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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavrSnog rada je:

e istraziti kompleksacijska svojstva mijesanog metoksidnog i fenantridinskog derivata
kaliks[4]arena s tri odabrane boje (auramin O, rodamin B i fluorescein) i jednim
antitumorskim lijekom (timokinon),

e na temelju eksperimentalnih podataka dobivenih spektrofotometrijskim titracijama

odrediti konstante stabilnosti odgovaraju¢ih kompleksa,

® imaju¢i na umu dobivene rezultate razmotriti mogucu upotrebu ovog derivata

kaliksarena u supramolekulskoj teranostici.



SAZETAK

S ciljem procjene potencijala primjene derivata kaliksarena 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-
dimetoksi-26,28-bis-((fenantridin-6-il)metoksi)kaliks[4]aren (D) u teranostici, u ovom su
radu istrazena njegova kompleksacijska svojstva s bojama rodaminom B, auraminom O i
fluoresceinom te lijekom timokinonom pri ¢emu je zbog slabe topljivosti liganda koriSten
sustav otapala acetonitril/diklormetan. Konstante stabilnosti odredene su na temelju
provedenih spektrofotometrijskih titracija. Za kompleks [D-rodaminB] lg(K/dm® mol?) =
4,55 + 0,01 te lg(K/dm? mol?) = 5,61 + 0,05 za kompleks [D-auraminQ]. Za kompleks [D-
fluorescein] nije bilo moguée odrediti vrijednost konstante stabilnosti iako su
eksperimentalni podaci upucivali na to da do stvaranja kompleksa dolazi. Upravo suprotno,
s timokinonom kompleksiranje nije opazeno, vjerojatno zbog njegove strukturne
nekomplementarnosti s veznim mjestom liganda. Proucavani derivat kaliksarena D dobar je
receptor za istrazivane boje, pri ¢emu je najve¢i afinitet pokazao prema
auraminu O. lako je ustanovljeno da ovaj derivat kaliksarena ima jako dobra receptorska
svojstva, on nije topljiv u vodi, §to je nuzno za primjenu u teranostici, ali se ocekuje da bi
njegov vodotopivi analog koji bi iskoristio potencijal fenantridinskih skupina u veznom

mjestu, mogao pokazati velik potencijal u teranostickoj primjeni.

Kljuéne rije¢i: Supramolekulska kemija, domacéin-gost kompleksi, teranostika, kaliksareni.



SUMMARY

With the aim of evaluating the application potential of calixarene derivatives 5,11,17,23-
tetra-tert-butyl-25,27-dimethoxy-26,28-bis-((phenanthridin-6-yl)methoxy)calix[4]arene

(D), in this thesis, its complexation properties with the dyes rhodamine B, auramine O and
fluorescein and the drug thymoquinone were investigated. The stability constants were
determined based on spectrophotometric titrations and the obtained values were lg(K/dm?
mol™) = 4.55 + 0.01 for [D-rhodamineB], and for complex [D-auramineO] Ig(K/dm® mol?)
=5.61 + 0.05. The value of the stability constant for [ D-fluorescein] could not be determined,
only estimated based on experimental data, while the formation of the complex with
thymoquinone was not observed. The results indicate good binding of the studied dyes by
the studied calixarene derivative. At the same time, the highest affinity of ligand D towards
the formation of a complex was shown for auramine O. Although it was shown that this
calixarene derivative has very good receptor properties, it is not soluble in water, which is
necessary for its application in theranostics, but it is espected that its water-soluble analogue,
that would exploit the potential of phenantridine groups at the binding site, could have great

potential in theranostic applications.

Keywords: Supramolecular chemistry, host-guest complex, theranostics, calixarenes.
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1. UVOD

Supramolekulska kemija, a time i kemija domacin-gost, razvija se ubrzano proteklih 30-ak
godina. Karakterizira je Sirok raspon i raznolikost spojeva koji su primjenjivi u biokemijskim,
farmaceutskim, ekoloskim, kozmetickim, prehrambenim i mnogim drugim industrijama, a

posebno je zanimljiva njena primjena u teranostici.

Kaliksareni predstavljaju tre¢u generaciju supramolekulskih domacina i jedni su od
najproucavanijih makrociklickih molekula. Nude gotovo neograni¢ene mogucnosti zbog
njihove relativno lake modifikacije. S obzirom na njihova svojstva molekulskog
prepoznavanja i samosastavljanja, kaliksareni i njihovi derivati imaju Siroku primjenu.
Koriste se kao senzori, za vizualizaciju bioloskih procesa, isporuku lijekova, gena itd.
Takoder, neki derivati kaliksarena pokazuju biolosku aktivnost i stoga se mogu koristiti kao

terapijska sredstva.

U ovom ¢e radu biti ispitano koliko dobro derivat kaliks[4]arena D (Slika 1) veze boje
auramin O, rodamin B, fluorescein te antitumorski lijek timokinon (Slike 2 - 5). Reakcije ¢e
biti pracene spektrofotometrijskim titracijama te ¢e se odrediti konstante stabilnosti
odgovaraju¢ih kompleksa. S obzirom na dobivene rezultate razmotrit ¢e se njihova
potencijalna primjena u teranostici te kako oni svojim svojstvima mogu doprinijeti u

preciznoj dijagnozi.

