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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

1. Spektrofotometrijskim titracijama odrediti veze li tetrasupstituirani fenantridinski
derivat kaliks[4]arena, 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,26,27,28-tetrakis-((fenantridin-
6-il)metoksi)kaliks[4]aren, boje rodamin B, auramin O i fluorescein, te farmakoloski

aktive tvari timokinon i paklitaksel.

2. Odrediti vrijednosti odgovaraju¢ih konstanti stabilnosti kompleksa kaliksarena s
navedenim bojama i lijekovima.

3. Na temelju dobivenih podataka zakljuciti moze li se tetrasupstituirani fenantridinski

derivat kaliks[4]arena potencijalno koristiti u teranostici.



SAZETAK

U ovom radu dan je teoretski uvid u supramolekulsku kemiju, teranostiku i kaliksarene,
te njihovu primjenu. Eksperimentalno je spektrofotometrijskim titracijama istrazivano
veze li tetrasupstituirani fenantridinski derivat kaliks[4]arena: 5,11,17,23-tetra-tert-butil-
25,26,27,28-tetrakis-((fenantridin-6-il)metoksi)kaliks[4]aren (L), odabrane boje:
rodamin B, auramin O i fluorescein, s ciljem primjene dobivenih kompleksa za
molekulsko oznacavanje u teranostici i kemoterapeutike: timokinon i paklitaksel, takoder

za primjenu u teranostici.

Pokazano je da L kompleksira navedene boje i farmakoloski aktivnu tvar timokinon,
medutim za paklitaksel nije opazen nastanak kompleksa. Na temelju eksperimentalnih
podataka, izraCunate su konstante stabilnosti odgovaraju¢ih kompleksa. Prema
dobivenim  vrijednostima, u koriStenim eksperimentalnim uvjetima, afinitet
kaliksarenskog derivata L bio je najve¢i prema vezanju auramina O. Nadalje, vezanje
istrazivanih boja bilo je efikasnije od vezanja istrazivanih lijekova, $to je i ocekivano s
obzirom na njihove strukturne karakteristike i komplementarnost sa strukturom samog

liganda

Iz svega navedenog zakljuceno je da se ovaj kaliksaren, unato¢ dobrim receptorskim
svojstvima njegovog veznog mjesta kojeg Cine fenantridinske podjedinice na donjem
obodu, ne moze koristiti u teranostici jer nije topljiv u vodi. Medutim, njegov bi analog,

s moguénoscu otapanja u vodi, mogao imati izniman potencijal primjene u teranostici.

Kljuéne rijeci: supramolekulska kemija, domacin-gost, teranostika, kaliksareni,

spektrofotometrija, konstanta stabilnosti



SUMMARY

This paper provides a theoretical insight into supermolecural chemistry, theranostics and
calixarene and their application. It was experimentally investigated, by means of
spectrophotometric titrations, whether the tetrasubstituted phenanthridine derivative of
calix[4]arene: 5,11,17,23-tetra-tert-butyl-25,26,27,28-tetrakis-((phenanthridin-6-
yl)methoxy)calix[4]arene (L) binds selected dyes: rhodamine B, auramine O and
fluorescein, with the aim of applying the resulting complexes for molecular labeling in
theranostics and chemotherapeutic drugs: thymoquinone and paclitaxel, also for use in

theranostics.

It was shown that L forms complexes with these dyes and the pharmacologically active
substance thymoquinone, however, the formation of complexwith paclitaxel was not
observed. Based on experimental data, the stability constants of the corresponding
complexes were calculated. According to the obtained values, under the experimental
conditions applied, the affinity of the calixarene derivative L was the highest for the
binding of auramine O. Furthermore, the binding of the three studied dyes were generally
more efficient than the binding of the investigated drugs, which was expected considering

their structural characteristics and complementarity with the structure of ligand itself.

Keeping all of the above in mind, it is concluded that this calixarene derivative, despite
of good receptor properties of its binding site formed by phenantridin substituents at the
lower rim, cannot be used in theranostics because of its insolubility in water.
Nevertheless, its water-soluble analog could have exeptional potential of application in

theranostics.

Key words: supramolecular chemistry, host-guest, theranostics, calixarenes,

spectrophotometry, stabilitiy constant
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UvoD

Kaliksareni su makrocikli¢ki spojevi, ¢ija se fizikalno-kemijska svojstva mogu
modificirati funkcionalizacijom osnovne strukture. Imaju svojstvo vezanja drugih
molekula ili iona na temelju molekulskog prepoznavanja tvoreé¢i pri tom komplekse, u
supramolekulskoj kemiji poznatije kao kompleksi domacin-gost. Supramolekulska
kemija se temelji na povezivanju molekula nekovalentim vezama, te je svoju primjenu
pronaSla u teranostici, za pracenje stadija, dijagnostiku i lije¢enje teSkih bolesti,
prvenstveno raka. Kaliksareni se u teranostici koriste kao molekule domacini koje se
nekovalentnim interakcijama povezuju s bojama i lijekovima — molekulama gostima, pri
¢emu je njihova uloga specifi¢ni transport navedenih molekula do bolesnih stanica,

odnosno bolesnog tkiva s ciljem dijagnoze i terapije.

