gljive B. dothidea na inpregniranoj podlozi sa kompleksom K1

prikazani su na slici 53. i u tabeli 11.

Slika 53. Petrijeve kutije sa gljivom na podlozi sa kompleksom K3 i kontrolnom
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Tabela 11. Rast micielije B. dothidea na podlozi sa NHas[Zn(idadtc)(en)], K1

Konc.  Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[%0] 1 2 3 4 [cm] [%0]
[cm] [cm] [cm] [cm]
0.1875 7 6,8 6,8 6,7 6,8 10.52
0.0936 6,1 7,3 6,7 6,6 6,7 11.84
0.0468 7,2 8,1 7,7 7,2 7,5 131
0.0234 8,5 8,5 8,4 8,4 8,4 -10.52
0.0117 8,3 8,45 8,1 8,4 8,3 -9.21
Kontrola 7,5 7,4 7,95 7,6 7,6
[cm]

LSDo.01=0,606

1z tabele se moze vidjeti da je kompleks Ki, pokazao znaajan inhibicioni efekat u
poredenju sa ligandom (NHa)sidadtc. Najveci uticaj na inhibiciju micelije predmetne
gljive imaju prve dvije upotrijebljene koncentracije kompleksa K1, izmedu kojih nema

znacajne statisticke razlike ali je znacajna u poredenju sa kontrolom.
4.3.4. Inhibitorni efekat NH4[Zn(idadtc)(en)z], K2

Pripremljeni su rastvori kompleksa K> sledecih koncentracija: 0,1875 %, 0,0936 %,
0,0468 %, 0,0234 %, 0,0117 % sa ukupno 0,0375 g aktivne supstance. Dobijeni
rezultati rasta micelije gljive B. dothidea na inpregniranoj podlozi sa kompleksom K>

datih koncentracija prikazani su na slici 54. i u tabeli 12.

Slika 54. Petrijeve kutije sa gljivom na podlozi sa K> i kontrolnom
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Tabela 12. Rast micielije B. dothidea na podlozi sa NH4[Zn(idadtc)(en).], Kz

Konc.  Petrijevka Petrijevka Petrijevka Petrijevka sredine Efikasnost

[%0] 1 2 3 4 [cm] [%0]
[cm] [cm] [cm] [cm]
0.1875 6,8 6,5 6,6 6,4 6,5 14,47
0.0936 8,2 7,7 7,9 8,3 8 -5,26
0.0468 8,2 8, 8,6 8,2 8,3 -9,21
0.0234 8,2 8,1 8,6 8,2 8,3 -9,21
0.0117 8,2 8,5 8,5 8,2 8,3 -11,84
Kontrola 75 7,4 7,95 7,6 7,6
[cm]

LSDo.01=0,411

1z tabele se moze vidjeti da je kompleks Koz, nije pokazao znacajan inhibicioni efekat,
ali u poredenju sa ligandom (NHa)zidadtc inhibicija rasta B. dothidea je poveéana.
Moze se zakljuciti da koordinacija dovodi do boljeg inhibicionog efekta, i dalje
statisticki manje znacajnog u odnosu na komercijalni fungicid ciram.

Najveci uticaj na inhibiciju micelije predmetne gljive imaju prva upotrijebljena
koncentracija kompleksa Kz, i one u odnosu na kontrolni uzorak ispoljavaju efekat

inhibicije od 14,47 %. Ostale koncentracije nisu djelovale na inhibiciju gljive.

4.3.5. Poredenje inhibitornih efekata ispitivanih jedinjenja i fungicida

Sa slike 55. se jasno moze vidjeti da najbolju antifugalnu aktivnost je pokazao
kompleks K3, pri kocentraciji 0,1875 % zatim kompleks K1 pri koncentraciji 0,0936 %,
dok ligand L1 nije pokazao antifugalnu aktivnost. Ovi rezultati ukazuju na moguénost
da koordinacija liganda sa metalnim centrom doprinosi poboljSanju antifungalne

aktivnosti [48].
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Slika 55. Efikasnosti (%) inhibicije rasta micelije gljive B. dothidea u odnosu na koncentracije
ispitivanih jedinjenja: (NH4)sidadtc (L1), NH4[Zn(idadtc)(en)] (K1) i NH4[Zn(idadtc)(en),] (K2)

