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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

S ciljem da se ispita teranosticki potencijal asimetricno supstituiranog
difenilantracenskog derivata kaliks[4]arena, L, istraziti njegovu interakciju s
organskim bojama - rodaminom B, auraminom O i fluoresceinom, te s aktivnim
spojem timokinonom.

Spektrofotometrijskim titracijama pratiti kompleksiranje kaliksarenskog liganda L s
navedenim bojama i odrediti odgovarajuée konstante stabilnosti kompleksa.

Imaju¢i u vidu dobivene rezultate, prodiskutirati mogucénost primjene dobivenog

liganda L kao teranostickog receptora.



SAZETAK

S ciljem da se ispita kompleksacijski afinitet nesimetricno supstrituiranog amidnog
difenilantracenskog derivata kaliksarena 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25-(9,10-
difenilantracen-2-iloksietoksi)-26,27,28-tris(N,N-dietil-karbamoilmetoksi)kaliks[4 ]arena,
L, prema organskim bojama - rodaminu B, auraminu O i fluoresceinu te aktivnoj tvari —
timokinonu, proveden je niz spektrofotometrijskih titracija u acetonitrilu. Odredene su 1
konstante stabilnosti odgovarajué¢ih kompleksa koje ukazuju na nastanak relativno stabilnih
kompleksa derivata kaliks[4]arena L s istrazivanim bojama, pri ¢emu je spoj L pokazao
najvedi afinitet prema auraminu O. S druge strane, s timokinonom nije doSlo do vezanja
zbog njegove strukturne nekomplementarnosti s veznim mjestom liganda. Iako kompleksu
[L-fluorescein] nije bilo mogucée odrediti konstantu stabilnosti, iz eksperimentalnih je
podataka bio vidljiv nastanak kompleksa, te je njena vrijednost procijenjena kao niza u
odnosu na odgovarajuce konstante za rodamin B i auramin O.

Ispitani derivat kaliksarena demonstrirao je dobre receptorske sposobnosti veznog mjesta
koje se sastoji od tercijarnih amidnih skupina i difenilantracenske skupine, pa je za

ocekivati da bi njegov vodotopivi analog imao velik potencijal u teranostici.

Kljuéne rijec¢i: kaliksareni, teranostika, spektrofotometrijska titracija



SUMMARY

In order to investigate the complexation affinity of the asymmetrically substituted amide
diphenylanthracene  derivative of calixarene 5,11,17,23-tetra-tert-butyl-25-(9,10-
diphenylanthracene-2-yloxyethoxy)-26,27,28-tris(N,N-diethyl-carbamoylmethoxy)
calix[4]arene, L, towards the organic dyes — rhodamine B, auramine O and fluorescein and
the active compound — thymoquinone, a series of spectrophotometric titrations in
acetonitrile were carried out. The stability constants of the corresponding complexes were
determined and their values indicated that relatively stable complexes of calix[4]arene
derivatives L. with the studied dyes were formed,with compound L showing the highest
affinity for the binding of auramine O. On the other hand, the complex with thymoquinone
did not form under the experimental conditions used, due to its structural incompatibility
with the ligand's binding site. Although the value of the stability constant for [L-
fluorescein] complex could not be determined, there was experimental evidence of the
complex formation and its value was estimated to be lower than the corresponding
constants for rhodamine B and auramine O.

Since the studied calixarene derivative demonstrated good receptor properties of the
binding site composed of tertiary amide groups and a diphenylanthracene group, it can be
expected that its water-soluble analogue should have great potential for applications in

theranostics.

Keywords: calixarenes, theranostics, spectrophotometric titration
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1. UVOD

Supramolekulska kemija temelji se na raznolikim spojevima koji su upotrebu, pored
biokemijske industrije, pronasli i u farmaceutskoj, prehrambenoj i drugim industrijama.
Medu najrasirenijim supramolekulskim domacdinima su makrociklicki ligandi u koje se
ubraja i svestrana klasa kaliksarena. Posljednjih godina kaliksareni su, kao vrlo dobri
receptori, svoju primjenu, izmedu ostalog, pronasli i u teranostici. Zahvaljuju¢i svojoj
specifi¢noj strukturi mogu se jednostavno modificirati te kao takvi iskoristiti kao senzori,

antivirusna sredstva, za solubilizaciju lijekova itd.