Stvaranje kompleksa kaliksarena s bojama i lijekovima, moZe se pratiti nizom
fizikalno-kemijskih metoda, kao $to je spektrofotometrija, kroz promjenu koncentracije
pojedinih  komponenti (kompleks, kaliksaren i boja/lijek) u uzorku tijekom

kompleksiranja. Posljedica toga je smanjenje ili povecanje apsorbancije.

U ovom radu bit ¢e odredene konstante vezanja, ukoliko je doSlo do interakcija
tetrasupstituiranog fenantridinskog derivata kaliks[4]arena s bojama: rodaminom B,
auraminom O i fluoresceinom, te farmakoloski aktivnim tvarima timokinonom i
paklitakselom. Temeljem dobivenih konstanti i fizikalnih svojstava primijenjenog

kaliksarena bit ¢e zaklju¢eno moze li se koristiti u teranostici.



1. OPCIDIO

1.1.  Supramolekulska kemija

Supramolekulska kemija definira se kao kemija nekovalentnih veza: dvije ili vise
kemijskih vrsta medusobno se nekovalentnim interakcijama (vodikove veze, Van der
Waalsove sile, elektrostatska privlacenja, hidrofobne interakcije itd.) povezuju u
kompleks, odnosno supramolekulu. Pocetak razvitka supramolekulske kemije seze u
1960. godine, od tada pa do danas su osmisljene i sintetizirane mnoge molekule koje kao
domacini selektivno prepoznaju katione, anione ili neutralne vrste — goste. Charles J.
Pedersen 1967. godine pripravio je krunasti eter (Slika 1) kao prvu sintetsku molekulu sa
sposobno$¢u molekulskog prepoznavanja. Donald J. Cram i Jean-Marie Lehn takoder su
radili na dizajnu i sintezi molekula koje bi bile selektivni domacini i tvorili stabilne
komplekse s razli¢itim gostima, a navedeni trojac je 1987. godine podijelio i Nobelovu
nagradu za kemiju za ,,razvoj i upotrebu molekula sa strukturno specifi¢nim interakcijama

visoke selektivnosti” ¢ime su postavljeni temelji supramolekulske kemije.!2
(\O/w
(6] (6]
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Slika 1. Krunasti eter.

Supramolekule mogu varirati u veli¢ini od relativno jednostavnih i malih kompleksa
domacin-gost (par molekula i/ili iona) do struktura makroskopskih veli¢ina, a svima im
je zajednicko da su njihove komponente medusobno povezane na temelju molekulskog
prepoznavanja, po principu klju¢-brava. Molekulsko povezivanje moze sezati do
beskonac¢nog broja molekula, a rezultira pravilnom, ¢vrsto povezanom molekulskom
strukturom. Takoder je mogu¢ nastanak fleksibilnih sklopova, kao Sto su npr. micele u

vodenom mediju, nastale povezivanjem hidrofobnim interakcijama.’

Nacela supramolekulske kemije upravljaju molekulama 1 procesima u Zivim

organizmima, primjer su enzimi i njihovo kataliticko djelovanje, tj. selektivne interakcije

2



koje se ostvaruju sa molekulama supstrata. Sintetski dobiveni supramolekulski
kompleksi, zahvaljujuéi svojoj sposobnosti selektivnog prepoznavanja, pronasli svoju
primjenu u biomedicini kroz razvoj senzorske tehnologije, medicinske dijagnostike i

selektivnog transporta kroz membrane.*2

Neki od supramolekulskih makrociklickih domacina su ciklodekstrini, kaliksareni,

pilarareni i kukurbiturili (Slika 2).4

Slika 2. Kemijske strukture: a) ciklodekstrina, b) kaliksarena, c) pilararena i
d) kukurbiturila®.

1.2. Kaliksareni

Kaliksareni su jedni od najceS¢e koriStenih supramolekulskih sintetskih molekula
domacina. To su makrociklicki spojevi dobiveni kondenzacijom fenola i formaldehida.
Kaliks[n]areni imaju n kondenziranih aromatskih jedinica povezanih metilenskim
mostovima, pri ¢emu n moze biti u rasponu od 4 do 20 (Slika 3). Najées¢i su kaliksareni
sa 4, 6 i 8 aromatskih jedinica (Slika 4). Reakcijama supstitucije na fenolnim
podjedinicama ili metilenskim mostovima, odnosno uvodenjem dodatnih funkcionalnih

skupina, nastaju derivati kaliksarena sa specifi¢nim fizikalno-kemijskim svojstvima.