U poredenju sa komercialnim fungicidom ciramom, ditioligand amonijum-
iminodiacetatoditiokarbamat i njegovi ditiokarbamato kompleksi NH4[Zn(idadtc)(en)]
i NHs[Zn(idadtc)(en)z2] nisu pokazali znacajan inhibitorni efekat na rast gljivice B.
dothidea (slika 56.). 1z poredenja njihovih efikasnoti u tabeli 13. mozZe se jasno vidjeti
da je najbolji efekat postigla najveca koncentracija cirama od 0,209 %, a odsustvo

inhibitornog efekta zabiljezeno je kod liganda (NH4)sidadtc pri svim koncentracijama.
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Slika 56. Efikasnosti (%) inhibicije rasta micelije gljive B. dothidea u odnosu na koncentraciju
komercijalnog fungicida cirama i ispitivanih jedinjenja: (NHa)sidadtc (L1), NHs[Zn(idadtc)(en)] (Ky) i
NH.[Zn(idadtc)(en),] (K2)

Poredenje efikasnosti (%) na inhibiciju rasta micelije gljieve B. dothidea od konc.

ispitivanih jedinjenja: (NH4)sidadtc, Ky i Ko
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Tabela 13. Efikasnosti fungicida i ispitivanih jedinjenja na rast

micelije gljive B.

dothidea
Efikasnost %
Konc. % Ciram (NHa)sidadtc Kompleks K1 Kompleks Kz
1 100 -2,63 10,52 14,47
2 90,78 -3,94 11,84 -5,26
3 89,47 -5,26 1,31 -9,21
4 88,15 -11,84 -10,52 -9,21
5 85,52 -10,52 -9,21 -11,84
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4.4. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti

Podaci dobijeni primjenom CUPRAC metode koris¢eni su za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta ispitivanih jedinjenja. Prvo su izradene kalibracione krive
koje prikazuju odnos izmedu apsorbancije i koncentracije standardnih rastvora, a zatim
su te krive koriS¢ene za analizu uzoraka. Na osnovu dobijenih apsorbancija, uz
koris¢enje prethodno navedene formule CUPRAC metode za izracunavanje TAC (total
antioxidant capacity), izracunat je ukupni antioksidativni kapacitet ispitivanih
jedinjenja.

Rastvor je pripremljen na nacin koji je opisan u eksperimentalnom dijelu. Nakon toga
je snimljena je kalibraciona kriva Trolox®-a, nakon 30 min (slika 57.) i nakon 1 h (slika
58.).
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Slika 57. Kalibraciona kriva rastvora Trolox-a nakon 30min
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Slika 58. Kalibraciona kriva rastvora Trolox-a nakon 1h

U tabeli 14. su prikazani rezultati apsorbanci, koncentracija i antioksidativnosti, nakon
30 min i nakon 1 h za ligand (NHas)sidadtc i komplekse NHs[Zn(idadtc)(en) i
NHa4[Zn(idadtc)(en)2].

Tabela 14. Rezultati totalnog antioksidativnog kapaciteta TAC nakon 30 mini 1 h

) TACcupPrAC(30min) TACcuprAC(1h)
Uzorci Asomin - C[M]30min Auin C[M]un
[umol/l] [umol/l]

(NHas)sidadtc 0,791  0,0017593 1,041332105 0,848 0,0018053  1,040613497
K1 0,002 6,623*10° -0,097902098 0,002 -6,756*10° -0,085245902

K2 1,353  0,0030608 1,023757282 1,354  0,0029279 1,02504161

Nakon 30 minuta, uzorak (NH4)sidadtc pokazuje znacajnu antioksidativnu aktivnost sa
TACcuprac vrijednoscu od 1,0413. Ova vrijednost se gotovo pa ne mijenja nakon 1h,
Sto sugeriSe na stabilnost antioksidativne aktivnosti tokom vremena. Kompleks
NHas[Zn(idadtc)(en)] pokazuje negativnu vrijednost antioksidativnog kapaciteta, §to
pokazuje na izuzetno slabu ili odsutnu antioksidativnu aktivnost. Ove vrijednosti se
blago smanjuju tokom vremena, ali su i dalje neefektivne u oba vremenska perioda.
Kompleks NH4[Zn(idadtc)(en),] ima visoku pocetnu antioksidativnu aktivnost
(TACcuprac 0d 1,0238 nakon 30 minuta). Ove vrijednosti sugeriSu da Ko ima

konstantan i jak antioksidativni kapacitet tokom vremena.

Rezultati pokazuju znacajne razlike u antioksidativnim kapacitetima ispitivanih

jedinjenja. Uzorci (NH4)sidadtc i Kz pokazuju visok nivo antioksidativnosti, §to ih ¢ini
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potencijalnim kandidatima za dalje istrazivanje i primjenu u formulacijama sa
antioksidativnim svojstvima. S druge strane, uzorak Ki; pokazuje zanemarljivu
aktivnost, §to sugeriSe da njegovo dalje istrazivanje mozda nije opravdano u kontekstu

antioksidativne primjene jer je dao neefektivne rezultate u oba vremenska intervala.