U ovom ¢e radu biti istrazen teranosticki potencijal derivata kaliks[4]arena L kroz
istrazivanje njegovog afiniteta prema vezanju organskih boja: auramina O, rodamina B,
fluoresceina te aktivne tvari timokinon. Stoga ¢e se spektrofotometrijskim titracijama
ispitati kompleksacijska svojstva ovog kaliks[4]arena 1 odrediti konstante stabilnosti
odgovarajuc¢ih kompleksa. Na temelju dobivenih eksperimentalnih rezultata prodiskutirat ¢e

se mogucnost koriStenja ovog derivata kao teranostickog receptora.



2. OPCI DIO

2.1. Supramolekulska kemija

Supramolekulska kemija ogranak je kemijske znanosti ¢iji je cilj dizajniranje i sinteza
makromolekula koje mogu selektivno prepoznati i vezati odredene kemijske vrste. Tijekom
procesa molekulskog prepoznavanja stvaraju se nekovalentne interakcije izmedu molekule
domacina i molekule gosta, ¢ime nastaje kompleks — supermolekula. Uspostavljene
nekovalentne interakcije u vecini su slucajeva elektrostatske i van der Waalsove interakcije,
a mogu biti 1 vodikove veze te hidrofobne 1 m-interakcije.(1) Ove se interakcije medusobno
razlikuju s obzirom na njihovu usmjerenost, jakost, donor-akceptorski karakter itd. Neki od
brojnih primjera ovih interakcija u bioloskim sustavima su: stvaranje multiproteinskih
kompleksa, vezanje supstrata na enzim 1 enzimske reakcije, translacija 1 transkripcija

genetskog koda itd.

Nastanak kompleksa domacin-gost (DG) interakcijom molekule domacina (D) i molekule

gosta (G) mozZe se opisati jednadZbom ravnoteZze:
D+ G =DG
Pri ¢emu je brzina nastajanja kompleksa:
vi =k [D][G]
a brzina dekompleksiranja,odnosno povratne reakcije:
va =k [DG]

Kada se postigne stanje ravnoteze, brzina nastajanja kompleksa i brzina dekompleksiranja

biti ¢e jednake
Vi=Vy
odnosno:

ki [D][G] = k2 [DG]



Omjer brzina polazne i povratne reakcije odgovara koncentracijskoj konstanti ravnoteze,

K, , koja je dana kao:

Veca brojcana vrijednost konstante ravnoteze upucuje na to da je ravnoteza pomaknuta vise
prema strani stvaranja produkata. Drugim rijeCima, veca vrijednost ove konstante znaci da
je kompleks koji nastaje stabilniji. U supramolekulskoj kemiji se stoga ova konstanta
ravnoteze Cesto naziva jo$ i konstantom stabilnosti kompleksa, konstantom vezanja i

konstantom asocijacije.

Supermolekule karakterizira prostorna organizacija njhovih komponenti, tj. superstruktura,

i priroda intermolekulskih veza koje drze te komponente zajedno.

Makrocikli¢i ligandi su supramolekulski domacini koji sadrze Supljine sposobne u cijelosti
okruziti molekulu gosta. U supramolekulskoj kemiji definiraju se kao polidentatni ligandi
¢iji donorski atomi mogu biti uklju€eni u ciklicku okosnicu ili vezani za nju. Pri tom
makrocikli¢ki ligand treba imati najmanje tri donorska atoma, a makrociklicki prsten

sastojati se od barem 9 atoma.(2)
Istaknuti predstavnici ovih spojeva su (Slika 1):

=  krunasti eteri
» kriptandi
=  sferandi

= kaliksareni
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Slika 1. Najvazniji makrociklicki ligandi: a) krunasti eter, b) kriptand, ¢) sferand, d)

kaliksaren.

Makrocikli€ki prsten obicno nastaje sintezom manjih, uglavnom linearnih molekula na dva
nacina. Prvi je intramolekulska reakcija, u kojoj jedna molekula reagira sama sa sobom pri

¢emu nastaje prsten, a drugi nacin je direktno spanjanje dviju ili viSe molekula u prsten.

