NASTAVNO-NAUCNOM VECU
HEMIJSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na redovnoj sednici Nastavno-nau¢nog ve¢a Hemijskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu,
odrzanoj 14.12.2017. godine, izabrani smo za ¢lanove Komisije za ocenu i odbranu doktorske
disertacije Nikole R. Stevanovi¢a, master hemicara, asistenta na Hemijskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, pod naslovom:

,»Polidentatne Sifove baze i njihovi Cu(II) kompleksi: lipofilnost i biolo§ka aktivnost*

Na osnovu pregleda doktorske disertacije, Nastavno-nau¢nom veéu podnosimo slede¢i

IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja disertacije

Doktorska disertacija Nikole Stevanovi¢a napisana je na 122 strane i sastoji se iz
slede¢ih delova: Uvod (2 strane), Opsti deo (31 strana), Nasi radovi (63 strane), Zakljuéci
(1 strana), Literatura (26 strana, 231 literaturni navod). Pored navedenog, rad sadrzi i Izvod
na srpskom i engleskom jeziku, Zahvalnicu, Sadrzaj, Prilog sa etickim dozvolama i biografiju
doktoranda sa bibliografijom. U radu se nalaze ukupno 22 tabele i 39 slika.

U Uvodu kandidat daje kraci osvrt na oblast istraZivanja i temu rada. Ciljevi teze su
grupisani u Cetiri celine, koje su kasnije opisane u daljem tekstu: Ispitivanje uticaja organskog
modifikatora na odredivanje lipofilnosti, Ispitivanje uticaja supstituenata na predvidanje
retencije Sifovih baza derivata p-diketona i njihovih kompleksa, Ispitivanje biologke
aktivnosti, Vezuju¢i afinitet Cu(Il) kompleksa Sifovih baza za humani serum albumin:
eksperimentalni i teorijski pristup.

U Opstem delu kandidat je dao detaljan pregled literaturnih podataka o Sifovim
bazama i njihovim kompleksima sa jonima metala, o njithovoj primeni u razli¢itim oblastima
hemije i u bioloskim procesima, farmaciji, kao i o njihovoj bioloskoj aktivnosti. Opisana su
dosadaSnja saznanja o lipofilnosti 1 znacaju njenog odredivanja primenom razlicitih
hromatografskih metoda, kao 1 kvantitativna veza izmedu strukture, aktivnosti i1 retencije
molekula. Pored toga, kandidat, u ovom delu, daje pregled eseja za merenje vijabilnosti i
proliferacije c¢elija, evaluaciju apoptoze, kao i metoda za proucavanje protein-ligand
interakcija.