Ditiokarbamati su privukli paznju zbog svog potencijala da djeluju kao efikasni
sakupljaci slobodnih radikala, prvenstveno zbog svojih antioksidativnih svojstava i
sposobnosti da moduli$u oksidativni stres [3]. Moze se rec¢i da nije iznenadenje da je
(NHa)sidadtc pokazao zna¢ajnu antioksidativnu aktivnost. Medutim postavlja se pitanje

zasto kompleks K1 i Kz se toliko razlikuju po pitanju antioksidativnosti.

Pretpostavlja se da geometrijske razlike izmedu kompleksa K1 i K2 zna¢ajno uti¢u na
njihove antioksidativne kapacitete, Sto se moze direktno povezati sa duzinama veza i
simetrijom koordinacionih sfera, koje su opisane u literaturi [13]. Kompleks K1, sa
svojom tetraecdarskom geometrijom i simetri¢nim vezivanjem liganada, pokazuje krace
i ujednacene duzine veza Zn-S (2,47 A) i Zn-N (2,18 A). Ova simetri¢na koordinacija
dovodi do vece stabilnosti kompleksa, ali i manje reaktivnosti, ogranicavajuci njegovu
sposobnost interakcije sa slobodnim radikalima, S§to rezultira smanjenom

antioksidativnom aktivnoscu.

Nasuprot tome, kompleks Ko, sa oktaedarskom geometrijom, pokazuje razli¢ite duzine
veza Zn-N (od 2,18 A do 2,26 A) i duze Zn-S veze (2,57 A). Ova asimetrija u
koordinaciji, zajedno sa duZzim vezama, stvara vecu fleksibilnost i otvorenost
kompleksa, §to omogucava bolju dostupnost reaktivnih mjesta za interakciju sa
slobodnim radikalima. Kao rezultat toga, K> pokazuje znacajniji antioksidativni

kapacitet u poredenju sa K1, ako posmatramo samo geometriju.

Takode razlike u uglovima veza izmedu kompleksa K1 i K> igraju ulogu u njihovoj
antioksidativnoj aktivnosti. K1, sa svojim vec¢im i simetri¢nim uglovima, poput A(S1—
Zn-S8) od 74,90° i A(N9-Zn—N12) od 81,39°, pokazuje vecu stabilnost zbog
tetraedarske geometrije. Ova stabilnost ograni¢ava reaktivnost i smanjuje dostupnost

reaktivnih funkcionalnih grupa, $to doprinosi nizoj antioksidativnoj aktivnosti.

S druge strane, Kz, sa manjim i asimetri¢nim uglovima, kao Sto su A(S1-Zn-S8) od
71,45° 1 asimetri¢ni uglovi izmedu sumpora i azota, ima oktaedarsku geometriju koja

omogucava vecu fleksibilnost i bolju dostupnost reaktivnih mjesta. Ova fleksibilnost
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dovodi do poboljSane antioksidativne aktivnosti kompleksa K> u poredenju sa K1, pa se

moze pretpostaviti i da ugaoni parametri uticu na efikasnost ovih kompleksa.

Studije su pokazale da tetraedarska koordinacija aluminijuma moze preci u oktaedarsku
koordinaciju pod specificnim uslovima, kao §to su razmjena jona ili tretman bazama
poput amonijaka [80]. Ova reverzibilnost ukazuje na dinami¢nu prirodu koja moze biti
korisna u katalitickim procesima. Medutim, oktaedarski kompleksi su stabilniji u
odredenim okruzenjima zbog svoje sposobnosti da prihvate vece ligande i obezbjede
koordinacija je takode povezana sa veCom gustinom elektrona oko centralnog atoma,

$to moze poboljsati stabilnost kompleksa [80].

Sto se ti¢e vezivanja slobodnih radikala, oktaedarske strukture generalno imaju veéu
sposobnost stabilizacije slobodnih radikala u poredenju sa tetraedarskim strukturama.
Prisustvo Sest koordinacionih mjesta omogucava oktaedarskim kompleksima da
efikasnije interaguju sa reaktivnim vrstama, olakSavajuc¢i formiranje stabilnih

radikalnih intermedijera [82].

Elektronska svojstva povezana sa ovim geometrijama dodatno uti¢u na njihovu
reaktivnost. Tetraedarski kompleksi mogu pokazivati jedinstvene elektronske
konfiguracije koje dovode do drugacijih obrazaca reaktivnosti u poredenju sa
oktaedarskim kompleksima. Ovo moze uticati na njihovu sposobnost uc¢estvovanja u
reakcijama sa radikalima, jer elektronska struktura igra klju¢nu ulogu u odredivanju
reaktivnosti kompleksa [83]. Obje geometrije, tetraedarska i oktaedarska, imaju svoje
prednosti, oktaedarski kompleksi generalno pokazuju vecu stabilnost 1 veéu sposobnost
vezivanja slobodnih radikala zbog simetricnog rasporeda i1 povecanog broja

koordinacionih mjesta.