Jedna od glavnih karakteristika makrociklickih spojeva je selektivno prepoznavanje i
vezivanje kationa metala. Napretkom supramolekulske kemije, istrazivanja su se prosirila i
na biokemijske, anorganske, nabijene i nenabijene organske supstrate, a opisani su i

receptori koji prepoznaju anione.(2)

2.2. Kaliksareni

U skupinu supramolekulskih receptora ubraja se i svestrana klasa makrocikli¢kih oligomera
- kaliksarena, koji su izgradeni od fenolnih podjedinica medusobno povezanih metilenskim
mostovima. Kaliks[n]areni najceS¢e sadrze 4 (tetrameri),6 (heksameri) ili 8 (oktameri)
fenolnih podjedinica (Slika 2), ali taj broj moze i¢i sve do 20. Dobivaju se kondenzacijom

formaldehida i p-fert-butilfenola uz dodatak natrijevog hidroksida.(3)
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Slika 2. Strukturni prikaz kaliksarena.

Kaliksareni imaju specifi¢nu strukturu koju sacinjavaju gornji $iroki i donji uski obod te
makrociklicka Supljina u koju se nekovalentnim interakcijama mogu vezati ioni ili
neutralne molekule (Slika 3). Za ovako nastale komplekse stabilnost je odredena
podudarnoscu veli¢ine gosta s promjerom Supljine kaliksarenskog receptora, odnosno ovisi
o njihovoj prostornoj kompatibilnosti. Sukladno tome, tetramerima zbog manjeg volumena
Supljine odgovaraju primjerice manji ioni (Na*, Ca*, itd.) dok s druge strane heksameri i

oktameri imaju afinitet prema gostima veceg radijusa (npr. kationi Rb*, Cs”, itd.).(2)

] ﬁf gomji ebod

R J\ R

. ‘|J/ i SO
KN ~

OH OHNOH

gl avin prsten

T donyi obod

lidhofilna supljma

Slika 3. Struktura kaliksarena.



2.2.1. Nomenklatura kaliksarena

S obzirom da se gotovo cijelo jedno stolje¢e ova skupina spojeva nazivala opisnim
imenima, bilo je potrebno odrediti opéeprihvaceni naziv. 1978. godine, Gutsche je ovoj
skupini kemijskih spojeva dao trivijalno ime “kaliksareni” zbog njihovog oblika koji ga je
podsjecao na gréke vaze calix crater (Slika 4). Zbog aromatskih prstenova koji su ukljuceni
u makrociklicku okosnicu dodaje se nastavak —aren. Takoder, ime sadrzi i broj fenolnih
podjedinica u prstenu,a koji se piSe u uglatim zagradama. Prefiks u imenu kaliksarena
oznacava ime fenolnog derivata koji je posluzio kao ishodna tvar u pripravi, na primjer p-
tert-butilkaliks[6]aren. Usvojena je i konvencija o numeriranju atoma kako je prikazano na

Slici 5. (2)

Slika 4. Vaza (calix crater) i kalotni model molekule kaliksarena.

Slika 5. Numeriranje ugljikovih atoma u kaliks[4]arenu.



2.3. Teranostika

Teranostika je pojam nastao spajanjem dviju rijeci: terapija i dijagnostika, a zaceci sezu od
1900. godine kada je P. Ehrlich kreirao postulat o stvaranju ,,magi¢nog metka®“ —
specijalnih lijekova koji uniStavaju uzroc¢nike bolesti bez oste¢enja zdravog tkiva.(4) Ona
predstavlja noviji pravac u biomedicini kojim se oznacava upotreba istog vektora
(molekule) usmjerenog na to¢no odredeni molekulski cilj (membranski cilj ili metabolit)
koji se cilja dijagnosticki i terapijski. Ovakve molekule imaju primjenu kod teskih bolesti, a
posebice u onkoloskim indikacijama.(5) Pri tom je terapija usmjerena prema specifiénim
molekulskim ¢imbenicima koji su ukljuceni u rast tumorske stanice. Na taj je nacin
smanjena toksi¢nost terapije jer je njeno djelovanje znatno selektivnije u odnosu na
klasi¢nu kemoterapiju. Teranostikom je omogucena identifikacija osnovnog uzroka bolesti,

produljenje Zivota, a ponekad i potpuno izljecenje.(4)