OH

n=4-20

Slika 3. Op¢i prikazi kaliks[n]arena.

Slika 4. Kemijske strukture: a) p-tert-butil-kaliks[4]arena, b) p-tert-butil-kaliks[6]arena
i ¢) p-tert-butil-kaliks[8]arena.



Strukturu kaliksarena karakterizira donji uski obod — endo dio i gornji Siroki obod — egzo
dio, te makrociklicka Supljina u koju se mogu vezati molekule ili ioni (Slika 5). Na endo

dijelu nalaze se hidroksilne skupine, a na egzo p-supstituenti.®’

gornji obod

\ . .
\’ 4 kaliksarenska
7 Supljina
N
OH HO
OH
donji obod

Slika 5. Prikaz strukture kaliksarena: gorni obod, donji obod i kaliksarenska Supljina.

Kaliks[4]areni mogu postojati u 4 konformacije, ovisno o orijentaciji supstituenata na
egzo i endo dijelu: stozac, djelomicni stozac, 1,3-naizmjenicni stoZac 1 1,2-naizmjenicni
stozac (Slika 6). Osnovni kaliks[4]aren naj¢esce zauzima konformaciju sto$ca pri ¢emu
vodikove veze medu OH skupinama na donjem obodu stabiliziraju ovu konformaciju u

kojoj molekula kaliksarena poprima izgled kosare.®

Slika 6. Konformacije kaliks[4]arena: a) stozac, b) djelomicni stozac,

C) 1,3-naizmjenican stozac i d) 1,2-naizmjenican stozac.

1.2.1. Povijest razvoja kaliksarena

Krajem 19. stolje¢a Adolph von Baeyer proveo je reakciju fenola, formaldehida i jake

kiseline i dobio crni smolasti produkt kojeg zbog oskudne dostupnosti analiti¢kih tehnika

5



nije mogao okarakterizirati.® Nakon 30 godina Leo Baekland otkrio je da se
zagrijavanjem ove reakcijske smjese dobije ¢vrsta tvar, koja je nasla primjenu u industriji

pod nazivom Bakelit.

Pocetkom 1940.-ih Alois Zinke je pripravio bezbojnu krutinu vrlo visokog taliSta
reakcijom fenola s p-alkil-supstituiranim fenolima i natrijevim hidroksidom u lanenom
ulju kao otapalu.!! Organski kemi¢ar John Munch i analiticki kemicar Jack Ludwig 30
godina kasnije sintetizirali su produkt slican Zinkeovom i odredili njegovu molekulsku
strukturu cikli¢ckog tetramera, koja odgovara strukturi kaliksarena u konformaciji stoSca.
Jednostavnim i pouzdanim postupcima, dobivali su se osnovni kaliksareni — cikli¢ki

tetramer, oktamer i heksamer, $to je imalo znacajan doprinos za njihovo istrazivanje.'?

1950-ih Ké&mmerer je sintetizirao kaliks[4-7]arene, metodom sinteze u viSe koraka, za
razliku od ostalih koji su slijedili metodu sinteze u jednom koraku.? 1952. John Cornforth
ponovio je Zinkeovu sintezu i izolirao 2 spoja, jedan s visokom temperaturom vrelista i
jedan s niskom. D. Gutsche je sredinom 1970-ih razjasnio Cornforthove strukture, spoj s

visim vrelistem je cikli¢ki oktamer, a s niskim ciklicki tetramer. 134

Kaliksareni kao molekule domacini u svoju Supljinu mogu vezati goste — ione ili neutralne
molekule. Jo§ 1894. godine je E. H. Fischer postavio svoj model kljuc¢-brava kojim je
opisao glavna nacela interakcija enzima sa supstratom u biologkim sustavima.'® Prema
tom modelu enzim stupa u interakcije samo s molekulama to¢no odredene strukture, pri
¢emu njegova struktura nije podlozna promjenama konformacije. 60-ak godina kasnije
D. E. Koshland prosiruje Fischerovu ideju u model induciranog pristajanja prema kojem
supstrat i enzim nisu u potpunosti kompatibilni, ve¢ poc¢etne, slabe interakcije uzrokuju
konformacijske promjene uslijed kojih dolazi do stvaranja dodatnih interakcija ¢ime se
postize ukupno &vrsce vezanje.’®” 1960-ih godina pocinje istraZivanje organskih spojeva
koji bi imali karakteristike enzima i to predstavlja pocetak kemije domacin-gost. Naime,
isti principi osmi$ljeni za opis nastanka kompleksa enzim-supstrat, vrijede i za
kompleksiranje supramolekulskih domacina s njihovim supstratima — molekulama

gostima, pa tako i za kompleksiranje kaliksarena.