Nasi radovi su opisani u okviru 4 celine u kojima kandidat predstavlja rezultate
svojih istrazivanja. U prvom delu pod naslovom Ispitivanje uticaja organskog modifikatora
na odredivanje lipofilnosti je ispitivan uticaj organskog modifikatora na odredivanje
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lipofilnosti 21 Sifove baze primenom tankoslojne horizontalne normalno-fazne i reverzno-
fazne hromatografije. Kao mobilne faze su primenjeni mono- i dvokomponentni organski
modifikatori u sme$i sa vodom. IzvrSena je korelacija eksperimentalno odredenih i
izraCunatih parametara lipofilnosti. U drugom delu pod naslovom Ispitivanje uticaja
supstituenata na predvidanje retencije Sifovih baza derivata f-diketona i njihovih kompleksa
je ispitivano hromatografsko ponasanje 12 Sifovih baza i 24 kompleksa Sifovih baza u
uslovima normalno- i reverzno-fazne hromatografije u cilju utvrdivanja veze izmedu
mehanizama odvajanja u razli¢itim hromatografskim sistemima i prisutnih supstituenata, koji
su sukcesivno uvodeni u strukturu ispitivanih jedinjenja. Analiza glavne komponente je
omogucila grupisanje jedinjenja na osnovu hromatografskog ponasanja, kao i povezivanje
hromatografskog ponasanja sa strukturnim karakteristikama jedinjenja koje su definisane
izracunatim molekulskim deskriptorima. U tre¢em delu pod naslovom Ispitivanje bioloske
aktivnosti je odredena antimikrobna aktivnost Sifovih baza i njihovih Cu(II) kompleksa
(izraZzena kao minimalna inhibitorna koncentracija) na E. coli, S. aureus, S. cerevisiae i C.
albicans. Pored toga, ispitivan je i citotoksiéni efekat Cu(IT) kompleksa Sifovih baza. Uradeni
su eseji za merenje vijabilnosti ¢elija na ¢elijama raka debelog creva (Caco-2), i ispitan je
apoptopski efekat uz poredenje uticaja na Caco-2 i mononuklearnim ¢elijama iz pune krvi
zdrave osobe. U &etvrtom delu pod naslovom Vezujuci afinitet Cu(Il) kompleksa Sifovih baza
za humani serum albumin: eksperimentalni i teorijski pristup je opisano odredivanje afiniteta
vezivanja Cu(ll) kompleksa Sifovih baza za humani serum albumin (HSA). Opisana je
primena fluorescentne spektroskopije za pracenje interakcija ispitivanih jedinjenja i HSA.
Gasenje emisije triptofana na 340 nm je primenjeno za odredivanje jaCina interakcija izmedu
proteina i jedinjenja primenom Stern-Volmerove jednadine i analize ovih podataka. Intenzitet
gaSenja emisije, prikazan kao linearna zavisnost odnosa Fo/F i koncentracije ispitivanih
kompleksa, je omogucila odredivanje Stern-Volmer-ovu konstante, Ksv. Utvrden je
mehanizam gaSenja fluorescencije i pored Ksv odredeni su i drugi parametri vezivanja
ispitivanih kompleksa za HSA (Kq, Kai n). Pored toga, promene sekundarne strukture
proteina, pri vezivanju kompleksa za HSA, su ispitivane pomo¢u CD spektrometrije, pri
¢emu je primenjen razlic¢it molski odnos proteina i ispitivanog jedinjenja. Na kraju je
metodama molekulskog modelovanja i molekulskog dokinga, utvrdeno mesto vezivanja
ispitivanog jedinjenja za humani serum albumin. Svi dobijeni rezultati, prikazani u delu Nasi
radovi, su obrazlozeni u diskusiji i uporedeni sa podacima iz literature.

U okviru odeljka Zakljuéci ukratko su sumirani svi dobijeni rezultati i iznet je njihov znacaj.
Literatura sadrzi 232 literaturna navoda prema abecednom redosledu prezimena autora.

B. Kratak opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivana lipofilnost i bioloska aktivnost Sifovih baza i
njihovih kompleksa. Set ispitivanih jedinjenja, kao pazljivo odabran model sistem, omoguéio
je ispitivanje efekta supstituenata i strukture molekula na lipofilnost molekula i ispoljenu
biolosku aktivnost. U model sistemu je izvrSena postupna supstitucija metil-grupa fenil- i/ili
trifluorometil-grupama, kao i fenil-grupa trifluorometil-grupama. Pored toga ispitivani set
jedinjenja sadrzi dve serije jedinjenja koje se medusobno razlikuju u strukturi diaminskog
mosta, u kome se nalaze etilendiamin ili propilendiamin. Utvrden je uticaj primenjenih
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organskih modifikatora na hromatografsko ponasanje ispitivanih jedinjenja, kao i na
odredivanje parametara lipofilnosti. Utvrdeno je da primenom odredenog modifikatora
molekul moze da ispolji lipofilnost, koja odgovara onoj koju bi ispoljio u realnom okruZenju,
kao §to je prolazak kroz cCelijsku membranu. Pri ispitivanju hromatografskog ponaSanja
posmatranih jedinjenja, ispitivan je uticaj razliitih supstituenata na retenciju u uslovima
normalno- i reverzno-fazne hromatografje, kao i na predvidanje retencije, a samim tim i na
odredivanje lipofilnosti, primenom hromatografskih metoda.

Takode, za ispitivana jedinjenja, utvrdeni su molekulski deskriptori koji najbolje
opisuju promenu osobina molekula usled sukcesivnog uvodenja razli¢itih supstitenata u
strukturu jedinjenja 1 promene u strukturi diaminskog mosta, kao i njihov uticaj na
lipofilnost. Na osnovu ovih rezultata, utvrdeno je da voluminozni supstituenti sa izrazenim
induktivnim efektom povecéavaju lipofilnost, kao i da uvodenje trifluorometil-grupa dovodi
do povecanja lipofilnosti jedinjenja. Takode, diaminski most koji sadrzi propilensku grupu
doprinosi ve¢oj hidrofobnosti. Odreden je kvantitativni odnos strukture i retencije (QSRR),
kao i strukture i aktivnosti (QSAR) i razvijeni su odgovarajuc¢i modeli na osnovu molekulskih
deskriptora izraCunatih za date strukture, kao i eksperimentalno odredenih parametara
retencije i parametara lipofilnosti.