2.3.1. Supramolekulska teranostika

Supramolekulski sustavi predstavljaju jedinstvenu skupinu teranosti¢kih agensa
zahvaljuju¢i dinamickoj, reverzibilnoj 1 osjetljivoj prirodi nekovalentnih interakcija koje
upravljaju njithovim ponasanjem, odnosno njihovim receptorskim djelovanjem. 60-ih
godina prosSlog stolje¢a intenzivnije su se pocela provoditi istrazivanja jednostavnih
organskih spojeva koji bi imitirali molekulsko prepoznavanje ranije opaZzeno kod prirodnih
spojeva Sto je oznalilo pocetak supramolekulske kemije tj. kemije domacin-gost. Za
asocijaciju  molekula na predodredeni nacin potrebna je komplementarnost

trodimenzionalne strukture molekule domacina 1 molekule gosta.(2)

Brojni su problemi i izazovi koji jo§ uvijek stoje ispred terapije protiv raka, posebice zato
Sto anti-tumorska sredstva u prisustvu normalnih stanica i tkiva uzrokuju teSke nuspojave.

U teranostici, domacin-gost kompleksi proizlaze iz hidrofobnosti i kompatibilnosti



makrociklickih domacina (primjerice kaliks[n]areni, ciklodekstrini,ftalocijanini itd.) sa
Sirokim rasponom molekula gosta. Kvalitetno dizajnirani kompleksi domacdin-gost su
primijenjeni u novim pristupima za rjeSavanje problemati¢nih pitanja vezanih za
nespecificnosti lijeCenja raka. Supramolekulska teranostika omogucava nastanak takvih
kompleksa s tim da se mogu selektivno ,,ubaciti u stanice raka, izbjegavajuéi pri tom

citotoksi¢nost za zdrave stanica i tkiva. (6)

2.3.2. Kaliksareni u teranostici

Vodotopljivi derivati kaliksarena, posebno sulfanatokaliksareni koji sadrze sulfonatne
grupe na gornjem obodu, pokazuju izuzetno dobar potencijal kao multifunkcionalni
sinteticki receptori. Kao takvi se mogu iskoristiti kao senzori, antivirusna sredstva za

solubilizaciju lijekova, itd.(6)

Pored povecanja topljivosti u vodi, uvodenje sulfonatne grupe u strukturu kaliksarena
izaziva i druge dvije posljedice. Prvo, prisutnost viSestruko ionskih supstituenata u vezanju
s organiziranim makrociklickim strukturama kaliksarena uvelike promi¢e samoagregaciju i
povecava stabilnost samosklapanja te regulira nacin agregacije. Drugo, vodotopljivi

kaliksareni ¢iji polarni dio sluZi za usmjeravanje mogu formirati vrlo stabilne komplekse sa

suprotno nabijenim organskim bojilima.

S obzirom da kaliksareni sadrZe gornji i donji obod, modifikacije se mogu provesti na oba
mjesta. Za ocekivati je da ¢e se brojni novi kaliksareni s posebnim fizikalno-kemijskim
svojstvima istrazivati kao nanoplatforme za lijecenje raka. Povrh toga, preko inovativnih
multidisciplinarnih suradnji i raznolikih strategija za biomedicinske primjene ¢e bioaktivni

nanosistemi, temeljeni na kaliksarenima, postati dostupni u blizoj buduénosti.(6)



2.4. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je spektroskopska metoda koja se temelji na interakciji materije i svjetla
tj. elektromagnetskog zracenja u ultraljubi¢astom (200 nm - 380 nm) i vidljivom (380 nm -
780 nm) dijelu spektra. Karakteristicno svojstvo elektromagnetskog zracenja jest njegova
dualna priroda §to znaci da posjeduje svojstva i Cestice 1 vala.Interakcija zraenja s nekom
tvari moze se primijeniti za njenu kvantitativnu i kvalitativnhu analizu, zbog ¢ega ima
izrazitu vaznost prilikom odredivanja fizikalnih i kemijskih svojstava. Kvalitativna analiza
se temelji na apsorpcijskom spektru uzorka te ovisi 0 njegovom sastavu 1 strukturi, dok je

kvantitativna analiza zasnovana na Bouguer-Lambert-Beerovom zakonu.

Temelj spektrofotometrije je apsorpcija svjetlosti, koja uzrokuje prijelaz elektrona iz
osnovnog stanja u pobudeno. Do pojave apsorpcije dolazi ako je energija fotona jednaka

razlici energija izmedu osnovnog i pobudenog elektronskog stanja.