Od otkrica kaliksarena pa do danas provedene su razne modifikacije (tj.
funkcionalizacije) osnovnih kaliks[n]arena s ciljem dobivanja spojeva to¢no odredenih
svojstava, imaju¢i na umu njihovu potencijalnu primjenu. Zahvaljujuéi svojim

specificnim strukturnim karakteristikama kaliksareni su vrlo zanimljivi kao molekule



domacini, a nasli su i cijeli niz primjena koje se najcesc¢e temelje upravo na njihovim
inkluzijskim sposobnostima. Tako je primjerice tetraetilni esterski derivat kaliks[4]arena,
kao selektivni senzor, komercijalno dostupan u obliku elektrode za rutinsko odredivanje

Na* iona u krvi u bolnicama.'®

1.2.2. Nomenklatura kaliksarena

Americki kemicar Carl David Gutsche je uveo pojam kaliksareni kao sustavno ime za
ovaj tip spojeva. Naime struktura kaliksarena s 4 aromatske jedinice podsjetila ga je na
gréku vazu — calyx crater (Slika 7).

Slika 7. Gr¢ka vaza - calyx crater i kalotni model molekule kaliks[4]arena.

Uobicajeno se ime sastoji od prefiksa kaliks-, broja u uglatim zagradama koji oznacava
koliko aromatskih jedinica gradi kaliksaren, te sufiksa -aren. Supstituent na para polozaju
fenolne jedinice takoder je potrebno uvrstiti u naziv kaliksarena kao prefiks (primjerice
p-tert-butil-kaliks[4]aren). Ovaj nacin nomenklature priznat je od IUPAC sustava

nomenklature spojeva.®

1.2.3. Sinteza kaliksarena
Dva su nacina priprave kaliksarena:
- sinteza u jednom koraku,
- viSestupanjska sinteza i kondenzacija fragmenata.

Sintezom u jednom koraku izravno reagiraju p-supstituirani fenoli i formaldehid u
bazi¢nom ili kiselom mediju. PodeSavanjem uvjeta (izvor formaldehida, vrsta otapala,

temperatura, baza) mogu se dobiti kaliksareni s odredenim brojem fenolnih jedinica.



Svaka aromatska jedinica na egzo dijelu ima isti supstituent. Trenutno je ovo

najzastupljeniji na¢in dobivanja osnovnih kaliksarena.®

Nasuprot tome visestupanjskom sintezom u prvom koraku se pojedina¢ne p-supstituirane
fenole jedinice spajaju u fragmente s dvije ili vise aromatskih jedinica. Nakon toga slijedi
kondenzacija fragmenata u makrociklicke kaliksarene. Ovaj je postupak slozeniji od
sinteze u jednom koraku, ali je znacajan jer se njime dobivaju kaliksareni koji na egzo

dijelu mogu imati razligite p-supstituente.®

1.2.4. Funkcionalizacija kaliksarena

Za razliku od ostalih makrocikli¢kih spojeva kaliksareni se mogu funkcionalizirati na
gornjem (p-supstituenti) i/ili donjem (OH-skupine) obodu. Na taj se nac¢in mogu dobiti
derivati koji imaju sposobnost vezati razlicite ione (primjerice organske katione, katione
metala, anorganske anione), nemetalne okside i neutralne organske molekule, ukljucujuéi

i one u bioloskim sustavima.®

Naime, hidroksilne skupine na donjem obodu predstavljaju nukleofile koji mogu reagirati
s elektrofilima, tj. novim supstituentima u bazi¢nim uvjetima. Najjednostavnije reakcije
koje se najcesce izvode su O-acilacija i O-alkilacija. Primjer sinteze tetra-O-aciliranih
derivata kaliks[4]arena je reakcija kiselog halogenda s kaliksarenom u prisutnosti NaH,
K2COz ili AICI3 kao baze. Analognim reakcijama moze se provesti i vezanje alikilnih
skupina na donji obod kaliksarena, s ciljem dobivanja tetra O-alkiliranih derivata.
Prilagodbom reakcijskih uvjeta moguce je, osim tetrasupstituiranih, sintetizirati 1 mono-,
di- , odnosno tri-O-alkilirane ili O-acilirane derivate kaliks[4]arena. Nakon provedene
sinteze derivata moguce je provoditi daljnje reakcije kojima bi se izmjenjivao

supstituent.®

Funkcionalizacije na gornjem obodu provode se najéesce na p-tert-butilkaliks[4]arenu,
zbog njegove jednostavne sinteze i visokog prinosa. Friedel-Craftsovom reakcijom mogu
se ukloniti supstituenti ¢cime p-poloZaj ostaje izloZen novim potencijalnim supstituentima,
pa se na njega mogu se vezati alkilne, -NO2, -SOsH, -SO.CI, -CHO, -COR, -COAr,
-CHClI, -ArN; i druge skupine.®