Slika 1. Struktura istrazivanog derivata kaliks[4]arena, D.
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Slika 2. Struktura auramina O.
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Slika 3. Struktura fluoresceina. Slika 4. Struktura timokinona.

Slika 5. Struktura rodamina B.



2. TEORIJSKI DIO

Supramolekulska je kemija relativno mlada znanstvena disciplina koja se pocela znacajnije
razvijati krajem 1960-ih i pocetkom 1970-ih godina. Za razliku od tradicionalne molekularne
kemije, koja se temelji na kovalentnom spajanju atoma, ova se grana kemije bazira na
nekovalentnim interakcijama izmedu molekule domacina i molekule gosta kao §to su
elektrostatske interakcije, van der Waalsove i vodikove veze, =m-m interakcije, a
akumulacijom vise pojedina¢no slabih nekovalentnih interakcija postize se ukupno jako

vezanje koje je temelj supramolekulske kemije.[1]

Jedan od zacetnika supramolekulske kemije, C. J. Pedersen, 1960—ih godina sintetizirao je
krunaste etere, prstenaste organske spojeve, koji su prvi put pokazali prepoznavanje i
selektivno vezanje pojedinih iona $to je rezultiralo nastankom stabilnih struktura. Zatim je
D. J. Cram prosirio Pedersenovu ideju te dizajnirao 1 sintetizirao niz spojeva koji su princip
domacin-gost pokazivali u trodimenzionalnom prostoru oponasajuci enzime. Pridruzio im se
i J.-M. Lehn koji je sintetizirao kriptande, kavezaste molekule, koje u svoj kavez mogu
zatvoriti odredene molekule tvore¢i komplekse. Za svoj su rad, kojim su dali temelje
supramolekulskoj kemiji, 1987. Cram, Lehn i Pedersen dobili Nobelovu nagradu za
kemiju.[1] Osnovu supramolekulske kemije ¢ine molekulsko prepoznavanje i
samoudruzivanje. Molekulsko je samoudruzivanje spontano i reverzibilno udruzivanje dviju
ili viSe molekulskih vrsta (molekula ili iona) radi formiranja vecih i slozenijih nekovalentno
vezanih supramolekula.[2] Supramolekulska kemija temelji se na istim principima kao
slozeni bioloski sustavi, pa su tako i smatanje nukleinskih Kkiselina, formiranje fosfolipidnih
membrana, savijanje proteina i dr. wustvari bioloski primjeri supramolekulskog

samoudruzivanja koji imaju vazne uloge u raznim bioloskim procesima.[3]



2.1. Kemija domacin gost

Domacin-gost kompleksi supramolekulski su agregati gdje molekula domaéina veze
molekulu gosta nekovalentnim interakcijama. Sposobnost nekih molekula odnosno
domacéina da prepoznaju i u svojim Supljinama ,ugoste” druge molekule ¢ini ih veoma
atraktivnima pa su tako prisutni u biokemijskim, farmaceutskim, ekoloskim, kozmeti¢kim,
prehrambenim i mnogim drugim kemijskim sustavima i primjenama. [4] Kako bi se stvorio
kompleks, molekula domac¢ina mora posjedovati odgovaraju¢a vezna mjesta za molekulu
gosta. Na veznom mjestu domacina ostvaruju se interakcije koje su usmjerene prema
gostu.[5] Pri prepoznavanju supstrata vaznu ulogu imaju broj, udaljenost, orijentacija i vrsta
funkcionalnih skupina u veznom mjestu te strukturne karakteristike gosta.[6] Njihovom
kooperacijom, odnosno zajednickim djelovanjem dviju ili vise interakcijskih mjesta stvara
se podrucje ukupno vece i jace interakcije. Moguce je prirediti molekule spremnika s to¢no
odredenim brojem elektron-donorskih/akceptorskih atoma, to¢no odredene geometrije i
usmjerenosti itd., ¢ime se stvaraju preduvjeti za selektivno prepoznavanje i specifi¢no
vezanje to¢no odredenih gostiju.[5] Afinitet domacina prema vezanju gosta u kompleks
domacin-gost ovisit ¢e o vanjskim podrazajima, kao $to su temperatura, ioni, pH, enzimi i
svjetlost.[3] Termodinamicka stabilnost makrociklickih kompleksa jako ovisi 0 podudarnosti
velicine gosta s promjerom Supljine receptora, tj. o medusobnoj prostornoj
komplementarnosti. Na njihovu stabilnost utjecu i solvatacija, ali i konformacijske promjene

domacina prilikom vezanja kao i drugi ¢imbenici.[6]

Utjecaji svih ovih ¢imbenika na selektivnost i stabilnost kompleksa domacina i gosta
kvantitativno se opisuju konstantom vezanja Cija se vrijednost odreduje na temelju
eksperimentalnih ~ podataka,  primjerice  spektrofotometrijski,  potenciometrijski,

konduktometrijski, itd.



