Stefan Radojici¢

Sinteza 1 antibakterijska
aktivnost kompleksa
prelaznih metala sa
ciprofloksacinom kao
ligandom

Opisana je sinteza kompleksa prelaznih metala sa
ligandom ciprofloksacinom (cpl), koji pripada
klasi fluorohinolinskih antibiotika, kao i njihova
karakterizacija i bioloska aktivnost. Uspesno je
sintetisan kompleks [Pt(DMSO)(cpl)CIl]CI (kom-
pleks 1) sa ciprofloksacinom koji u svojoj struk-
turi sadrZi i ligande dimetil-sulfoksid (DMSO) i
hlorid, dok je u slucaju sintetisanog kompleksa
[Cu(cpl),]Cl, (kompleks 2), jedini koordinovani
ligand ciprofloksacin. Sintetisani kompleksi su
okarakterisani pomocu infracrvene spektrosko-
pije (FTIR) i merenjem njihove temperature top-
ljenja. Kirbi-Bauerovom metodom utvrdeno je
da kompleksi ispoljavaju antibakterijsko dejstvo
kod E. coli. Mikrodilucionom metodom je ispitano
da li su sintetisani kompleksi efektivniji od cipro-
floksacina u smanjenju bakterijske vijabilnoti.
Supstance su rastvorene u DMSO u rasponu
koncentracija od 10 do 0.08 ug/mL. Kompleks 1
Jje pri koncentracijama iznad 0.62 ug/mlL ispoljio
veli efekat na smanjenje bakterijske vijabilnosti
soja E. coli, u poredenju sa ciprofloksacinom, a
kompleks 2 samo pri koncentaciji od 10 ug/mL.
SmeSa sintetisanih kompleksa je pri svim kon-
centracijama pokazala izraZeniji efekat na sma-
njenje bakterijske vijabilnosti od ciprofloksacina,
a pri koncentracijama nizim od 1.25 ug/mL i od
oba kompleksa pojedinacno. Zakljuceno je da
sintetisani kompleksi ispoljavaju antibakterijsko
dejstvo, i da njihova smeSa ispoljava sinergisticki
efekat pri niskim koncentracijama. U daljem is-
traZivanju trebalo bi ispitati antifungalno i anti-
tumorsko dejstvo kompleksa i njihove smese.
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Uvod

Ciprofloksacin (cpl, slika 1) je jedan od anti-
biotika iz klase flurohinolona kao §to su i ofloks-
acin 1 sparfloksacin. Oni se naj¢esce koriste za
lec¢enje respiratornih, urinarnih i koznih in-
fekcija. Ciprofloksacin je antibakterijski aktivan
prema gram-pozitivnim i gram-negativnim
bakterijama, ali je dejstvo efektivnije na gram-
negativne bakterije (Davis et al. 1996). Medu-
tim, vremenom one postaju rezistentne na njegov
uticaj (ibid.).

Slika 1. Strukturna formula ciprofloksacina

Figure 1. Structural formula of ciprofloxacin

Jo§ sredinom dvadesetog veka otkrivena je
antitumorska aktivnost kompleksa platine.
Naime americki nau¢nik Barnet Rozenberg je
tada otkrio uticaj cisplatina (slika 2) na rast i
razvoj bakterije E. coli (Rosenberg et al. 1965).
Utvrdio je da je proces deobe bio zaustavljen,
dok se proces rasta i dalje odvijao normalno.
Kasnije, nakon daljih istraZivanja i odobrenja od
strane FDA (Food and Drug Administration),
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Slika 2. Strukturna formula cisplatina

Figure 2. Structural formula of cisplatin

cisplatin je pusSten na trziSte kao lek za neke vrste
tumora (Wang i Lippard 2005). Trans-izomer
ovog jedinjenja ne pokazuje antitumorsku aktiv-
nost (Rosenberg 1965).