Poredenje antioksidativnih kapaciteta TAC ispitivanih jedinjenja je prikazano graficki

na slici 59.
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Slika 59. Poredenje antioksidativnih kapaciteta liganda L1 i kompleksa K1 i K2 nakon 30 mini 1 h

Radi ta¢nosti dobijenih rezultata, CUPRAC test na ligand L1 i komplekse K1 i K2 je
ponovljen tri puta. Izraunate su standardna greska i devijacija za koeficijent
determinacije r1=0,9998, r,=0,9931 i r3=0,9995 za postavljanje kalibarcione krive

Troloxa-a nakon 30min predstavljene su u tabeli 15.

Tabela 15. Rezultati standardne greske i devijacije pri mjerenjima

Srednja vrijednost

koeficijent 0,996133
determinacije

Standardna greska 0,00196

Standardna devijacija 0,003395

U analizi rezultata merenja, uo€ava se visoka preciznost i tacnost. Srednja vrijednost
od 0,9961 ukazuje na stabilan i pouzdan prosjecan rezultat. Standardna greska od
0,00196 je izuzetno mala, Sto sugeriSe da su prosjecne vrijednosti mjerenja vrlo bliske
stvarnom proseku u skupu podataka. Takode, standardna devijacija od 0,003395
potvrduje vrlo malu varijabilnost medu mjerenjima, $to dodatno ukazuje na preciznost
u eksperimentalnoj proceduri. Ovi rezultati pruzaju ¢vrste osnove za zakljucak da su
merenja izvedena sa visokom precizno$c¢u i da metoda pokazuje visok nivo pouzdanosti

u okviru analiziranog skupa podataka.
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4.5. Rezultati interakcija sa HSA i DNK

Najvaznija uloga albumina je transport ljekova, prirodnih proizvoda, kompleksa
prelaznih metala drugih bioloski aktivnih jedinjenja u krvi. Istrazivanje interakcija
izmedu kompleksa prelaznih metala i HSA je vazno za procjenu njihove potencijalne
bioloske aktivnosti. Stepen vezivanja ovih jedinjenja za albumin u velikoj mjeri utice
na njihovu dostupnost u organizmu [84]. Da bi se ispitale strukturne promjene HSA
izazvane dodatkom kompleksa NHa[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en)2] snimani su
fluorescentni spektri.

Ispitivanje interakcija izmedu kompleksa prelaznih metala i DNK ima veliki znacaj,
naroCito u farmakologiji, jer omoguéava bolje razumijevanje njihove potencijalne
antitumorkse aktivnosti [85]. Apsorpciona i emisiona spektroskopija predstavljaju
veoma korisne metode u tim ispitivanjima. Interakcije kompleksa sa parovima baza u
DNK obicno dovode do hipohromnog ili hiperhromnog pomjeranja, $to se moze
objasniti elektrostatickim interakcijama ili sposobno$c¢u kompleksa da odmota
helikoidnu strukturu DNK [74]. Antikancerogeni efekti su posebno znac¢ajni kada su u
pitanju kompleksi prelaznih metala ditiokarbamata, kao §to su K1 i Kz, jer oni mogu
interagovati sa Cu ili Fe jonima u ¢eliji, ucestvujuéi u regulaciji redoks statusa i
indukovanju ili spre¢avanju apoptoze u zavisnosti od razli¢itih uslova i1 vremenskih
okvira [86],[38]. U okviru ove teze, nacin i ja¢ina vezivanja ispitivanih kompleksa za

DNK su proucavani primjenom UV-Vis i fluorescentnih spektroskopskih metoda.