1.3. Teranostika

teskih bolesti, prvenstveno raka, kroz personalizirane medicinske metode. Obuhvaca
dijagnostiku, lijecenje i pracenje djelovanja lijekova, a temelji se na supramolekulskim
sustavima. Za lijeCenje koristi estice nanometarskih veli¢ina, odnosno komplekse nosaca
(domacin) i senzora/lijekova (gosti). Stvaranjem kompleksa domacin-gost moze se
povecati stabilnost i topljivost lijeka u fizioloSkim uvjetima. Idealan nosa¢ bi trebao
specificno ciljati stanice raka, u¢inkovito vezati i u to¢no odredenim uvjetima otpustiti
lijek, te biti biokompatibilan sa ciljanim stanicama. Lijek bi se trebao otpustati s nosaca
isklju¢ivo na bolesnim stanicama, ¢ime bi se maksimalno smanjile nuspojave. Naime,
dosadasnjim metodama lijeCenja raka veéina kemoterapeutika nema selektivno
djelovanje na stanice raka, $to uzrokuje teSke nuspojave i smanjuje ucinkovitost samog
lijeka, pa bi teranosticki pristup donio znatan napredak u tom pogledu. Neke prepreke za
koristenje supramolekulskih teranostickih sustava u praksi su: nizak udio lijeka vezanog
na nosac, loSa biokompatibilnost sa stanicama, losa topljivost, nekontinuirano/nedovoljno

ispustanje lijeka, nezadovoljavajucéa specifi¢nost prema bolesnim stanicama itd.1?°

Razvojem supramolekulskih sustava domacin-gost, s teranostickim svojstvima i s
osjetljivosc¢u na podrazaje iz okoline, dobiveni su sustavi za preciznu dijagnozu i ciljanu
distribuciju na mjesto lezije. Afinitet domacina prema vezanju gosta i stvaranju
odgovarajuceg kompleksa ovisi o reakcijskim uvjetima kao $to su pH, temperatura,
prisutnost enzima, svjetlost i dr. Pojedini uvjeti razlikuju se u normalnim i bolesnim
tkivima/stanicama, a upravo te razlike mogu potaknuti otpustanje djelatnih molekula iz
kompleksa. KoriStenjem razli¢itih tehnika moguce je pratiti farmakoloSku aktivnost,

djelovanje i izlu¢ivanje in vivo i in vitro, te terapijske rezultate teranostickih sustava.*

Trenutno se koriste tri vrste nanonosaca: vezikularni sustavi (pr. liposomi), sustavi ¢estica
(pr. polimeri) 1 molekulski sustavi (pr. kaliksareni). Od makrociklickih molekula
kukurbiturili i pilarareni, dok su za isporuku lijekova protiv raka najrasireniji kaliksareni.
Ovim sustavima isporuke lijekovi se Stite od enzimske razgradnje u bioloskim

teku¢inama.*?!



1.3.1. Primjena kaliksarena u teranostici

Kao §to je u prethodnom poglavlju receno, Kaliksareni se u teranostici koriste kao nosaci,
tj. molekule domacini. To omogucuje kontroliranu i lokaliziranu primjenu lijekova protiv
raka, ¢ime se povecava ucinkovitost primjene i smanjuje se vjerojatnost nuspojava, a
pokazana je i njihova izrazita selektivnost prema stanicama raka. Hidrofobna Supljina u

strukturi pogodna je za inkluziju gosta pri ¢emu nastaje kompleks.?

Funkcionalizacijom kaliksarena moze se postici selektivnost prema stanicama raka, a
osim toga, dobiveni derivati mogu imati antibakterijsko, antitumorsko, antifungalno i
antimikrobno djelovanje.?! Jedan od primjera je funkcionalizacija kaliks[4]arena
L-prolinom pri ¢emu dobiveni derivat ima toksi¢no djelovanje prema raku pluéa i debelog

crijeva kod ljudi, te dovodi do smrti stanice apoptozom.??

Postoji nekoliko nacina kojim kaliksareni prelaze barijere stani¢énih membrana. Mogu se
ugraditi u stani¢ni membranu, unistiti je i otpustati lijek u srediste stanice, zbog vanjskih
uvjeta koji potiu narusavanje nekovalentne interakcije. Sljede¢i moguc¢i nacin je da
farmakoloski aktivni supstituenti vezu kaliksaren i unose ga u stanicu, gdje se utjecajem

veé spomenutih reakcijskih uvjeta otpusta lijek.?!