Cisplatin je nasao primenu kao lek u hemo-
terapiji. Hemoterapijski lekovi ispoljavaju svoju
citotoksi¢nu aktivnost na ¢elijama raka (koje se
brzo dele), pri ¢emu spre¢avaju razmnoZzavanje
¢elija raka (Wang i Lippard 2005). Cisplatin
deluje na éelije tumora tako $to se vezuje za
DNK (najéescée za guanin), i zbog toga dolazi do
njene apoptoze (programirane smrti ¢elije)
(Dasari i Tchounwou 2014). Medutim, veliki
problem kori§éenja kompleksa platine(II) su
negativni efekti koje ona prouzrokuje. Pre svega
ovi kompleksi ¢e interagovati i sa DNK moleku-
lima zdravih éelija koje se brze razmnozavaju
(dlaka, crevo itd.) u kojima ée doéi do koordino-
vanja cisplatina za N7 atom guanina, zbog ¢ega
¢e doci do stvaranja defekata i onemogucavanja
transkripcije, i na kraju apoptoze Celije (Dasari i
Tchounwou 2014). Pri tome takode dolazi i do
stvaranja rezistencije na cisplatin od strane Celije,
jer cisplatin ima relativno slabo koordinovane
hloride, zbog ¢ega dolazi do koordinovanja
cisplatina za jedinjenja u citoplazmi sa tiolatnom

funkcionalnom grupom, §to sprecava interakciju
cisplatina sa DNK.

Mnogi kompleksi prelaznih metala su jedi-
njenja sa antivirusnom, antimikrobnom i anti-
fungalnom aktivnoséu. Cesto su u upotrebi
kompleksi platine(Il), ali postoje i kompleksna
jedinjenja bakra, cinka, nikla i kobalta koja su
jako zastupljena (Barry i Sadler 2013).

Cilj ovog rada je sinteza Cetiri kompleksa pre-
laznih metala: Pt, Cu, Ni, Co sa ciprofloksa-
cinom kao ligandom, njihova karakterizacija i
ispitivanje njihovog antibakterijskog dejstva kod
bakterijskog soja Escherichia coli.

Materijal 1 metode

Sinteza cis-[PtCl,(DMSO),]. Kompleks
cis-[PtCl,(DMSO),] je sintetisan prema jedna-
¢ini prikazanoj na slici 3: odmereno je 0.1245 g
(0.3 mmol, 1 eq, preparat) kalijum-tetrahloro-
platinata(II) koji je prenet u vijalicu zapremine
1.5 mL, gde je rastvoren u 1 mL dejonizovane
vode. Odmereno je 64 uL (0.9 mmol, 3 eq, Fisher
Science UK) DMSO-a i preneto u vijalicu (slika
3), (Dodoff et al. 2006), (Price et al. 1972). Vija-
lica je postavljena na magnetnu meSalicu i reak-
ciona sme3a je meSana tokom 4 h. Cvrsti ostatak
je u balonu suSen pod visokim vakuumom.

Sinteza [Pt(DMSO)(cpl)CI]Cl. Kompleks
[Pt(DMSO)(cp)CI]CI je sintetisan iz prethodno
sintetisanog kompleksa cis-[PtCl,(DMSO),] i
ciprofloksacin-hidrohlorida prema reakciji
prikazanoj na slici 4. Odmereno je 82.1 mg
(0.194 mmol, 1 eq, preparat) cis-[PtCl,-
(DMSO),] i rastvoreno u 3.9 mL vode, prethod-
no zagrejane na 70°C, u balonu zapremine

/
2+ O=8s—
Clrpy Cl L2 f M2 \ pr.¢! + 2KCl
cl” cl S ot ¢ el
A\
[Pt(DMSO0),Cl,]
Slika 3. Sinteza kompleksa cis-[PtCl,(DMSO),]
Figure 3. Synthesis of the complex cis-[PtCl,(DMSO);]
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Slika 4. Sinteza kompleksa [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI
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Figure 4. Synthesis of the complex [Pt(DMSO)(cpl)Cl]Cl

10 mL. Masa ciprofloksacin-hidrohlorida od
0.0715g (0.194 mmol, 1 eq, apoteka) je potom
rastvorena u minimalnoj koli¢ini metanola (J. T.
Baker) i taj rastvor je prenet u balon i pomeSan sa
rastvorom kompleksa (slika 4), (Oliveira et al.
2018). Potom je reakciona smeSa meSana tokom
48 h na temperaturi od 65°C uz refluks. Cvrsti
ostatak reakcione smese je proceden i prvo susen
iznad SiO,, a nakon toga i na visokom vakuumu.
Sinteza kompleksa Ni(II), Cu(II) i Co(II)
sa ciprofloksacinom. Odmereno je 0.15 mmol
(1 eq) hlorida metala (0.0361 g NiCl, x 6H,0,
Kemika; 0.0257 g CuCl, x 2H,0, Zorka Sabac;
0.0357 g CoCl, x 6H,0, Centrohem) i rastvoreno
u 2 mL dejonizovane vode (Chohan ez al. 2005).
Ovom rastvoru je dodat metanolni rastvor
cplxHCI (apoteka) (J. T. Baker). Smesa je re-
fluktovana tokom 1 h, a zatim ohladena u fri-
Zideru i nakon toga tokom 24 h ostavljena da se

mesa na sobnoj temperaturi. Cvrsta faza je
profiltrirana, isprana sa 10 ml etanolai 10 mL di-
etil-etra, susena iznad SiO,, a nakon toga susena i
na visokom vakuumu.