Na osnovu odredene antimikrobne aktivnosti utvrdeno je da su ispitivani kompleksi
pokazali zna¢ajno bolju aktivnost u poredenju sa odgovaraju¢im Sifovim bazama, §to je u
skladu sa eksperimentalno odredenim parametrima lipofilnosti. Na osnovu dobijenih
rezultata, za dalja istrazivanja na Celijama odabrana su jedinjenja koja su pokazala
najraznovrsniju antimikrobnu aktivnost: bis(acetilacetonato)etilendiamin Cu(ll) kompleks,
bis(acetilacetonato)propilendiamin  Cu(ll) kompleks, bis(benzoilacetonato)etilendiamin
Cu(ll) kompleks i bis(trifluoroacetilacetonato)propilendiamin Cu(ll) kompleks. U cilju
odredivanja citotoksi¢nosti kompleksa Sifovih baza i njihovih IC50 vrednosti na kancerskoj
¢elijskoj liniji Caco-2 uraden je MTT esej. Takode, ispitivan je apoptotski efekat izabranih
kompleksa Sifovih baza, kao i poredenje njihovog uticaja na zdrave i kancerske Celije. Na
osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da nijedan od ispitivanih kompleksa ne dovodi do
nekroze Celija, ve¢ ih uvodi u programiranu Celijsku smrt. Svi ispitivani kompleksi izuzev
bis(trifluoroacetilacetonato)propilendiamin Cu(ll) kompleksa su pokazala citotoksi¢nost
prema Caco-2 kancerskim ¢elijama, kao i da pri istim koncentracijama ne uti¢u na zdrave
¢elije. Kompleks sa najve¢im proapoptotskim efektom na kancerskim c¢elijama je pokazao 1
stabiliSu¢i efekat prema zdravim Ccelijama. Takode, utvrden je uticaj strukture na
citotoksi¢nost datih jedinjenja.

Vezujuéi afinitet Cu(IT) kompleksa Sifovih baza za humani serum albumin je ispitivan
na onim jedinjenjima koja su pokazala citotoksi¢ni efekat na kancerskim ¢elijama. U okviru
ovih ispitivanja je utvrdeno da kompleksi sa polidentatnim Sifovim bazama imaju visoki
afinitet vezivanja za HSA, da postoji jedno vezivno mesto, kao i da vezivanjem ovih
kompleksa dolazi do minornih promena u sekundarnim strukturama proteina koje, u nekim
slu¢ajevima, ¢ak dovode i do stabilizacije proteina. Utvrdeno je da je mehanizam
fluorescentnog gasenja Trppi4 staticki, odredene su konstante vezivanja (Ka) i broj mesta
vezivanja (n), kao i drugi parametri vezivanja ispitivanin kompleksa za HSA (Ksv,Kg).
Doking studija za ispitivani bis(acetilacetonato)propilendiamin Cu(ll) kompleks, sa najve¢im
proapoptotskim efektom na kancerskim ¢elijama, potvrdila je eksperimentalno odreden broj
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vezivnih mesta kompleksa za HSA i odredila da je mesto vezivanja u subdomenu IB.
Rezultati su pokazali da se HSA moze smatrati mogu¢im nosiocem ispitivanog Cu(ll)
kompleksa do ciljnih ¢elija. Informacija o uticaju strukture na mesto vezivanja i eventualne
promene u stabilnosti bi omogucila ciljne sinteze novih, bioloskih aktivnih jedinjenja, sa
poboljsanim osnovnim karakteristikama i krajnjim efektom dejstva.