UV-VIS spektrofotometrija je jedna od najc¢esce koristenih spektroskopijskih metoda.(7)

2.4.1. Bouguer-Lambert - Beerov zakon

Apsorbancija ozna¢ava omjer intenziteta zracenja prije (I) i nakon njegova prolaska kroz

uzorak (/). (1)
_1glo
A=lg ;

Apsorbancija ¢e biti veca §to je veci broj molekula koje apsorbiraju zracenje. Takoder, do
povecanja apsorpcije dolazi ako molekula ucinkovitije apsorbira svjetlo na odredenoj
valnoj duljini, a tu sposobnost karakteristicnu za svaku pojedinu kemijsku vrstu opisuje
molarni apsorpcijski koeficijent. Iz toga slijedi Bouguer-Lambert—Beerov zakon koji govori

da je apsorbancija proporcionalna koncentraciji apsorbirajuce vrste:



A=c-c-1

gdje A oznacava apsorbanciju na danoj valnoj duljini, ¢ je molarni apsorpcijski koeficijent
pri toj valnoj duljini, ¢ je molarna koncentracija otopine dok / predstavlja duljinu uzorka

kroz koju prolazi svjetlost (Sirina kivete). (8)

Bouguer-Lambert-Beerov zakon vrijedi za monokromatsko zracenje, razrijedene otopine 1
opticki homogen medij. Tijekom procesa vrsta koja apsorbira u koncentracijski ovisnim
ravnotezama kao Sto su disocijacija ili asocijacija uzrokuje odstupanje od navedenog
zakona. Bouguer-Lambert-Beerov zakon vrijedi i za otopine koje sadrze viSe razliitih

spektralno aktivnih vrsta, ali samo ako izmedu njih nema interakcija.
Pri tome se ukupna apsorbancija viSekomponentnog sustava moze dati izrazom:
A=1(g1cq + &3¢0 + -+ £,Cp)

pri ¢emu indeksi 1,2,n obiljezavaju pojedinu spektralno aktivhu komponentu.(1)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za potrebe spektrofotometrijskih titracija otopine su pripravljene koriStenjem rodamina B
(95%, Merck), auramina O (95%, Merck) i fluoresceina (95%, Kemika) (Slika 6), te
timokinona (99%, Aldrich Chem Co.) uz otapalo acetonitril (Merck, Uvasol i Baker, HPLC

Grade) koristenog bez dodatnog proc¢is¢avanja.

¢ HO 0 O d) O
I
COOH
g :

Slika 6. Kemijske strukture: a) rodamina B, b) auramina O, c¢) fluoresceina, d) timokinona.

Kaliksarenski derivat L (Slika 7) pripravljen je prethodno u Zavodu za biokemiju prema

proceduri ranije opisanoj u literaturi.(8)
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Slika 7. Struktura 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25-(9,10-difenilantracen-2-iloksietoksi)-
26,27,28-tris(N,N-dietil-karbamoilmetoksi)kaliks[4]arena, L.

3.2. Spektrofotometrijske titracije

UV-vis spektri snimani su tijekom titracije pomocu dvozracnog UV-Vis-NIR
spektrofotometra Cary 5000 proizvodaca Agilent, Santa Clara, USA. Tijekom titracija,
alikvoti titranta od 9,55-10™ mol dm™ dodavani su direktno u kvarcnu kivetu duljine
optitkog puta 1 cm s otopinom analita koncentracije od 2,95-107 do 6,00- 10 mol dm™.
Nakon svakog dodatka snimani su spektri s korakom od 1 nm i integracijskim vremenom
od 1 s uz korekciju osnovne linije. Sva mjerenja radena su pri sobnoj temperaturi. Za
obradu eksperimentalno dobivenih spektrofotometrijskih podataka koriSteni su programi

Origin Pro i HYPERQUAD.(9)

12



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1.Spektrofotometrijska titracija rodamina B spojem L