Bioloska aktivnost. Kirbi-Bauerovom me-
todom (Kirby-Bauer test) ispitana je osetljivost
bakterijskih sojeva E. coli i S. aureus na sinte-
tisane supstance (Santos et al. 2014). Pripremljen
je komercijalni Miler-Hinton (Mueller Hinton)
agar koji je zatim izliven u sterilne Petrijeve Solje
i ostavljen do stvrdnjavanja. U svaku od Solja
naneto je po 100 pL odgovarajuce bakterijske
suspenzije koncentracije 1.5x10® CFU/mL
(CFU - colony forming unit, jedinica za formi-
ranje kolonije, predstavlja procenu broja odrZivih
bakterija u uzorku). Staklenim Stapi¢em su sus-
penzije bakterija ravnomerno rasporedene po
agaru. Na diskove od filter papira je naneto po
3 uL rastvora ispitivanih supstanci koncentracije

HN

* 2HCI

Slika 5. Sinteza kompleksa [M(cpl),(H,O)n]Cl, (M — odredeni metal, n — broj koordinovanih molekula vode)

Figure 5. Synthesis of the complex [Ni(cpl)2(H,0),]Cl, (M — a specific metal, n — number of coordinated water

molecules)
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Slika 6. Prikaz popunjene

12 3 45 6 7 8 9101112 mikrotitarske ploce:
AC)C)C)C)E)EC)EC)C)C)EC)EC)E K1 — [Pt(DMSO)(cp))CI]C1
() K1 K1 K1 K1 s s s s R K+ | LB (kompleks D,
B K2 — [Cu(cpl)2]Cl2 (kompleks 2),
) (@) () () () s s s ) (R K+ | LB S — smesa kompleksa,
C A — antibiotik (ciprofloksacin),
D 8 K1 K1 K1 K1 s s s s R K+ | LB LB - medijum, K+ pozitivna
kontrola, K— —negativna
E B K2 K2 K2 K2 A | A a A R ki) (= kontrola, R — kontrola rastvaraca.
F L8 K2 K2 K2 K2 A A A A K- K- (1
Figure 6. Diagram of filled
GEE)E)E)E)CH)E)CEG)C)E)E)E microwell plate:
H LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB Eé : %EEE(DCII:\)ZI[)SZ?C)gg?I)Cl]CI,

1.667 (mg)/mL: [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI, [Cw
(cp),]Cl,, CplxHCI, CuCl,x2H,0, K,PtCly, kao
i kombinacija [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI i
[Cu(cpl)2]Cl, u odnosu 1:1 u cilju ispitivanja nji-
hovog medusobnog dejstva. Kao pozitivna kon-
trola koriSéen je komercijalni disk impregniran
ciprofloksacinom koncentracije 5 ug, a kao kon-
trola rastvaraca 100% rastvor DMSO-a. Diskovi
su pincetom postavljeni na obeleZena mesta u Pe-
trijevim Soljama. Nakon toga, Petrijeve Solje su
inkubirane 24 h na temperaturi od 37°C, nakon
¢ega su u programu za analizu slika FIJI izme-
rene zone inhibicije bakterijskog rasta. Dobijeni
podaci za ciprofloksacin uporedeni su sa poda-
cima u standardizovanim CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) tablicama.

Mikrodilucionom metodom ispitivane su
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) sin-
tetisanih kompleksa kod bakterijskog soja E. coli
i uporeden je njihov antibakterijski efekat pri
razli¢itim koncentracijama. Eksperiment je vrsen
u komercijalnim mikrotitarskim plo¢ama sa 96
bunarica (slika 6). Koncentracija bakterija u
svakom bunari¢u iznosila je 1.5x10% CFU/mL.
Kao pozitivna kontrola koriscen je rastvor cipro-
floksacina koncentracije 0.2 mg/mL, a kao
negativna kontrola bakterijska suspenzija u LB
medijumu koncentracije 1.5x10%® CFU/mL. Za
kontrolu rastvaraca kori$éen je rastvor DMSO-a
pri odgovarajuéim koncentracijama.
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S — mixture of K1 and K2,

A — antibiotic (ciprofloxacin),
LB — medium, K+ positive
control, K— — negative control,
R — solvent control.