Jedna od najvaznijih karakteristika kompleksa K1 i K2 koja bi mogla biti klju¢na za
njihovu potencijalnu upotrebu je nizak potencijalni toksioloski efekat. Da bi se ovaj
efekat ispitao, Ky i K> su analizirani putem ProToxIIl servera. Prema podacima
dobijenim putem ProToxlIll, jedinjenja Ky, K2 i (NH4)sidadtc imaju vrijednosti limitom
detekcije LDso oko 4860 mg kg!, $to ih svrstava u Klasa IV jedinjenja, $to prema
globalnom harmonizovanom sistemu klasifikacije 1 oznacavanja hemikalija (GHS)
znali ,Stetno ako se proguta®“. Analiza potencijalnog toksioloSkog efekta ovih
jedinjenja na specifiéne organe ukazuje na to da ditiokarbamati pokazuju visok
potencijal toksi¢nosti prema respiratornom sistemu, $to je dobro poznata Cinjenica kada
su ova jedinjenja u pitanju. Ipak, s obzirom na visoke vrednosti LDso, koje su mnogo
vise od nekih poznatih i Siroko koris¢enih jedinjenja (LDso vrijednosti za etanol su 3450

mg kg™', LDsp vrijednosti za varfarin samo 2 mg kg™'), kao 1 nekih prirodno prisutnih
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jedinjenja (LDsp vrednosti za kvercetin su 159 mg kg') [87], kompleksi K1 i K>
zasluzuju dalja istrazivanja. Takode, ovaj potencijalni toksioloski efekat u malim
koncentracijama mozda nece biti Stetan za ljudski organizam, a ditiokarbamati su
poznati po dobrim antifungicidnim, antimikrobnim, a ponekad i antikancerogenim

efektima.

4.5.1. Rezultati interakcije sa HSA: fluorescentna spektroskopija

Ispitivanje interakcije jedinjenja za HSA Cesto se oslanja na metodu gasenja
fluorescencije. Pod gasenjem se podrazumijeva svaki proces koji smanjuje intezitet
fluorescencije. Rastvori HSA pokazuju jaku fluorescenciju sa maksimumom oko 350
nm, §to se pripisuje ostatku triptofana, kada su pobudeni na 295 nm [88].

Fluorescentni spektri HSA sa promjenljivim koncentracijama kompleksa u rasponu od

0 do 30 uM, su prikazani na slici 60.
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Slika 60. Spektri fluorescencijske titracije rastvora HSA u koncentraciji od 2 uM u odsustvu i prisustvu
razli¢itih koncentracija ispitivanih kompleksa. Strelica pokazuje promjenu inteziteta fluorescencije
nakon porasta koncentacije ispitivanog jedinjenja (dodata do odnosa 5). Umetak: Stern-Volmerovi

grafikoni za fluorescencijsku titraciju HSA u prisustvu ispitivanih kompleksa

Kao $to se vidi na slici 60, dodatkom kompleksa rastvoru HSA, intezitet fluorescencije
HSA se postepeno smanjivao. Ovakav rezultat dovodi do zakljucka da kompleks moze

reagovati sa HSA. UocCeno smanjenje intenziteta fluorescencije moZze se pripisati
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promjenama u tercijarnoj strukturi HSA, vjerovatno kao posledica promjena u

okruzenju triptofanskih ostataka nakon vezivanja kompleksa za protein.

Stern-Volmerove konstante (Ksv) za interakcije izmedu ispitivanih kompleksa i
serumskog albumina su izraunate prema jednacini 4. datoj u Eksperimentalnom dijelu

rada. Njihove vrijednosti ssu prikazane u tabeli 16.

Tabela 16. Stern-Volmerove konstante (Ksv) i konstante vezivanja (Ky) za interakciju
ispitivanih kompleksa sa HSA i CT-DNK dobijene koris¢enjem Stern-Volmerove

jednacine sa humanim serumskim albuminom, HSA.

CT-DNK HSA
10°Ks [MY]  10*Ksy [MY] 10%Ksv [M]
C: 15+0.1 23+0.1 22+0.1
Cz 13+0.1 21+0.1 24+0.1

Na osnovu dobijenih vrednosti Ksy, moZe se uociti umjerena interakcija izmedu

ispitivanih kompleksa i HSA.
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4.5.2. Rezultati interakcije sa DNK: UV-Vis spektroskopija

Apsorpciona spektrofotometrijska metoda koris¢ena je za odredivanje interakcije
izmedu ispitivanih kompleksa i molekula CT-DNK. Za komplekse K1 i K2, konstante
vezivanja su odredene snimanjem UV spektara, pri konstantnoj koncentraciji
ispitivanih jedinjenja u odsustvu ili prisustvu DNK pri razli¢itim [DNK]/[kompleks]
odnosima (do odnosa 5). Promjene u koncentraciji DNK mogu izazvati povecanje
(hiperhromni pomak) ili smanjenje (hipohromni pomak) intenziteta apsorpcije, praéeno

blagim pomacima u talasnoj duzini apsorpcionog maksimuma [89], [90].