C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatima iz literature

Bioloki aktivne Sifove baze predstavljaju potencijal za primenu u farmaciji i
medicini, tako da je izuzetno aktuelno ispitivanje mehanizama ispoljavanja njihove
lipofilnosti, koja je jedan od preduslova ulaska u sistem gde ¢e ispoljiti svoj bioloski efekat.
Eksperimentalno odredivanje lipofilnosti zavisi od velikog broja parametara. U postupku
dizajniranja novih lekova uvek je vazno utvrditi osnovne karakteristike supstanci medu
kojima je i lipofilnost. Rezultati dobijeni pri izradi ove doktorske disertacije, nakon
ispitivanja razli¢itih efekata koji mogu da utiCu na postupak odredivanja lipofilnosti,
omogucavaju pronalazenje optimalnih uslova za eksperimentalno odredivanje ovog
parametra, pri kojima bi dosla da izrazaja lipofilnost ispitivanog molekula koju bi on ispoljio
u uslovima prolaska kroz ¢elijsku membranu tj. u realnom okruzenju. U uslovima reverzno-
fazne hromatografije, u postupku optimizacije, uloga organskog modifikatora pri ispitivanju
Sifovih baza i njihovih kompleksa nije bila do sada dovoljno ispitana. Zbog toga su u okviru
ove disertacije ispitivanja uradena na razli¢itim klasama strukturno sli¢nih, kao i strukturno
razli¢itih jedinjenja, u cilju odredivanja faktora koji uslovljavaju ispoljavanje odredene
bioloSke aktivnosti (antikancerske, citotoksi¢nosti 1 sl), naCin vezivanja, stabilnost vezanja u
realnom sistemu za odredene proteine, kao 1 promene do kojih dolazi i na ispitivanom
jedinjenju i na proteinu za koji se vezuje. Albumin iz humanog seruma je ne samo
najzastupljeniji protein u krvnoj plazmi, ve¢ 1 znacaj regulator biodostupnosti i
farmakokinetike brojnih endogenih i egzogenih liganada koje vezuje i prenosi kroz sistemsku
cirkulaciju. Brojne studije su poslednjih godina okarakterisale vezivanje velikog broja
bioaktivnih supstanci za HSA, ali ne i jedinjenja tipa Sifovih baza i njihovih kompleksa.
Definisanje mesta i nadina vezivanja ispitivanih Sifovih baza i njihovih kompleksnih
jedinjenja, kao i strukturnih promena do kojih pri tome dolazi, omogucava efikasniju kontrolu
njihove distribucije i ispoljavanje biolosku aktivnost u zivim sistemima. Na kraju, dobijene i
potvrdene informacije 0 uticaju strukture na mesto vezivanja i eventualne promene u
stabilnosti nastalog kompleksa, omoguéavaju ciljne sinteze novih, bioloskih aktivnih
jedinjenja tipa Sifovih baza, sa poboljsanim osnovnim karakteristikama i krajnjim efektom
dejstva.

D. Objavljeni i saopSteni radovi koji ¢ine deo teze

Rezultati istrazivanja proistekli iz ove doktorske disertacije objavljeni su u dva rada
Stampana U vrhunskim medunarodnim c¢asopisima (M22), u dva saopstenja na skupu
medunarodnog znacaja Stampanom u izvodu (M34) i u jednom saopStenju na skupu
nacionalnog znacaja Stampanom u izvodu (M64).



Radovi u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima (M22):

Danica S.Peruskovi¢, Branka Dari¢, Anita Blagus, Nikola R.Stevanovié¢, Aleksandra
V.Pavlovi¢, Aleksandar D.Loli¢ and Rada M.Baosi¢, Influence of organic modifiers on
RPTLC determination of lipophilicity of some polydentate Schiff bases, Monatshefte fur
Chemie-Chemical Monthly, 146 (1), 1-6, 2015, DOI:10.1007/s00706-014-1313-7
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%2Fs00706-014-1313-7.pdf

Nikola R. Stevanovi¢, Danica S. Peruskovi¢, Uro§ M.Gasi¢, Vesna R.Antunovié¢, Aleksandar
b.Loli¢, Rada M. Baosi¢, Effect of substituents on prediction of TLC retention of tetra-
dentate Schiff bases and their Copper(ll) and Nickel(Il) complexes, Biomedical
Chromatography, 31 (3), e3810, 1-8, 2017, DOI:10.1002/bmc.3810
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bmc.3810/epdf

Radovi saopsteni na skupovima medunarodnog znacaja Stampani u izvodu (M34):

Nikola R.Stevanovi¢, Anita Blagus, Aleksandar Loli¢, Maja Nati¢, Zivoslav Tesi¢, Rada
Baosi¢, RPTLC determination of lipophilicity parameters of polydentate Schiff bases
obtaines from o-hydroxyaryl aldehides and ketones with aromatic diamines,
XXXV"Symposium Chromatographic Methods of investigating the organic compunds,
Katowice-Szczyrk, Poljska, p.19, 2012.