Slika 8 prikazuje promjene u apsorbanciji otopine rodamina B uslijed dodatka otopine
spoja L. Pri tome se moZe uociti apsorpcijska vrpca pri 555 nm karakteristi¢na za rodamin
B, dok se tijekom titracije uocava i pojava nove vrpce s 5 maksimuma u podrucju od 300
nm do 420 nm karakteristi¢na za apsorpciju difenilantracena, odnosno liganda L. Dodatak
otopine spoja L otopini rodamina B uzrokuje snizenje apsorbancije u maksimumu pri 555
nm jer dolazi do kompleksiranja ¢ime se koncentracija slobodnog rodamina B u otopini
smanjuje. Treba napomenuti i da snizavanje apsorbancije pri ovoj valnoj duljini (Slika 9)
znaci da kompleks koji nastaje [L.-rodamin B] ima nizi apsorpcijski koeficijent u odnosu na

slobodni rodamin B.

Konstanta stabilnosti dobivena uto¢njavanjem eksperimentalnih podataka za ovu titraciju

1znosila je log (K/mol dm™) = 4,63 +0,01.

Slika 8. Spektrofotometrijska titracija rodamina B (co = 6,00 - 10 mol dm™) sa spojem L

(co=9,55 - 107 mol dm‘3) u acetonitrilu. Vo =2,51 cm3; [ =1 cm; sobna temperatura.

13



0,65

0,60 -
0,55
A555

0,50

0,45

0=40 T T T T T T T T T T T T T T T T T T

n(L) / n(rodamin B)

Slika 9. Ovisnost apsorbancije rodamina B (¢p = 6,00 - 10 mol dm'3) u acetonitrilu pri A =
555 nm o omjeru mnozina spoja L (co= 9,55 - 10™* mol dm'3) i rodamina B. Vy = 2,51 cm® ;

[ =1 cm; sobna temperatura. m eksperimentalne vrijednosti, - izraunate vrijednosti.

4.2. Spektrofotometrijska titracija auramina O spojem L

Postupni dodatak kaliksarena L pocetnoj otopini auramina O uzrokuje povecanje

apsorbancije u cijelom promatranom spektralnom podrucju kako je prikazano na slici 10.

Na pocetku titracije vidljiva su dva karakteristiéna maksimuma auramina O pri ¢emu se visi
nalazi na 441 nm, dok je nizi pri 371 nm. Dodatak otopine liganda L uzrokuje porast

apsorbancije u cijelom promatranom spektralnom podrucju.
Slika 11 prikazuje odgovarajucu titracijsku krivulju pri 441 nm.

Utoc¢njavanjem eksperimentalnih podataka odredena je konstanta stabilnosti ¢ija vrijednost

iznosi log (K/mol dm™) = 5,41 + 0,06.
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Slika 10. Spektrofotometrijska titracija auramina O (co = 2,95 - 10” mol dm™) sa spojem L

(co=9,55 - 10™* mol dm‘3) u acetonitrilu. Vy=2,515 cm3; [ =1 cm; sobna temperatura.
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Slika 11. Ovisnost apsorbancije auramina O (co = 2,95 - 10”° mol dm'3) u acetonitrilu pri 4
=441 nm o omjeru mnozina spoja L (cy = 9,55 - 10* mol dm™) i auramina O. V; = 2,515

3 . .. . . . .. .
cm” ; [ =1 cm; sobna temperatura. . m eksperimentalne vrijednosti, - izraCunate vrijednosti.

4.3. Spektrofotometrijska titracija spoja L s fluoresceinom u otapalu

Promjene u spektru otopine liganda L, kojeg karakterizira pojava 5 maksimuma u
spektralnom podruc¢ju od 300 nm do 420 nm, tijekom titracije s fluoresceinom prikazane su
na Slici 12. Dodatak otopine fluoresceina dovodi do povecanja apsorbancije pri svim
promatranim valnim duljinama uz pojavu intenzivne vrpce pri 442 nm koja odgovara

spektru slobodnog fluoresceina.