Kako se koncentracija DNK povecavala, mjerena je apsorbancija na relevantnoj
talasnoj duzini, $to je otkrilo hiperhromni efekat sa blagim pomakom ka crvenom, kako
je prikazano na slici 61. Konstanta vezivanja (Kp) izracunata je kori§¢enjem jednacine
(5) date u Eksperimentalnom dijelu rada. Dobijene vrijednosti su prikazane u tabeli 16.
[79], [39].
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Slika 61. Spektri apsorpcionih titracija ispitivanih kompleksa u prisustvu CT-DNK, pri konstantnoj
koncentraciji kompleksa od 8 M, dok je DNK dodavana do odnosa 5. Strelica oznaava pomeranja
spektralnih traka sa povecanjem koncentracije DNK. Umetak: Grafikon odnosa [DNK]/(ga — €f)] prema
[DNK]
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Ispitivani kompleksi pokazali su slicne vrijednosti konstante vezivanja, Ky, reda
veli¢ine 104, §to ukazuje da se oba ditiokarbamato kompleksa umjereno vezuju za CT-
DNK molekul.

4.5.3. Rezultati interakcije sa DNK: Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentna spektroskopija kori§éena je za procjenu interkalacione sposobnosti
kompleksa K i K». Interkalacija ukljucuje umetanje planarnog aromati¢nog molekula
izmedu parova baza DNK, sto dovodi do elongacije lanca. Ispitivane su i kompetitivne
reakcije izmedu jedinjenja i etidijum-bromida vezanog za CT-DNK. Etidijum-bromid
(3,6-diamino-5-etil-6-fenilfenantridijum bromid, EB) je dobro poznat indikator
interkalacije. Sa DNK gradi fluorescentni kompleks koji ispoljava snaZnu
fluorescenciju na 612 nm [91]. Promjene koje se uoce u fluorescentnom spektru EB-
DNK sistema, nakon dodatka ispitivanog kompleksa, se koriste za proucavanje njihove

interakcije sa DNK [85].

Fluorescentne titracije izvedene su koriS¢enjem konstantne koncentracije EB-DNK
rastvora ( 5 uM ) dok su koncentracije kompleksa postepeno povecavane.

Emisioni spektri EB-DNK sistema u odsustvu i prisustvu kompleksa Ki i Kz su
prikazani na slici 62. Promjene fluorescencije ukazuju na vezivanje ispitivanih

kompleksa za DNK.
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Slika 62. Slika 5. Spektri fluorescentne titracije rastvora EB/DNK (odnos 1:1 EB prema DNK pri

3 4

koncentraciji od 5 pM) bez i sa ispitivanim kompleksima. Strelica ozna¢ava pomjeranja spektralnih
traka uoc¢enih pri poveéanju koncentracije kompleksa (do odnosa 5). Umetak: Stern-Volmerovi

grafikoni gaSenja fluorescencije DNK u prisustvu ispitivanih kompleksa

Emisioni spektri EB-DNK sistema u odsustvu i prisustvu kompleksa K1 i Kz ukazuju
na smanjenje inteziteta emisije, $to ukazuje da ispitivana jedinjenja istiskuju EB iz EB-
DNK kompleksa. Posmatrano gaSenje fluorescencije ukazuje na interkalativno

vezivanje za DNK.

Stern-Volmarovih konstanti odredena je iz nagiba linearnih grafikona dobijenih Stern-
Volmerovom jedna¢inom, a rezultujuce vrijednosti prikazane su u Tabeli 16. ipitivani
kompleksi pokazali su vrednosti Ksv reda veli¢ine 10%, $to ukazuje na potencijal za

zamjenu etidijum bromida (EB) i interkalaciju.

Poredenje interakcija kompleksa K1 i K2 sa DNK i HSA (humani serumski albumin)
pokazuje izraZenu afinitetnu vezu prema oba molekula, sa blagom predno$¢u vezivanja
prema HSA. Za DNK, kompleks K1 ispoljava nesto jaci afinitet vezivanja, §to se moze
pripisati manje prostorno ometenoj strukturi koja omogucava laksi pristup CT-DNK
molekulu. Interakcija Zn kompleksa sa CT-DNK (DNK tele¢eg timusa) i HSA je
klju¢na za razumjevanje njihovog bioloskog i farmakoloskog potencijala. Zn kompleksi
mogu se vezivati za CT-DNK putem mehanizama kao Sto su interkalacija, vezivanje u

zlebovima ili elektrostatiCke interakcije, u zavisnosti od strukturalnih karakteristika
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kompleksa. Interkalacija podrazumjeva umetanje kompleksa izmedu parova baza DNK,
Sto moze narusiti duplu spiralu i uticati na procese kao Sto su replikacija ili transkripcija.
Veli¢ina, oblik, naelektrisanje i funkcionalne grupe kompleksa znacajno uti¢u na nacin
1 afinitet vezivanja, pri ¢emu manje prostorno ometene strukture pokazuju jaci afinitet

zahvaljuju¢i lakSem pristupu DNK.