2.2. Konstante stabilnosti

Konstanta stabilnosti kompleksa konstanta je ravnoteze koja se odnosi na reakciju
kompleksiranja domacina (D) i gosta (G), pri cemu u otopini nastaje kompleks (GD), a moze

se prikazati sljede¢om jednadzbom kemijske reakcije:
D+G =GD

1)
Konstanta kvantizira termodinamicku stabilnost nastalog kompleksa, odnosno govori o tome

koliko je jaka interakcija izmedu gosta 1 domacina.
U eksperimentalnim uvjetima moze se odrediti koncentracijska konstanta stabilnosti

Cep
K =

CcCp

(@)

gdje c predstavlja koncetraciju odgovaracuje kemijske vrste.

Za odredivanje konstante ravnoteZze za proces kompleksiranja potrebno je poznavati
ravnotezne koncentracije sudionika reakcije u otopini. NajceS¢e se odreduju mjerenjem
fizikalnih svojstava otopina koja ovise o0 koncentraciji prisutnih vrsta uz razli¢it odnos
koncentracija reaktanata. Na temelju dobivenih eksperimentalnih podataka, moguce je
primjenom odgovarajuc¢ih racunskih programa do¢i do ravnoteznih koncentracija sudionika
reakcije odnosno do odgovarajuéih konstanti ravnoteze. Spektrofotometrija i potenciometrija

najcesce su koriStene eksperimentalne metode za odredivanje konstanti ravnoteze.

2.3.  Supramolekulska teranostika

Teranostika se definira kao primjena idealne terapije za pojedinog, individualnog pacijenta
koja specifi¢no djeluje na bolest dijagnosticiranu u odredenom stadiju. Pojam teranostika se
odnosi na uparivanje dijagnostickih i terapijskih agensa za specificnu bolest.[7]

Kroz teranostiku se terapeutske i dijagnosticke mogucnosti integriraju u jednu platformu te

5



se suocava s izazovima za sljede¢u generaciju personalizirane medicine. U tim platformama
dijagnosticka komponenta izvjestava o prisutnosti tumora, njthovom statusu i odgovoru na

terapiju, pruzajuéi vazne informacije za daljnje precizno lijecenje.[8]

Tijekom proteklih godina posebno je zanimljiv napredak kemije domaéin-gost u teranostici
raka. Rak je jedna od bolesti od koje ljudi u velikom broju obolijevaju i umiru. Obi¢no se za
njegovo lijeCenje koriste zracenje i kemoterapija ili njihova kombinacija. Medutim, ovi
pristupi lije¢enju Cesto su popraceni pojavom razli¢itih nuspojava. Stoga postoji hitna potreba
za razvojem novih snaznih lijekova protiv raka s manje nuspojava Sto je ujedno i bio pokretac¢
za potragu novih spojeva. Tijekom istog vremenskog razdoblja, supramolekulska kemija
pocela se ubrzano razvijati donose¢i nova saznanja i spoznaje i pruzaju¢i nove mogucénosti
za istrazivanja u biomedicini. Pametno dizajnirani parovi domaéin-gost primijenjeni su tako
I U novim teranostickim pristupima rjeSavanja problema povezanih s nespecifiéno$éu terapije
raka.[9] Makrocikli¢ki spojevi s jedinstvenim Supljinama zanimljivi su supramolekulski
domacini, koji se vezu s dijagnosti¢kim ili terapijskim molekulama gosta, sa osjetljivos¢u na
specifi¢an podrazaj uslijed ¢ega otpustaju svoje goste te tako ostvaraju preciznu dijagnozu i
dostavljaju lijek isklju¢ivo na mjesto ostecenja. Ovi su kompleksi dizajnirani tako da
selektivno prepoznaju stanice raka, ¢ime je izbjegnuta toksi¢nost za zdrave stanice i tkiva,
buduci da tamo ne dolazi do otpustanja dijagnostickih molekula odnosno lijeka. Osim toga,
njihovom inkluzijom u supramolekulski kompleks uvelike se povecava topljivost/stabilnost
lijekova protiv raka u fizioloSkom okruzenju $to posljedi¢no odrazava i njihovu

farmakolosku aktivnost.[3]

Imajuciu vidu sve navedeno, ne iznenaduje $to supramolekulska teranostika privlaci sve vise
pozornosti znanstvenika, kemicara, biologa i lije¢nika. U konstrukciji supramolekulske
teranostike koriste se razli¢iti makrocikli ukljucujuéi ciklodekstrine, kaliksarene,
kukurbiturile i pilararene. Postignuto je nekoliko otkri¢a u teranostickim poljima koristenjem
kemije domacin-gost, a neka od njih su ve¢ u fazi klini¢kih ispitivanja ili ih je odobrila
Americka agencija za hranu i lijekove (U.S. Food & Drug Administration - FDA).[3]



2.4. Kaliksareni

Kaliksareni spadaju medu najrasirenije sintetske molekule domacine u supramolekulskoj
kemiji. To su makrociklicki oligomeri koji se sastoje od fenolnih podjedinica medusobno
povezanih metilenskim mostovima. Broj fenolnih podjedinica moze biti od 4 do 20, ali zbog
svoje jednostavne pripreme najzastupljeniji su tetrameri, heksameri 1 oktameri.