Nikola R.Stevanovié¢, Danica S.Peruskovi¢, Aleksandar D.Loli¢, Snezana D.Mandi¢, Rada
M.Baosi¢, Chromatographic behavior of tetradentate Schiff base and corresponding
Copper(l1) and Nickel(I) complexes by NP- and RP-TLC, 9™ Aegean Analytical Chemistry
Days, Book of Abstracts, p.4-9, 2014.

Radovi saopsteni na skupovima nacionalnog znacaja stampani u izvodu (M64):

Danica S.Peruskovi¢, Branka Dari¢, Anita Blagus, Nikola R.Stevanovi¢, Aleksandar P.Loli¢
and Rada M.Baosi¢, Influence of organic modifiers on RPTLC determination of lipophilicity
of some polydentate Schiff bases, 51st Meeting of the Serbian Chemical Scoiety, Book of
Abstracts, p.15, 2014.

E. Zaklju¢ak Komisije

Komisija je na osnovu detaljnog pregleda doktorske disertacije Nikole Stevanovica
pod naslovom: ,,Polidentatne Sifove baze i njihovi Cu(Il) kompleksi: lipofilnost i biologka
aktivnost®, zakljucila da je kandidat uspesno odgovorio na sve postavljene zadatke i ciljeve.

U okviru ove disertacije na odabranom setu posmatranih jedinjenja ispitivan je uticaj
organskog modifikatora na odredivanje lipofilnosti, uticaj supstituenata, uticaj njihove
postupne zamene i uticaj promena u strukturi diaminskog mosta na predvidanje retencije
Sifovih baza derivata B-diketona i njihovih kompleksa, i utvrdeni su molekulski deskriptori
koji najbolje opisuju karakteristike jedinjenja koje su odgovorne na ispoljavanje navedenih
uticaja. Pored toga, odredena je antimikrobna aktivnost i citotoksi¢nost, ispitan je apoptotski
efekat, i eksperimentalno i teorijski je ispitivan vezujuéi afinitet Cu(Il) kompleksa Sifovih
baza za humani serum albumin. Rezultati dobijeni pri izradi ove doktorske disertacije mogu
imati znacajnu primenu, jer ispitivanje i definisanje svih navedenih efekata koji uticu na
eksperimentalno odredene parametre lipofilnosti ispitivanih Sifovih baza i njihovih Cu(II)
kompleksa, kao i definisanje uticaja strukture na mesto vezivanja i na eventualne promene u
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https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%2Fs00706-014-1313-7.pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bmc.3810/epdf

stabilnosti nastalog kompleksa ispitivanog jedinjenja i proteina, omoguéavaju ciljne sinteze
novih, biologki aktivnih jedinjenja tipa Sifovih baza, sa poboljSanim karakteristikama i
krajnjim efektom dejstva.

Rezultati istrazivanja proistekli iz ove doktorske disertacije objavljeni su u dva rada
Stampana u vrhunskim medunarodnim casopisima (M22), u dva saopstenja na skupu
medunarodnog znacaja Stampanom u izvodu (M34) i u jednom saopStenju na skupu
nacionalnog znacaja Stampanom u izvodu (M64).

Komisija smatra da rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju znacajan nau¢ni
doprinos u oblasti analiticke hemije i da se u potpunosti uklapaju u savremene trendove ove
naucne discipline.

Na osnovu svega izlozenog, Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Hemijskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu da podnetu doktorsku disertaciju Nikole Stevanovica, pod
naslovom: ,,Polidentatne Sifove baze i njihovi Cu(II) kompleksi: lipofilnost i biolo$ka
aktivnost*, prihvati i odobri njenu odbranu.

Komisija:

dr Rada Baosi¢, vanredni profesor, mentor
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

dr Zivoslav Tesi¢, redovni profesor
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

dr Mario Zlatovi¢, vanredni profesor
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

dr Danijela Apostolovi¢, naucni saradnik,
researcher, Department of Medicine,
Solna Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden

dr Slavisa Stankovi¢, redovni profesor
Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

dr Sandra Arandelovi¢, vi$i nau¢ni saradnik
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije

U Beogradu, 15. 12. 2017. godine