U slucaju HSA, najzastupljenijeg proteina u ljudskoj krvnoj plazmi, Zn kompleksi
mogu se vezivati na specificnim mjestima na molekulu albumina. Ova interakcija utice
na transport i bioraspolozivost kompleksa, s obzirom na to da HSA sluzi kao nosa¢ za
razli¢ite endogene i egzogene spojeve. Veci afinitet prema HSA moze dovesti do
produzenog vremena cirkulacije Zn kompleksa, povecavajuéi njegovu efikasnost u

dostavi ljekova ili terapijskim primjenama.

Sveukupno, interakcija Zn kompleksa sa CT-DNK i HSA pruza dragocene uvide u
njihovo biolosko ponaSanje, potencijalnu toksi¢nost i primjenu u medicinskim

oblastima kao §to su antikancerogeni ili antimikrobni agensi.
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5. Zakljucak

U okviru ove teze sintetisani su ligand amonijum-iminodiacetatoditiokarbamat
((NHg)sidadtc) (L1) i njegovi kompleksi  NHas[Zn(idadtc)(en)] (K1) i
NHas[Zn(idadtc)(en)2] (K2) po ranije objavljenim procedurama. Karakterizacija
sintetisanih jedinjenja je izvrSena FTIR spektroskopskom analizom. Ova jedinjenja
dalje su evaluirana kroz procjenu antifungalne i antioksidativne aktivnosti, kao i kroz

analizu njihovih interakcija sa DNK i humanim serumskim albuminom (HSA).

1. Antifungalna aktivnost

Antifungalno dejstvo ovih sintetisanih jedinjenja testirano je metodom difuzije u agar
podlogu na fitopatogene gljive Phomopsis viticola i Botryosphaeria dothidea. Dobijeni
rezultati su pokazali sljedece:

- za Ph. viticola, kompleks NH4[Zn(idadtc)(en)] pokazuje najbolju antifungalnu
aktivnost, dok ligand (NHs)sidadtc ima minimalan efekat.

- za B. dothidea, kompleks NH4[Zn(idadtc)(en):] je pokazao najefikasnije antifungalno
djelovanje, dok je NH4[Zn(idadtc)(en)] bio manje efikasan, a ligand (NHa)sidadtc nije
pokazao antifungalno dejstvo.

Poredenje sa komercijalnim fungicidom ciramom pokazalo je da sintetisani ligand 1

kompleksi pri svim koncentracijama nemaju znacajan inhibicioni efekat na rast gljiva.

2. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativni kapacitet sintetisanih jedinjenja ispitan je CUPRAC metodom nakon
30 minuta i 1 sat:

- (NHa)zidadtc je pokazao visoku i stabilnu antioksidativnu aktivnost u oba vremenska
intervala.

- NH4[Zn(idadtc)(en)] je imao nisku, gotovo negativnu antioksidativnu aktivnost, koja
se blago smanjila tokom vremena.

- NHs[Zn(idadtc)(en)2] je imao snaznu pocetnu antioksidativnu aktivnost, koja se blago

povecala nakon 1 sata, §to ukazuje na stabilan 1 jak antioksidativni kapacitet.

Rezultati pokazuju da su (NHa)zidadtc i NH4[Zn(idadtc)(en)2] potencijalno korisni za
primjene koje zahtijevaju stabilnu antioksidativnu aktivnost, dok NHa[Zn(idadtc)(en)]

nema potencijal za antioksidativnu aktivnost.
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Geometrijske razlike izmedu kompleksa NH4[Zn(idadtc)(en)] i NH4[Zn(idadtc)(en)z]
moguce da utiCu na njihovu stabilnost pa i na njihovu antioksidativne kapacitete, Sto
je povezano sa duzinama veza 1 simetrijjom koordinacionih sfera. Kompleks
NH4[Zn(idadtc)(en)] , sa tetracdarskom geometrijom, ima simetri¢ne duZine veza Zn-S
(2,47 A) i Zn-N (2,18 A), §to dovodi do veée stabilnosti, ali i manjih interakcija sa
slobodnim radikalima, smanjuju¢i njegovu antioksidativnu aktivnost. S druge strane,
kompleks NH4[Zn(idadtc)(en).], sa oktaecdarskom geometrijom, pokazuje asimetri¢ne
duzine veza (Zn-N od 2,18 Ado226Aizn-S 2,57 A), $to stvara veéu fleksibilnost i
omogucava bolju interakciju sa radikalima, ¢ime ima ve¢i antioksidativni kapacitet u
poredenju sa NHa[Zn(idadtc)(en)]. Na osnovu podataka o raspodeli elektronske gustine
na anjonu kompleksa NHi[Zn(idadtc)(en)z], u poredenju sa kompleksom
NHas[Zn(idadtc)(en)] [13], primecuje se veca koncentracija negativnog naelektrisanja
na ditiokarbamatnom delu NHsZn(idadtc)(en)z2]. Ovo sugeriSe da kompleks
NHs[Zn(idadtc)(en)2] ima izraZeniju elektrodonorsku sposobnost u odnosu na
NHas[Zn(idadtc)(en)]. Zbog toga, kompleks NHs[Zn(idadtc)(en)z] moze efikasnije