Najc¢es¢i uzrok narusavanja interakcije izmedu lijeka i kaliksarena koja dovodi do
otpustanja lijeka je razlika u pH vrijednosti stanica raka, koji iznosi 5,7 — 7,8, u odnosu
na zdrava tkiva ¢iji je pH 7,4.2! Osim toga, tkiva i stanice raka imaju visok stupanj
hipoksije, tj. smanjenu koncentraciju kisika, Sto je primjerice koriSteno kao okidac
otpustanja kemoterapeutika s azokaliksarenskog nosac¢a budué¢i da njihov kompleks u

takvim uvjetima disocira uslijed redukcije azo-skupina.?®

Selektivnost kaliksarena prema bolesnim stanicama posljedica je povecane propusnosti
njihovih stani¢nih membrana i zadrZavanja kaliksarena unutar stanice. Takoder, molekule
vec¢e 0d 40 kDa mogu pro¢i kroz endotele krvnih zila koje imaju vecu propusnost poput

onih prozetih kroz nakupinu stanica raka, $to nije moguce kod Zila kroz zdravo tkivo.?

Buduc¢i se stanice raka dijele brze od stanica zdravog tkiva za rast su im neophodne nove
krvne zile, odnosno dotok hranjivih tvari i kisika (faktori rasta), imajuci to na umu derivati
kaliksarena mogu djelovati antitumorski. Naime, vezanjem na trombocitni faktor rasta,
kaskadom preko receptora, usporavaju rast krvnih Zila oko tumorskog tkiva.?! Zatim,
protein p53 ima ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa te ga, ukoliko je doSlo do nekog

oste¢enja DNA zaustavlja. Mutacijom ovog gena mogu¢ je razvitak raznih bolesti medu
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kojima je i rak. Neki derivati kaliks[6]arena mogu popraviti oStecenja proteina p53 i tako

mu vratiti njegovu prvotnu ulogu.?

1.3.2. Molekulsko oslikavanje u teranostici

Molekulsko oslikavanje (engl. molecular imaging) optic¢ko je snimanje koje se Koristi za
vizualizaciju raka. To je tehnika koja pomocu svjetlosti emitirane iz laserskog ili
infracrvenog izvora prikazuje bolesno tkivo. Trenutno su poznate 3 molekulske vrste za
obiljezavanje tkiva raka: fluorescentni proteini, molekule koje uzrokuju
bioluminiscenciju i flurescentne boje. Nedostatak Kkoristenja fluorescentnih proteina i
molekula koje uzrokuju bioluminiscenciju je nuznost uklju¢enja genetickog inZinjeringa,
kojeg fluorescentne boje ne trebaju i mogu biti specifi¢no ili nespecifi¢no usmjerene na

tkivo raka.®

Boje u teranostici olaksSavaju identifikaciju raka, prikazuju smanjenje ili prosirenje
bolesnog tkiva, te se mogu konjugirati s drugim antitijelima, lijekovima i molekulama
domacinima kako bi se formiralo sloZeno teranosticko sredstvo. Naime, povezivanje
domacina s molekulama boje moze se povecati njihova stabilnost, unos i koncentracija
na ciljanim mjestima, smanjiti im toksi¢nost, odnosno olaksati konjugaciju s drugim

molekulama koje ciljaju rak (pr. antitumorski lijekovi, peptidi i antitijela).?

1.4,  Spektrofotometrija

Temelj spektrofotometrije lezi u svjetlosti i tvari — prema definiciji je analiticka tehnika
kod koje tvar ili uzorak apsorbira svjetlost u ultraljubic¢astom i vidljivom podruéju
elektromagnetskog spektra (Slika 8). Svjetlost je elektromagnetski val, kojeg
karakterizira odredena valna duljina — podruéje vidljive svjetlosti u rasponu je valnih

duljina od 390 do 780 nm, a ultraljubi¢asto podrudje nalazi se ispod 390 nm.?

Alm o107 o 10°% 10 10 107 1 10° 10¢
| | | | | | | 1 | | | 1 1

y-zrake

infracrvene
zrake

zrake

radio valovi

x-zrake

ultraljubiduste

T T T 1 T T T T T
A/ nm 107 1 102 10¢ 10° 10% 10" 10%2 101

vidljiva svjetlost

400 500 600 700 A /nm

Slika 8. Prikaz spektra elektromagnetskog zracenja.?®
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Energija elektromagnetskog zracenja je obrnuto proporcionalna njegovoj valnoj duljini:
E=h-v=nh- %
gdje je:
- E - energija elektromagnetskog zracenja;
- h - Planckova konstanta;
- v - frekvencija zracenja;
- C - brzina Sirenja svjetlosti u vakuumu;

- A -valna duljina.

Kada zracenje dode do neke tvari, ona ga moZze apsorbirati $to onda uzrokuje prijelaz
elektrona iz orbitala osnovnog stanja u orbitale pobudenog stanja. Apsorbiran ¢e biti onaj
dio elektromagnetskog zracenja, odnosno svjetlost one energije (i odgovarajuce valne

duljine) koja je jednaka energiji potrebnoj za taj prijelaz (Slika 9).

pobudena stanja

o

Energija
=
=*
=
|
v
%
=1

* *
n_T.;r( >0
T

osnovna stanja

6 —>n*c o0

Slika 9. Osnovni prikaz orbitala i prijelaza elektona iz osnovnog u pobudeno stanje.