Nastaju reakcijom kondenzacije izmedu formaldehida i fenola uz natrijev hidroksid.[10]
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Slika 6. Strukture kaliksarena: a) kaliks[4]aren, b) kaliks[6]aren, c) kaliks[8]aren.

Prisutnost hidrofobne Supljine i moguénost ugradnje veznih skupina na gornji i/ili donji obod
kaliksarena odgovorne su za njihovo selektivno molekularno prepoznavanje. Za razliku od
takvih derivata, kaliksareni s nesupstituiranim hidroksilnim skupinama fenola nemaju
izrazeno svojstvo molekularnog prepoznavanja.[11] Siroka varijabilnost strukture, razli¢ite
konformacije i iznimne mogucénosti raznolikih supstitucija omogucuju dizajn specifi¢nih
kaliksarena koji onda mogu vezati velik raspon gostiju, od anorganskih aniona, anorganskih
kationa, organskih aniona, organskih kationa, do neutralnih organskih molekula i bioloskih
makromolekula.[12] Pri tom se interakcije s razli¢itim kemijskim vrstama ostvaruju na razne
na¢ine. Moguca je ugradnja neutralnih molekula u kaliksarensku Supljinu, pri ¢emu nastaju

inkluzijski kompleksi. Ugradnjom kationa u kaliksarensku Supljinu te vezanjem kationa s



prikladno funkcionaliziranim donjim i gornjim obodom ostvaruje se molekularno
prepoznavanje kationa. Medutim, molekulsko prepoznavanje aniona moguce je samo s
derivatima kaliksarena koji posjeduju prikladne anionske vezne skupine. Takoder mogu
stvarati komplekse s raznim biomolekulama pa tako kationski kaliksareni pokazuju visok
afinitet prema DNA.[11]

Kaliksarenski se receptori izdvajaju iz skupine supramolekulskih receptora zbog svoje
konformacijske fleksibilnosti koja izravno utjeCe na njihova kompleksacijska svojstva.
Naime, fenolne podjedinice kaliksarena mogu se slobodno rotirati oko metilenskih skupina
jer nema velike energijske barijere.[13] Ako u strukturi kaliks[4]arena ne postoje stericke
smetnje koje bi takvu rotaciju onemogucile, poput vecih skupina na donjem obodu
kaliksarena, u otopini mogu postojati Cetiri razlicite konformacije s obzirom na poloZaj
hidroksilnih skupina u odnosu na ravninu glavnog kliksarenskog prstena kao S§to su

konformacije stosca, djelomicnog stosca te 1,2- odnosno 1,3-alternirajuceg stosca.[10]

Slika 7. Konformacije kaliks[4]arena u otopini: a) stoZac, b) djelomican stozZac,
¢) 1,3-alternirajuci stozac, d) 1,2-alternirajuci stozac.

Razumijevanje konformacije je kljuan faktor u daljnjem razvoju kaliksarena kao
potencijalnih receptora. Najcesce se najpovoljnije interakcije s gostima ostvaruju u slucaju
kada se molekula nalazi u konformaciji stoSca te je zbog toga kod sinteze kaliksarenskih

receptora uvijek pozeljno da krajnji produkt bude u toj konformaciji.[13]

Kaliksareni su vrlo zanimljive molekule domacini zbog moguénosti njihovog molekulskog
dizajna kako bi dobili trazena svojstva, posebice za selektivno vezanje molekula gosta.

Vecina primjena kaliksarena temelji se upravo na njihovim inkluzijskim sposobnostima pa



je tako jedna od njihovih njacescih primjena kao vrlo efikasnih kemosenzora. Brojni primjeri
ilustriraju nevjerojatnu raznolikost kaliksarenskih kemosenzora.[6] Primjerice, Menon i
suradnici objavili su senzorski sustav temeljen na supstituiranom fluorionoforu
kaliks[4]arena. Dodatak triptofana u otopinu rezultirao je pojac¢anjem fluorescencije, dok je
histidin inducirao gasenje fluorescencije. Koriste¢i visoke konstante asocijacije, ovaj
senzorski sustav pokazao je visoku selektivnost i osjetljivost, te je uspjesno primijenjen za

selektivno otkrivanje triptofana i histidina u krvi.[12]

2.4.1. Nomenklatura kaliksarena

Nakon raznih imena koje su imali kroz povijest, Gutsche je ovu skupinu spojeva odlucio
nazvati prema njihovom izgledu u konformaciji stosca, koji podsje¢a na gréku vazu calix
(gr¢. calix = vaza/kalez). Imenu je dodao i sufiks aren jer u svojoj strukturi sadrze aromatske
prstene, te broj u uglatim zagradama koji oznac¢uje broj fenolnih podjedinica u prstenu.[12]
U ime se moZze dodati i prefiks odnosno ime fenolnog derivata koji je koristen kao ishodna
supstanca u pripravi, na primjer p-tert-butilkaliks[4]aren.[6] Ovaj se sustav nomenklature

danas opc¢enito koristi i prihvacen je od IUPAC-a.

Slika 8. Trodimenzionalni molekulski prikaz kaliksarena koji podsjeca na grcki kalez.