Slika 13 prikazuje titracijsku krivulju pri 442 nm iz koje se vidi nastanak kompleksa.
Naime, pri toj valnoj duljini, za razliku od fluoresceina, ligand L ne apsorbira. Dodatak
fluoresceina uzrokuje nastanak kompleksa izmedu ove dvije vrste koji takoder ne apsorbira
pri 442 nm. Rezultat je da, iako je dodan spoj koji apsorbira pri promatranoj valnoj duljini,
njegov dodatak otopini ne uzrokuje porast apsorbancije jer on ne ostaje slobodan u otopini
ve¢ se veze u kompleks s ligandom L. Daljnjim dodatkom fluoresceina dolazi do
postupnog zasi¢enja liganda, pa se dio dodanog alikvota fluoresceina veze u kompleks sa
spojem L, dok dio ostaje slobodan u otopini i doprinosi porastu apsorbancije. Kompleksu
[L-fluorescein] nije bilo moguce izracunati vrijednost konstante stabilnosti, ali je ona
procijenjena usporedbom s titracijama rodamina B 1 auramina O ligandom L. U oba
prethodna slucaja, tijekom titracije bilo je potrebno dodati znatno manji broj ekvivalenata
titranta kako bi doslo do uspostavne ravnoteze, nego Sto je to bio slucaj za fluorescein. To
navodi na zaklju¢ak da konstanta stabilnosti kompleksa [L-fluorescein] mora biti nize
vrijednosti u odnosu na konstante stabilnosti [L-rodamin B] i [L-auramin O], dakle log

(K[L—ﬂuorescein]/ mol dm_3) <4
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Slika 12. Spektrofotometrijska titracija spoja L (co = 6,98 - 10 mol dm™) s fluoresceinom

(co=4,15- 10 mol dm‘3) u acetonitrilu. Vo =2,7 cm3; [ =1 cm; sobna temperatura.
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Slika 13. Ovisnost apsorbancije otopine spoja L (cp = 6,98

50

- 10 mol dm'3) u acetonitrilu

pri A = 442 nm o omjeru mnoZina dodanog fluoresceina (co = 4,24 - 10~ mol dm™) i spoja

L.
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Vo=2,7 cm3; [ =1 cm; sobna temperatura.

4.4. Spektrofotometrijska titracija spoja L s timokinonom u otapalu

Spektrofotometrijska titracija liganda L tijekom titracije s timokinonom prikazana je na
Slici 14, dok Slika 15 prikazuje karakteristi¢nu titracijsku krivulju. Na slikama se moze
vidjeti da dodatak timokinona uzrokuje porast apsorbancije u cijelom promatranom
spektralnom podrucju, medutim, u ovom slucaju taj je rast bio linearan pri svim valnim
duljinama. To upucuje na zaklju¢ak da dodani timokinon ne interagira sa spojem L, ve¢

ostaje slobodan u otopini.

6.0 7
5,53
5,0 37
453
4’0_;,-..,
353/
3,0 4
251
2,04
1,5—2:/
103
0,5_?
0,0

T T T T
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Slika 14. Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 8,33 - 10™* mol dm™) s timokinonom (¢

=6,28 - 10 mol dm’3) u acetonitrilu. Vo =2,6 cm3; [ =1 cm; sobna temperatura.
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Slika 15. Ovisnost apsorbancije otopine spoja L (co = 8,33 - 10™* mol dm™) u acetonitrilu
pri A = 338 nm o omjeru mnozina dodanog timokinona (co = 7,91 - 10~ mol dm™) i spoja L.

Vo=2,6 cm3; [ =1 cm; sobna temperatura.

Ve¢ je reCeno da je stabilnost kompleksa u prvom redu odredena strukturnom
komplementarno$¢u  komponenti.  Strukturu  spoja L karakterizira  prisutstvo
9,10-difenilantracenske podjedince — policiklickog aromatskog sustava ¢iji srediS$nji dio
¢ini planarni antracen — na donjem obodu. Osim njega, vezno mjesto ovog derivata €ine 1 tri
tercijarne amidne skupine koje mogu biti akceptori vodikovih atoma pri stvaranju
vodikovih veza s molekulom gostom. Sve tri boje koje su u istrazivanim kompleksima bile
molekule gosti takoder imaju planarnu strukturu te slobodne skupine koje mogu biti donori
atoma vodika. Ova komplementarnost izmedu spoja L i istraZzivanih boja omogucila je
nastanak kompleksa koji su stabilizirani m—n interakcijama izmedu njihovih planarnih
aromatskih sustava. Dodatnoj stabilnosti nastalih kompleksa doprinosi i1 stvaranje
vodikovih veza izmedu funkcionalnih skupina boja i1 karbonilnih kisikovih atoma iz

amidnih skupina kaliksarena L.