Temeljem svojstva tvari da apsorbiraju svjetlost odredenih valnih duljina moze se
kvantitativno i kvalitativno odrediti tvar u uzorku. Primjenjuje se na organske molekule,

anorganske ione i komplekse u otopinama.?’
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1.4.1. Princip mjerenja

Eskperimentalno se uredajem koji se naziva spektrofotometar mjeri interakcija tvari i
svjetla u vidljivom i ultraljubi¢astom podrucju. Glavni dijelovi spektrofotometra su izvor
svjetlosti, disperzno sredstvo za odvajanje razli¢itih valnih duljina svjetlosti
(monokromator), drza¢ uzorka (kiveta) i detektor. Nakon prolaska svjetla kroz kivetu sa
uzorkom, ocitava se njegov intenzitet i usporeduje Se s intenzitetom prije nego $to je

svjetlost prosla kroz uzorak.?’

Intenzitet svjetlosti o¢itan na detektoru zove se propusteni intenzitet (I) i sSmanjen je u
odnosu na izvorni intenzitet (lo) zbog apsorpcije uzorka pri odredenim valnim duljinama
(Slika 10).

s
]0 : ]

—

Slika 10. Prikaz prolaza svjetla kroz uzorak.?’

Omjer ovih intenziteta definiran je kao transmitancija (T):

T =—.
Io

Apsorbancija je bezdimenzionalna vrijednost, definirana kao negativni logaritam

transmitancije:
A= —logT.

Spektar je graficki prikaz apsorbancije kao funkcije valne duljine. Maksimum

apsorpcijskih vrpci proporcionalan je koncentraciji tvari koja se odreduje.?’

Kod eksperimentalnog odredivanja apsorbancije neke tvari ili smjese tvari, potrebno je
prvo izmjeriti apsorbanciju slijepe probe, odnosno uzorka koji sadrzi otpalo i sve
komponente koje se ne odreduju (sve osim uzorka). Slijepa se proba stavi u kivetu, zatim
se propusti zraka svjetlosti, te se izmjeri apsorbancija ili transmitancija. Isti postupak se
ponovi sa uzorkom, a oduzimanjem dobivene vrijednosti za slijepu probu od vrijednosti

za uzorak dobije se apsorbancija trazene tvari.?’
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Tijekom spektrofotometrijske titracije moze se uociti pomak apsopcijskog maksimuma
prema ve¢im valnim duljinama — batokromni pomak, ili prema manjim valnim
duljinama — hipsokromni pomak. Pojava batokromnog pomaka uzrokovana je
smanjenjem energijske razlike izmedu orbitala u osnovnom i pobudenom stanju, te je
potrebna manja energija za prijelaz elektrona u pobudeno stanje, odnosno apsorbirano

zragenje koje uzrokuje taj prijelaz biti ée veée valne duljine.?®

1.4.2. Lambert-Beerov zakon

Lambert-Beerov zakon prikazuje apsorbanciju kao funkciju koncentracije tvari i
prijedenog puta kroz uzorak, optic¢ki put odnosno Sirina Kivete, iz toga slijedi da §to zraka
prolazi duzi put i §to je veca koncentracija uzorka, to je propusteni intenzitet svjetlosti
manji, a koli¢ina apsorbirane svjetlosti vec¢a. Ovaj zakon prikazan je jednadzbom:
A=¢-b -c,

gdje je:

- &-molarna apsorptivnost, konstanta za odredenu kemijsku vrstu i odabranu valnu

duljinu,

- b - duljina optickog puta (Sirina Kivete),

- ¢ - koncentracija kemijske vrste koja se odreduje.
Najto¢niji rezultati se dobiju kada je apsorbancija u rasponu od 0,3 do 1,5; maksimalno 2

— §to bi znacilo da je uzorak apsorbirao gotovo 97% odnosno 99% svjetlosti i da je otopina

prekoncentrirana.?’

Ukoliko se odreduje nepoznata koncentracija odredene kemijske vrste u uzorku, to se vrlo
lako moze napraviti mjerenjem apsorbancije uzoraka s poznatim koncentracijama te tvari
i crtanjem grafa ovisnosti apsorbancije o koncentraciji, to¢nije krivulje umjeravanja. 1z
dobivenih podataka izracuna se nepoznata koncentracija pomocu jednadzbe krivulje,

odnosno pravca.?’