2.4.2. Primjena kaliksarena u teranostici

Kao §to smo vidjeli, kaliksareni ¢ine fascinantnu klasu makrociklickih spojeva koji nalaze
Sirok raspon bioloskih primjena. Osobito posljednjih godina, mnogi su istrazivaci prijavili
antikancerogeno djelovanje raznih derivata kaliksarena. Osim citotoksi¢énog ucinka,
kaliksareni dokazano inhibiraju migraciju i proliferaciju stanica.[14] Kao §to je ve¢ receno,
gornji i donji obod kaliksarena mogu se modificirati, pa se u strukturu kaliksarena mogu
uvesti i funkcionalne skupine koje bi osigurale da pripravljeni kaliksaren bude topljiv u vodi
za biomedicinske primjene. Makrociklicki amfifili su vrsta unaprijed organiziranih ciklickih
oligomera amfifila, koji se sastoje od vise hidrofilnih ostataka na jednom rubu 1 viSe lipofilnih
ostataka na drugom rubu i1 pokazuju vrhunska svojstva prepoznavanja domacin-gost. U
usporedbi s drugim makrociklima, kaliksarene je lako modificirati, pruzaju obilje gradevnih
struktura, pa ne iznenaduje $to je dosad opisano vise od 400 amfifila na bazi kaliksarena koji

se najcesce koriste u biomedicinskim primjenama.[4]

Zahvaljujuci ion-dipol interakcijama, elektrostatskim interakcijama, hidrofobnom ucinku,
vodikovim vezama i drugim nekovalentnim interakcijama, kaliksareni su se pokazali kao
korisni domacini slozenim ionima, Seerima, aminokiselinama, proteinima, peptidima,
lijekovima, hormonima i nukleinskim kiselinama.[3] Nedavno je razvijeno i nekoliko
teranostic¢kih sustava koriStenjem Kkaliksarena koji su se pokazali obe¢avajuci za dijagnozu
ranog stadija raka i preciznu terapiju. Kaliksareni imaju strukturne znacajke prikladne i za
dizajn i za razvoj novih lijekova te neka iznimna svojstva, poput jednostavne sinteze, lake

modifikacije, niske toksi¢nosti i visoke biokompatibilnosti.[11]

U vodi topljivi derivati kaliksarena, posebno sulfonatokaliksareni, koji sadrze sulfonatne
skupine na gornjem obodu, pokazali su veliki potencijal kao visenamjenski sintetski receptori
koji se mogu Kkoristiti za solubilizaciju lijekova, detoksikaciju, aktivaciju membranskog
transporta peptidnih supstrata, itd.[9] Aldrich-Wright i suradnici modificirali su
kaliks[4]arene kako bi dobili p-sulfonatokaliks[4]arene topljive u vodi te su pokazali
sposobnost kompleksiranja antikancerogenih kompleksa na bazi platine. Kompleksiranje
domacin-gost u¢inkovito je zastitilo lijekove od razgradnje i zna€ajno smanjilo stopu difuzije

metalnih kompleksa, odrzavajuci tako njihovu antikancerogenu aktivnost.[3]
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Coleman i suradnici sintetizirali su derivate kaliks[4]aren dihidrofosfonske kiseline i
istrazivali citotoksi¢ne ucinke kod mnogih tipova raka kod ljudi kao $to su leukemija,
melanom i rak jetre. Primijeceno je da su ti spojevi posebno ucinkoviti protiv stanica akutne
limfoblasti¢ne leukemije.[14] Studije in vitro potvrdile su da su antitumorske aktivnosti
lijekova znacajno poboljsane ovom supramolekulskom strategijom. Osim kemolijekova,
supramolekulski sustavi na bazi kaliksarena takoder omogucuju inkapsulaciju

fotosenzibilizatora za fotodinamicku terapiju (engl. Photodynamic therapy, PDT).[8]

2.5.  Spektrofotometrija

R 4

identifikaciju i odredivanje mnogih organskih i anorganskih spojeva. Omogucuje

odredivanje molekulskih vrsta koje apsorbiraju ultraljubicasto ili vidljivo zracenje.

Kada molekula ili ion apsorbira ultraljubicasto ili vidljivo zracenje, mijenja se konfiguracija
valentnih elektrona. Sto je lak$e pobuditi elektrone (niZi energetski razmak izmedu HOMO

i LUMO molekulskih orbitala), to je veca valna duljina svjetlosti koju molekula apsorbira.

Jedan dio zracenja koji prolazi kroz otopinu spojeva apsorbiraju molekule, dok intentzitet
propustenog zracenja mjeri spektrofotometar. Prigusenje elektromagnetskog zracenja dok
prolazi kroz uzorak kvantitativno se opisuje s dva odvojena, ali povezana pojma:

transmitancija i apsorbancija.

Transmitancija je definirana kao omjer intenziteta transmitiranog odnosno propustenog (1) i

upadnog zracenja (lo):

3)
Alternativna fizikalna veli¢ina za izrazavanje priguSenja elektromagnetskog zracenja je

apsorbancija, A, koja se definira kao, negativan logaritam transmitancije, odnosno:

11



Iy

I
A = —logT = —logl— = logT
0

(4)

Sto molekula uginkovitije apsorbira zradenje pri odredenoj valnoj duljini, to ée njena
apsorbancija biti veca. Iz ovoga proizlazi Beer-Lambertov zakon koji kaze da je apsorbancija
proporcionalna koncentraciji apsorbirajuce tvari, dok je molarni apsorpcijski koeficijent (&)
konstanta koja opisuje svojstvo molekule da apsorbira zracenje pri odredenoj valnoj duljini.