ispoljiti zastitna svojstva u procesima oksidacije i eliminacije slobodnih radikala.

3. Interakcije sa DNK i HSA

Za ispitivanje interakcije kompleksa NHa[Zn(idadtc)(en)] i NHs[Zn(idadtc)(en):] sa
humanim serumski albuminom (HSA) koris¢ena je fluorescentna spektroskopija. U
testiranju je primjenjena metoda gasenja fluorescencije, koja pokazuje smanjenje
intenziteta fluorescencije HSA pri dodavanju kompleksa, Sto ukazuje na interakciju
izmedu kompleksa i HSA. Rezultati su pokazali da se intenzitet fluorescencije smanjuje
kako se koncentracija kompleksa povecava, Sto sugeriSe da kompleksi uticu na
tercijarnu strukturu HSA, verovatno zbog promjena u okruZenju triptofanskih ostataka.
Stern-Volmerove konstante (Ksv) ukazuju na umjerenu interakciju izmedu kompleksa

1 HSA, sa vrednostima Ksv sli¢nim za oba kompleksa.

Za ispitivanje interakcije kompleksa NHi[Zn(idadtc)(en)] i NHi[Zn(idadtc)(en):] sa
DNK koris¢ene su UV-Vis i fluorescentna spektroskopija. UV-Vis spektroskopija je
pokazala hiperhromni pomak u apsorpciji, Sto ukazuje na vezivanje kompleksa za
DNK. Konstante vezivanja (Kb) izracunate iz UV spektara sugeriSu umjereno vezivanje
kompleksa za DNK, sa slicnim vrednostima za oba kompleksa. Fluorescentna

spektroskopija sa etidijum bromidom (EB) je pokazala da kompleksi istiskuju EB iz
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DNK, sto ukazuje na interkalaciju, tj. umetanje kompleksa izmedu parova baza DNK.
Stern-Volmerove konstante za fluorescencijsko gasenje fluorescencije ukazuju na

slican stepen interkalacije oba kompleksa.

Kompleksi NHas[Zn(idadtc)(en)] i NHas[Zn(idadtc)(en)2] nisu pokazali znacajnu
antifungalnu aktivnost prema Phomopsis viticola i Botryosphaeria dothidea. Ipak,
njihov inhibicioni efekat bio je nesto izrazeniji u odnosu na efekat liganda (NH4)sidadltc,
koji nije imao nikakav uticaj na ove gljive. Medutim, (NHas)sidadtc i
NHa[Zn(idadtc)(en)2] su pokazali antioksidativnu aktivnost koja ih ¢ini intresantnim za
dalje istrazivanje potenacijalnu primjenu. Kompleks NHa[Zn(idadtc)(en).] je imao jaci
antioksidativni kapacitet, dok NH4[Zn(idadtc)(en)] znatno slabiji, $to se moZe objasniti
razlikama u njihovim strukturama. Interakcije sa DNK i HSA ukazuju da kompleksi
NHas[Zn(idadtc)(en)] i NHa[Zn(idadtc)(en).] interkalativno vezu DNK, pri ¢emu je
afinitet kompleksa NHas[Zn(idadtc)(en)] prema CT-DNK nesto veéi, §to se moze
povezati sa manjom prostornom ometenoSéu njegove strukture. Ove interakcije
sugeriSu potencijalnu primjenu u terapijskim sistemima za dostavu ljekova, kao i u
antikancerogenim i antimikrobnim tretmanima, jer vezivanje za DNK moze uticati na
stabilnost DNK 1 produziti vreme cirkulacije u krvi putem interakcije sa HSA.

Rezultati mogu biti znacajni za razvoj novih kompleksa ditiokarbamata 1 odabir metala

za centralni jon, kako bi se poboljsala njihova bioaktivnost.

Dobijeni rezultati mogu posluziti kao osnov za dalje sinteze kompleksa ditiokarabamata,
kao 1 za pazljiv odabir metala u ulozi centralnog jona, s ciljem poboljSanja bioaktivnih

svojstava ovih jedinjenja.
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