Eksperiment je izvrSen u dve ploce, od koje je
svaka sadrZala je odredenu kombinaciju serijskih
razblaZenja ispitivanih supstanci, ploc¢a 1: 10
pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL i 1.25 pg/mL , ploca
2:0.62 pg/mL, 0.31pg/mL, 0.16 pg/mL i 0.08
pg/mL.

Ploce su inkubirane 16 h na temperaturi od
37°C nakon ¢ega je odredena opticka gustina
(0.D. 600) rastvora pomoc¢u ELISA reader-a.
Ocitane vrednosti apsorbanci rastvora ispitivanih
uzoraka oduzete su od vrednosti apsorbanci hran-
ljivog medijuma u kome su uzorci bili rastvoreni.
Oduzet je u¢inak rastvara¢a (DMSO) i dobijene
vrednosti su predstavljene u vidu relativne bakte-
rijske vijabilnosti. Analiza podataka izvrSena je u
programu Excel.

Po ocitavanju apsorbanci rastvora u svaki
bunari¢ je dodato 30 pL resazurina, a potom su
ploce inkubirane jo$ 3 h radi vizuelnog ocita-
vanja MIC (minimalna inhibitorna koncentra-
cija) vrednosti.

Rezultati 1 dikusija

Karakterizacija dobijenith kompleksa

Cis-[PtCl,(DMSO),]. Rezultati FTIR ana-
lize ukazuju na to da je uspesno sintetisan kom-
pleks cis-[PtCl,(DMSO),]. Trake na 1157 cm™ i
1134 cm™ poti¢u od valencionih S=O vibracija,
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Slika 7. FTIR spektar
cis-[PtClo(DMSO)2]

Figure 7. FTIR spectrum of
cis-[PtCl2(DMSO);]
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§to je u skladu sa literaturnim podacima (Dodoff
et al. 2006). Takode se i eksperimentalno do-
bijena temperatura topljenja sintetisanog kom-
pleksa kretala u opsegu od 211-214°C, Sto je
pribliZzno opsegu iz literaturnih podataka za
temperaturu topljenja kompleksa u opsegu od
218-224°C (Dodoff et al. 2006). Na slici 7 pri-
kazan je FTIR spektar kompleksa cis-[Pt-
Cl,(DMSO),].

[Pt(DMSO)(cpl)CI]CL. Proizvod reakcije
sinteze analiziran je na FTIR uredaju, i spektar se
poklapa sa literaturnim podacima, na Sta ukazuje
prisustvo traka na segmentu od 1700 cm~! do
1600 cm™! koje predstavljaju prisustvo C=0
karboksilne grupe i C=0 karbonilne grupe

(Oliveira et al. 2018). Naslici 8 prikazan je FTIR
spektar kompleksa [Pt(DMSO)(cpl)CI]Cl.
[Ni(cpD)2(H20),]Cl; i [Co(cpD)2(H20),]Cl,.
Dobijeni proizvodi reakcija su karakterisani
FTIR spektroskopijom, ali se spektri nisu pokla-
pali sa teorijskim vrednostima karakteristi¢nih
traka za ove komplekse. Trake sa talasnim bro-
jevima 1725 cm™ i 1630 cm™! koje odgovaraju
karboksilnoj (COOH) i karbonilnoj (C=0) grupi
respektivno, poklapaju se sa odgovarajuéim tra-
kama u spektru ciprofloksacina, dok literaturni
podaci nalaZu pomeranje ovih traka pri gradenju
kompleksnih jedinjenja (Chohan et al. 2005).
Ovo ukazuje da sinteza ova dva kompleksa nije
bila uspes$na, odnosno da su dobijene kristalne

Slika 8. FTIR spektar
(\ [Pt(DMSO)(cp])Cl1]Cl1

Figure 8. FTIR spectrum of
[P(DMSO)(cpl)CIICI
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Slika 9. FTIR spektri:
100 a) ciprofloksacin-hidrohlorida,
\j\ b) [Ni(epha(H20)IC,
s (_\/"\N m ¢) [Co(cpl)2(H20)2]Cla.
L
§ W Figure 9. FTIR spectra of:
g a) cpl xHCl,
2 b) [Ni(epha(H20)]Ch,
S 704 ¢) [Co(cpl)2(H20)2]Cla.
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Slika 10. FTIR spektar
[Cu(cpl)2]Cla