Beer-Lambertov zakon dan je jednadzbom:
A = ecl

(5)
gdje je A apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini, ¢ je molarna koncentracija otopine spoja,

| je duljina puta zracenja, a ¢ je molarni apsorpcijski koeficijent.

Beer-Lambertov zakon moZe se primijeniti i na otopine koje sadrze viSe razli¢itih spektralno
aktivnih vrsta, ukoliko medu njima nema znatnijih interakcija. Ukupna apsorbancija

viSekomponentnog sustava tada iznosi:
A=1(gc; + e3¢, + o + €50 )

(6)

gdje indeks 1, 2, odnosno n oznacava pojedinu spektralno aktivhu komponentu.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U istrazivanju kompleksiranja kaliks[4]arena koriStene su boje: rodamin B (95%, Merck),
auramin O (95%, Merck) i fluorescein (95%, Kemika), te antitumorski lijek timokinon (99%,

Aldrich Chem Co.). Zbog slabe topljivosti derivata kaliksarena, kao otapalo koriSten je sustav
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otapala acetonitril/diklormetan, pri ¢emu su acetonitril (Merck, Uvasol i Baker, HPLC
Grade) te diklormetan (Baker, HPLC Grade i Sigma-Aldrich, 99,9%, Spectrophotometric

Grade) koristeni bez dodatnog prociséavanja.

Kaliksarenski derivat D pripravljen je prethodno u Zavodu za biokemiju prema uputama

ranije opisanim u literaturi.[15]

3.2.  Spektrofotometrijske titracije

Tijekom spektrofotometrijskih titracija, provedenih pomo¢u dvozra¢nog Cary 5000 UV-Vis-
NIR spektrofotometra proizvodaca Agilent, Santa Clara, USA. Otopina titranta dodavana je
direktno u kvarcnu kivetu duljine optickog puta 1 cm u kojoj se nalazila otopina analita.
Spektri su snimani s korakom od 1 nm i integracijskim vremenom od 0,1 s uz korekciju
osnovne linije, pri sobnoj temperaturi. Za prac¢enje kompleksiranja rodamina B i auramina O
sa spojem D koriStena otopina odgovarajuée boje u rasponu koncentracija od 9,19-10* mol
dm2do 1,19-10° mol dm, titrirana je otopinom spoja D ¢&ije je koncentracija u oba slucaja
bila 2,83-10° mol dm™. Za istrazivanje kompleksiranja fluoresceina i lijeka timokinona,
otopini spoja D koncentracije 8,97-10* mol dm™, postupno je dodavana otopina fluoresceina
koncentracije 1,88-10° mol dm, odnosno otopina timokinona koncentracije 1,16-102 mol

dm?3. Dobiveni spektrofotometrijski podaci obradeni su pomoéu programa Origin Pro i
HYPERQUAD.[16]

4. REZULTATI | RASPRAVA

Na Slikama 9 i 10 prikazana je spektrofotometrijska titracija otopine rodamina B otopinom
spoja D, pri éemu je uocljiv karakteristi¢ni apsorpcijski maksimum rodamina B pri 556 nm.
Dodaci otopine spoja D tijekom titracije uzrokovali su sniZzavanje apsorbacije pri toj valnoj
duljini, uslijed nastanka kompleksa koji ima nizi molarni apsorpcijski koeficijent pri toj
valnoj duljini u odnosu na sam rodamin B. U isto vrijeme, dolazi do pojave nove apsorpcijske
vrpce pri =380 nm. Uto¢njavanjem eksperimentalnih podataka izracunata je konstanta

stabilnosti kompleksa [D-rodaminB] koja je iznosila Ig(K/dm® mol?) = 4,55 + 0,01.
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Slika 9. Spektrofotometrijska titracija rodamina B (co= 7,29 x 10 mol dm™) sa spojem D

(co = 2,83x10*mol dm™®) u sustavu otapala acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi.

Spektri su korigirani za razrjedenje.
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Slika 10. Ovisnost apsorbancije pri 4 = 556 nm o omjeru mnozina rodamina B
(co = 7,29 x 10° mol dm™) i spoja D (co = 2,83 x 10* mol dm™) u sustavu otapala
acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi. m eksperimentalne vrijednosti, - izraCunate

vrijednosti.

Na Slikama 11 i 12 prikazana je spektrofotometrijska titracija otopine auramina O otopinom
spoja D, pri ¢emu je uocljiv karakteristi¢ni apsorpcijski maksimum auramina O pri 444 nm.
Dodatak otopine spoja D tijekom titracije, uzrokovao je blagi porast apsorbancije pri toj
valnoj duljini, uslijed nastanka kompleksa koji ima nesto visi molarni apsorpcijski koeficijent
pri toj valnoj duljini u odnosu na sam auramin O. Uto¢njavanjem eksperimentalnih podataka

izraGunata je konstanta stabilnosti kompleksa [D-auraminO] Ig(K/dm?® molt) = 5,61 + 0,05
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koja upucuje na zakljucak da spoj D jako veze auramin O u sustavu otapala

acetonitril/diklormetan.
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Slika 11. Spektrofotometrijska titracija auramina O (Co = 1,73 x 10° mol dm) sa spojem D
(co = 2,83x10~* mol dm™2 u sustavu otapala acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi.