19



Tablica 1 prikazuje usporedene vrijednosti konstanti stabilnosti dobivenih opisanim

spektrofotometrijskim titracijama

Tablica 1. Usporedba konstanti stabilnosti u acetonitrilu pri sobnoj temperaturi dobivenih

spektrofotometrijskim titracijama.

KOMPLEKS log (K/mol dm™)
[L-rodamin B] 4,63 £0,01
[L-auramin O] 5,41 £ 0,06
[L-fluorescein] <4
[L-timokinon] Nije opazeno kompleksiranje

Iz tablice je vidljivo da spoj L, medu istrazivanim bojama, tvori najstabilniji kompleks s
auraminom O. Naime, dva vodikova atoma na duSiku auramina O (Slika 6b) mogu
formirati vodikovu vezu s karbonilnim skupinama spoja L pri ¢emu se postize dodatna
stabilnost kompleksa [L-auraminO]. S druge strane, spoj L je najmanji afinitet pokazao
prema fluoresceinu koji tautomerizira i na taj nacin je stabiliziran, §to dovodi do pomaka
ravnoteZe reakcije kompleksiranja prema reaktantima, odnosno kompleks je manje stabilan,
a vrijednost konstante stabilnosti kompleksa je niza u odnosu na komplekse s drugim
istrazenim bojama. S timokinonom nije dosSlo do vezanja zbog njegove strukturne
nekomplementarnosti s veznim mjestom liganda. Naime, dvije metilne skupine koje izlaze
iz ravnine aromatskog sustava predstavljaju stericku smetnju te tako onemogucuju
uspostavu interakcija s difenilantracenskom podjedinicom spoja L. Osim toga, struktura
timokinona ne ukljucuje funkcionalne skupine koje bi vodikovim vezama mogle

stabilizirati njegov kompleks s ligandom L.
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5. ZAKLJUCAK

Ispitan je kompleksacijski afinitet nesimetricno supstituiranog amidnog difenilantracenskog
derivata kaliks[4]arena prema organskim bojama rodaminu B, auraminu O i fluoresceinu te

aktivnoj tvari timokinonu. Spektrofotometrijske titracije su provedene u acetonitrilu.

Prema vrijednostima konstanti stabilnosti nastalih kompleksa moze se uociti dobro vezanje
ispitanog spoja s bojama. Za kompleks [L-auraminO] dobivena konstanta je iznosila log
(K/mol dm™) = 5,41 + 0,06 §to ujedno predstavlja i najstabilniji nastali kompleks. Nadalje,
za [L-rodamin B] dobivena vrijednost konstante bila je log (K/mol dm'3) =4,63 +£0,01, dok
se kompleksu [L-fluorescein] konstanta stabilnosti nije mogla odrediti, ali je procijenjena
na nizu vrijednost od konstanti za [L-auraminO] i [L-rodamin B]. Ispitivani derivat

kaliksarena nije stvorio kompleks s timokinonom zbog specifi¢nosti njegove strukture.

Da bi neki ligand bio dobar teranosticki receptor, vazno je da vezanje molekule gosta pri
kompleksiranju nije prejako kako bi uslijed snizenja pH, odnosno u kiselom podrucju -
kakve su tumorske stanice, moglo do¢i do otpustanja gosta u okolinu. Pri tom bi zdrave
stanice ostale neoStecene jer pri tom pH ne bi doSlo do dekompleksiranja. Dobivene
vrijednosti konstanti stabilnosti kompleksa liganda L s istrazivanim bojama ukazuju da
dolazi upravo do takvog vezanja — dovoljno jakog da se dobije stabilan kompleks, ali ne

prejakog da promjena u pH ne bi izazvala dekompleksiranje.

Prema provedenom istraZivanju, jasno je da vezno mjesto koje se sastoji od
difenilantracena i tercijarnih amida ima kvalitetne receptorske sposobnosti. NaZalost, ligand
L nije dovoljno topljiv u vodi da bi se mogao koristiti u teranostici. Medutim, za njegov se
vodotopivi analog, ¢ija bi struktura uparila ovakvo receptorsko mjesto na donjem obodu s
polarnim skupinama na gornjem obodu koje bi spoju osigurale vodotopivost, o¢ekuje da bi

imao izniman potencijal za primjenu u teranostici.
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