Figure 10. FTIR spectrum of
[Cu(cpl)2]Cl2
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supstance bile kristali ciprofloksacina. Spektar
proizvoda sinteze [Ni(cpl),(H,0),]Cl,, prikazan
je naslici 9a, na slici 9b je prikazan spektar kom-
pleksa [Co(cpl)2(H,0),]Cl,, dok je na slici 9¢
prikazan FTIR spektar ciprofloksacina.
Proizvod reakcije sinteze [Cu(cpl),]Cl,.
Uzorak je analiziran FTIR spektroskopijom i
eksperimentalno dobijeni spektar se poklapao sa
teorijskim vrednostima karakteristi¢nih traka za
kompleks. Na ovaj zaklju¢ak ukazuje ¢injenica
da je za razliku od kompleksa nikla i kobalta
doslo do pomeraja odogvarajuéih vrednosti traka
COOH grupe sa 1725 cm™ na 15801 1350 cm™
kao i C=0 grupe sa 1630 cm™ na oko 1600 cm™,
Sto se poklapa sa literaturnim podacima (Chohan

T v
1500 1000

et al. 2005). Na slici 10 prikazan je FTIR spektar
kompleksa [Cu(cpl),]Cl,.

Bakterijska osetljivost 1 bakterijska
vijabilnost

Bakterijska osetljivost. Analizom podataka
dobijenih merenjem precnika zone inhibicije
bakterijskog rasta pokazalo se da je bakterijski
soj E. coli soj senzitivniji na sintetisane kom-
plekse i ciprofloksacin od soja S. aureus. Pre¢nici
zone inhibicije bakterijskog rasta kod S. aureus
iznosili su za [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI1 (kompleks
1) 24.29 mm, za [Cu(cpl),]Cl, (kompleks 2)

0.8 4

Vijabilnost
o
o

I
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I

0.2 4

0.0 L& A\

0.62
Koncentracija (ug/mL)

1.25
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Slika 11. Vijabilnost bakterijskog
soja E. coli:

K1 - [Pt(DMSO)(cp))CI]CI,

K2 —[Cu(cpl)2]Cla,

S — smesa K11iK2,

CiproF — ciprofloksacin.

Figure 11. Viability of the
bacterial culture E. coli:

K1 - [Pt(DMSO)(cp])CI]CI,

K2 —[Cu(cpl)2]Cl,

S — mixture of the complexes K1
and K2,

CiproF — ciprofloxacin.
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27.38 mm, za smeSu ova dva kompleksa 26.68
mm, a za ciprofloksacin 24.01 mm.

Bakterijska vijabilnost. Analizom podataka
dobijenih ispitivanjem bakterijske vijabilnosti
E. coli (slika 11) ispitana je antibakterijska ak-
tivnost kompleksa i njihove smeSe, i uporedena
sa antibakterijskom aktivno$cu ciprofloksacina.
MIC za kompleks 1 ([Pt(DMSO)(cpl)CI]Cl),
smeSu dva kompleksa i ciprofloksacin iznosila je
ispod 0.08 pg/mL, dok je MIC za kompleks 2
([Cu(cpl)2]Cl,) iznosila 0.16 pg/mL. Kompleks 1
je pri svim koncentracijama ve¢im od 0.62 ug/mL
ispoljio vedi efekat na smanjenje bakterijske
vijabilnosti E. coli od ciprofloksacina, a kom-
pleks 2 jedino pri koncentraciji od 10 pg/mL.
Smesa kompleksa 112 je pri svim koncentra-
cijama ostvarila izraZeniji efekat na smanjenje
bakterijske vijabilnosti E. coli u poredenju sa
ciprofloksacinom, a pri koncentracijama niZim
od 1.25 pg/mL od oba kompleksa pojedinacno.
Ovim je pokazano da smeSa kompleksa 1 i
kompleksa 2, odnosno [Pt(DMSO)(cpl)CI|CI i
[Cu(cpl),]Cl,, ispoljava sinergisticki efekat pri
koncentracijama nizim od od 1.25 pg/mL.