Spektri su korigirani za razrjedenje.
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Slika 12. Ovisnost apsorbancije pri 4 = 444 nm o omjeru mnozina auramina O
(co = 1.73 x 10° mol dm™®) i spoja D (co = 2,83x10~* mol dm™) u sustavu otapala
acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi. m eksperimentalne vrijednosti, - izraCunate
vrijednosti.

Na Slici 13 prikazana je spektrofotometrijska titracija otopine spoja D s otopinom
fluoresceina, pri ¢emu su vidljiva dva karakteristi¢na apsorpcijska maksimuma spoja D pri
347 nm i 332 nm. Dodatak fluoresceina uzrokovao je porast apsorbancije na svim valnim
duljinama popra¢en pojavom intenzivne apsorpcijske vrpce pri 443 nm koja odgovara
apsorbanciji slobodnog fluoresceina. Oblik titracijske krivulje (Slika 14) pri 443 nm upucuje
na zakljucak da tijekom titracije dolazi do nastanka kompleksa. Naime, na pocetku titracije,
dodatak fluoresceina ne uzrokuje (odnosno uzrokuje vrlo mali) porast apsorbancije pri valnoj
duljini na kojoj sam fluorescein apsorbira, dok ligand D pri toj valnoj duljini ne apsorbira.
To znaci da nastaje kompleks izmedu ove dvije vrste koji takoder ne apsorbira pri 443 nm.
Medutim, daljnim dodatkom fluoresceina, dio alikvota koji se doda otopini spoja D veze se
u kompleks, dok dio ostaje slobodan u otopini. Sto je prisutni kaliksaren zasi¢eniji
fluoresceinom (drugim rije¢ima Sto je ve¢a ukupna dodana koli¢ina fluoresceina), udio
slobodnog oblika boje u otopini bit ¢e veci, Sto se o€ituje kao porast vrijednosti aposrbanicje

pri 443 nm.
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lako na temelju spektrofotometrijskin podataka nije bilo moguée spektrofotometrijski

odrediti konstantu stabilnosti kompleksa, ona se moze procijeniti. Naime, usporedujuci

titracijsku krivulju s onom za rodamin B u istim eksperimentalnim uvjetima, vidljivo je da je

za postizanje ravnoteze bilo potrebno dodati znatno vise alikvota titranta, pa je razumno

pretpostaviti da ¢e vrijednost konstante stabilnosti ovog kompleksa biti manja od

odgovarajuée za rodamin B, odnosno Ig(K/dm?® mol?) < 4.
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Slika 13. Spektrofotometrijska titracija spoja D (Co = 1,96 x 10 °> mol dm =) s fluoresceinom
(co = 1.88 x 10°*mol dm ) u sustavu otapala acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi.
Spektri su korigirani za razrjedenje.
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Slika 14. Ovisnost apsorbancije pri 4 = 443 nm o omjeru mnozina dodanog fluoresceina
(co = 1,88 x 10° mol dm?) i spoja D (co = 1,96 x 10° mol dm™®) u sustavu otapala
acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi. m eksperimentalne vrijednosti.

Na Slici 15 prikazana je spektrofotometrijska titracija spoja D s timokinonom. | na ovoj se
slici moze uociti karakteristina apsorpcija spoja D s maksimumima pri 332 nm i 347 nm.
Dodatak timokinona uzrokovao je porast apsorbancije u cijelom promatranom spektralnom
podrucju. Medutim, kao $to je vidljivo iz Slike 16, za razliku od prethodnih titracija, u ovom
slucaju je rast apsorbancije bio linearan pri svim valnim duljinama. To upucuje na zakljuc¢ak
da u koriStenim eksperimentalnim uvjetima ne dolazi do nastanaka kompleksa spoja D i

timokinona.
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Slika 15. Spektrofotometrijska titracija spoja D (co = 1,96 x 10 > mol dm™) s timokinonom

(co = 1,16 x 102 mol dm™) u sustavu otapala acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi.
Spektri su korigirani za razrjedenje.
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Slika 16. Ovisnost apsorbancije pri 4 = 434 nm o omjeru mnozina dodanog timokinona
(co = 1,16 x 102 mol dm?3) i spoja D (co = 1,96 x 10®° mol dm?) u sustavu otapala
acetonitril/diklormetan pri sobnoj temperaturi. m eksperimentalne vrijednosti.
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U Tablici 1 usporedene su vrijednosti konstanti stabilnosti odgovaraju¢ih kompleksa

dobivene opisanim spektrofotometrijskim titracijama.

Tablica 1. Usporedba konstanti stabilnosti nastalih kompleksa.

KONSTANTA
KOMPLEKS STABILNOSTI

lg(K/dm?® mol?)
[D-rodaminB] 4,55+ 0,01
[D-auraminO] 5,61 + 0,05
[D-fluorescein] <4
[D-timokinon] ne dolazi do kompleksiranja

Generalno se moze re¢i da spoj D relativno dobro veze istrazivane boje, $to je i o¢ekivano
budu¢i da fenantridinski supstituenti na svom donjem obodu, koji ¢ini vezno mjesto imaju
planarnu strukturu 1 konjugirani aromatski sustav slicne veli¢ine kao i istrazivane boje (Slike
1- 5). Njihova strukturna komplementarnost omogucuje stvaranje n-n interakcija kojima su
onda kompleksi stabilizirani. Dodatno, istrazivane boje sadrze funkcionalne skupine koje bi
mogle dodatno stabilizirati komplekse tvorbom vodikovih veza, bilo s fenantridinskim
dusikovim atomom, bilo s metoksidnim kisikovim atomom na donjem obodu kaliksarena D.
Iz tablice se moze iS¢itati i da od istrazivanih boja spoj D tvori najstabilniji kompleks s
auraminom O, dok najmanji afinitet pokazuje prema fluoresceinu. Razlog tome je struktura
auramina O kojoj najvise pogoduje vezanje sa spojem D buduci da dva vodikova atoma na
dusiku auramina O (Slika 2) mogu tvoriti vodikovu vezu s fenantridinskim dusikom spoja D,
¢ime se postize dodatna stabilnost supramolekule u odnosu na druge dvije boje koje nemaju
mogucnost takve stabilizacije. Konstanta stabilnosti kompleksa [D-fluorescein] za koju je
procijenjeno da je manja od one kompleksa spoja D s auraminom O, moze se objasniti
stabilizacijom slobodnog fluoresceina kroz tautomerizaciju, §to onda pomiCe ravnotezu
reakcije kompleksiranja prema reaktantima, odnosno rezultira nizom vrijednosti konstante
stabilnosti kompleksa. S timokinonom nije doslo do nastanka spoja zbog sterickih smetnji
koje predstavljaju dvije metilne skupine koje izlaze iz ravnine aromatskog sustava ¢ime

onemogucuju prilazak fenantridinskim podjedinicama spoja D kako bi se uspostavile
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stabilizirajuce interakcije. Nadalje, timokinon u svojoj strukturi sadrzi samo jedan benzenski

prsten, a suma ovih karakteristika rezultira izostankom kompleksiranja sa spojem D.

5. ZAKLJUCAK

Ispitana su kompleksacijska svojstva metoksidnog fenantridinskog derivata kaliks[4]arena s
rodaminom B, auraminom O, fluoresceinom te lijekom timokinonom. Budu¢i da je
istrazivani spoj D slabo topljiv u acetonitrilu, njegov kompleksacijski afinitet prema

navedenim gostima istrazivan je u sustavu otapala acetonitril/diklormetan.

Konstante stabilnosti nastalin kompleksa odredene su spektrofotometrijskim titracijama, a
iznosile su: Ig(K/dm® mol ) = 4,55 + 0,01 za kompleks [D-rodaminB] te za [D-auraminQ]
Ig(K/dm® mol™) = 5,61 + 0,05. Za kompleks [D-fluorescein] vrijednost konstante stabilnosti

je procijenjena, dok s timokinonom nije uopée doslo do kompleksiranja.

Vrijednosti dobivenih konstanti stabilnosti ukazuju na dobro vezanje istrazivanog derivata
kaliksarena s bojama. Naime, receptorska Supljina spoja D, koju ¢ine fenatridinske
podjedinice, komplementarna je planarnoj strukturi ispitivanin boja. Medutim, s
timokinonom nije doslo do vezivanja. Vrijednosti konstanti stabilnosti upu¢uju na to da spoj
D veze boje tvoreci relativno stabilne komplekse, ali to vezanje ipak nije prejako $to je jedan
od zahtjeva teranostike. Kako vodikove veze sudjeluju u stabilizaciji nastalih kompleksa, za
ocekivati je da bi promjena u kiselosti otopine mogla dovesti do dekompleksiranja odnosno
otpustanja gosta iz kompleksa u otopinu. To znaci da bi u podruéju neutralnog pH, kakav je
u zdravim tkivima, kompleksi bili stabilni. Medutim, u tumorskim bi tkivima, koja imaju nizi
pH, doslo do protoniranja fenantridinskog dusika (odnosno kompeticije protona s molekulom
gostom za to vezno mjesto) ¢ime bi se kompleks destabilizirao i ciljano bi se otpustio na

bolesna tkiva.

Dakle, razumno je pretpostaviti da bi, ukoliko bi se uspjesno sintetizirao, analog
pripravljenog kaliksarena, koji je topljiv u vodi, mogao imati velik potencijal za primjenu u

teranostici. To bi se moglo posti¢i na nacin da se, fenantridinske podjedinice na donjem
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obodu, upare s polarnim skupinama na gornjem obodu koje bi osigurale topljivost takvog
derivata u vodi, a da pritom minimalno utje¢u na njegova kompleksacijska svojstva, a

dobiveni bi derivat kaliksarena zasigurno bio od velikog interesa kao teranosticki receptor.
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