Zakljucak

Kompleksi Pt i Cu sa ciprofloksacinom,
[Pt(DMSO)(cpl)CI]Cli [Cu(cpl),]Cl,, su uspesno
sintetisani. Pokusalo se i sa sintezom kompleksa
[Ni(cpl)2(H20),]Cl, i [Co(cpl)>(H,0),]Cl, istom
procedurom, kao i sa sintezom kompleksa
[Cu(cpl),]Cl,, ali nije doslo do njihovog formi-
ranja, §to bi moglo predstavljati predmet bu-
duceg istrazivanja

Sintetisani kompleksi [Pt(DMSO)(cp)CI]ClI
1 [Cu(cpl):]Cl, ispoljili su antibakterijsku aktiv-
nost prema bakterijskom soju E. coli, kao i
njihova smeSa. Kompleks 1 je pri svim koncen-
tracijama iznad 0.62 pg/mL ispoljio vece anti-
bakterijsko dejstvo od ciprofloksacina, dok je
kompleks 2 vece antibakterijsko dejstvo od ci-
profloksacina ispoljio samo pri najvisoj ispi-
tivanoj koncentraciji — 10 pg/mL. Njihova smesa
je pri svim koncentracijama ostvarila izraZeniji
efekat na smanjenje bakterijske vijabilnosti E.
coli u poredenju sa ciprofloksacinom, a pri kon-
centracijamanizim od 1.25 pg/mL, i od oba kom-
pleksa pojedina¢no. Na osnovu ovoga moZze se

ZBORNIK RADOVA 2019

zakljuciti da smeSa kompleksa [Pt(DMSO)-
(cpDCI]CI) i [Cu(cpl),]Cl, ispoljava sinergistic¢ki
efekat pri niskim koncentracijama, i da bi upo-
treba ciprofloksacina kao liganda u sintezi
kompleksa sa prelaznim metalima mogla da nade
primenu u borbi protiv bakterijskih sojeva re-
zistentnih na ciprofloksacin.

Zahvalnost. Zeleo bih da se zahvalim svojim
mentorima UroSu Stojiljkovicu i Aleksi Micicu
na njihovoj pomoc¢i i predanosti pri izradi i pi-
sanju ovog rada, kao i dr Biljani . Glisi¢, do-
centu na Prirodno-matemati¢kom fakultetu
Univerziteta u Kragujevcu, na polaznim infor-
macijama.
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Stefan Radojici¢

Synthesis and Antibacterial Activity
of Transition Metal Complexes with
Ciprofloxacin used as the Ligand

In this paper we described the synthesis of
transition metal complexes with ciprofloxacin, a
kind of antibiotic from the fluoroquinolone class,
as a ligand and their characterization and biologi-
cal activity. The complex [Pt(DMSO)(cpD)CI]CI,
which has DMSO (dimethyl-sulfoxide) as a li-
gand besides ciprofloxacin, and the complex
[Cu(cpl),]Cl, , which only has ciprofloxacin as a
ligand, were successfully synthesized. Synthesis
for the complexes [Ni(cpl),(H,0),]Cl, and
[Co(cpl)2(H,0),]Cl, were attempted following
the same procedure as the one used for the com-
plex [Cu(cpl),]Cl,, but they did not result in the
formation of the desired complexes. Determin-
ing the cause of this could be used for future re-
search. The synthesized complexes were
characterized using FTIR spectroscopy and by
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measuring their melting point. By using the
Kirby-Bauer disk diffusion method it was deter-
mined that the complexes showed antibacterial
activity in E. coli. Afterwards, by using the
microdilution method, it was determined if the
complexes are more effective than ciprofloxacin
in reducing bacterial viability of E. coli. All of
the compounds were dissolved in DMSO and
their concentrations were in the range of
10 pg/mL to 0.08 pg/mL. A solution of cipro-
flxacin at a concentration of 0.2 mg/mL was used
as the positive control and a bacterial suspension
in LB medium at a concentration of
1.5%10%C FU/mL was used as the negative con-
trol. DMSO at the coresponding concentrations
was used as the solvent control. After the incuba-
tion of the plates, the apsorbances of the wells
were read using the ELISA reader. When the
apsorbances were read, the wells were colured
with resazurin so that the MIC value could be
visualy determined. It was concluded that com-
plex 1 showed a great effect in reducing E. coli
bacterial viability at concentrations greater than
0.62 pg/mL compared to ciprofloxacin, while
complex 2 showed a greater effect than cipro-
floxacin in reducing E. coli bacterial growth only
at the concentration of 10 pg/mL. The mixture of
the synthesized complexes exhibited a more sig-
nificant antibacterial effect than ciprofloxacin at
all tested concentrations. Further more, at con-
centrations lower than 1.25 pg/mL the antibacte-
rial effect of the mixture is greater than the
antibacterial effect of both of the complexes indi-
vidually, and therefore showcases a synergistic
effect at these concentrations. In future research
we could also test the antifungal and antitumor
activity of the complexes and their synergistic
solution. Q
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