Lambert-Beerov zakon se moze primijeniti i na smjesu komponenata koje apsorbiraju, uz

uvjet da ne postoji medudjelovanje medu njima, u tom sluéaju vrijedi jednadzba:*

Ak =41 +A,++A,=¢b-ci+e-b-cy++e,-b-cyp.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Materijali

Za pripravu otopina u eksperimentalnom dijelu ovog rada koristene su fluorescentne boje
(Slika 11): rodamin B (95%, Merck), auramin O (95%, Merck) i fluorescein (95%,
Kemika), farmakoloski aktivne tvari (Slika 12) timokinon (99%, Aldrich Chem Co.) i
paklitaksel (>95%, Sigma), te otapala: acetonitril (Sigma Aldrich, Spectranal) i

diklormetan (Sigma Aldrich, Spectranal), bez dodatnog procis¢avanja.

a) b) c)

Slika 11. Kemijske strukture istraZivanih fluorescentnih boja:

a) rodamina B, b) auramina O i c¢) fluoresceina.

a)

CH; O

Slika 12. Kemijske strukture istrazivanih farmakoloski aktivnih tvari:

a) timokinona i b) paklitaksela.

Koristeni derivat kaliksarena pripravljen je prethodno u Zavodu za biokemiju, tako da su

podjedinice fenantridina supstituirane na donji obod kaliks[4]arena, odnosno dodavanjem
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6-(klormetil)-fenantridina p-tert-butilkaliks[4]arenu. Detaljnija pripravu opisana je u
literaturi.3! Naziv spoja po IUPAC sustavu nomenkalture je 5,11,17,23-tetra-tert-butil-
25,26,27,28-tetrakis-((fenantridin-6-il)metoksi)kaliks[4]aren (Slika 13).

Slika 13. Struktura 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,26,27,28-tetrakis-
((fenantridin-6-il)metoksi)-kaliks[4]arena, L.

2.2.  Spektrofotometrijske titracije

Spektrofotometrijske titracije su provedene pomocu dvozraénog UV-Vis-NIR
spektrofotometra (Cary 500, PerkinElmer, Whaltham, SAD) na nacin da je titrant
dodavan direktno u kvarcnu kivetu duljine optickog puta 1 cm. Promatrano je spektralno
podrucje od 230 nm do 630 nm, s korakom od 1 nm i integracijskim vremenom od 0,1 s
uz korekciju osnovne linije, pri sobnoj temperaturi. Otopina analita u sustavu otapala
acetonitril/diklormetan koncentracije 2-10° mol dm™ titrirana je sa otopinama titranta

koncentracija od 1-10°° mol dm™ do 9-10" mol dm™ u istom sustavu otapala.

Dobiveni spektrofotometrijski podatci obradeni u programima Origin Pro i

HYPERQUAD.*
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Kompleksiranje liganda L s rodaminom B

Slika 14 prikazuje spektrofotometrijsku titraciju rodamina B sa spojem L. Na Slici 14a
moze se uociti karakteristicna apsorpcijska vrpca rodamina B, ¢iji je maksimum na valnoj
duljini od 555 nm. Tijekom mjerenja bilo je uocljivo smanjenje apsorbancije na
spomenutoj valnoj duljini, a Slika 14b poblize prikazuje opisani trend. Razlog opazenom
je sto dodatkom liganda L (koji pri ovoj valnoj duljini ne apsorbira) dolazi do
kompleksiranja s rodaminom B, uslijed ¢ega se koncentracija slobodnog rodamina B
smanjuje. Konstantna vrijednost koju krivulja poprima ukazuje na to da nema vise
prisutnog slobodnog rodamina B u otopini. Crvenom linijom prikazana je aproksimacija
eksperimentalnih podataka dobivena metodom najmanjih kvadrata, te je iz tih vrijednosti
izratunata  konstanta  stabilnosti  kompleksa [L-rodamin B]  koja iznosi

log(K/ dm® mol?) = 5,12 + 0,01.

a) b)

1,2 4

2,0
1,0

0,8
Agss 0,6
0,4 -

0,56 0,24

0,0

0,0

200 30 400 450 500 550 600 o 1 2 3 a1 5 &
A (nm) n(L)/n(R)
Slika 14. a) Spektrofotometrijska titracija rodamina B (co = 2-10"° mol dm) s derivatom
kaliksarena L (co = 2,794-10° mol dm=) u smjesi otapala diklormetan/acetonitril
(p = 0,5); pri sobnoj temperaturi; Vo = 2,5 mL; | = 1 cm. Spektri su Kkorigirani za
razrjedenje. b) Ovisnost apsorbancije otopine rodamina pri 555 nm o omjeru mnozina
dodanog kaliksarena i rodamina B. ¢ eksperimentalne vrijednosti; — aproksimirane

vrijednosti
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3.2. Kompleksiranje liganda L s auraminom O

Slika 15 prikazuje spektrofotometrijsku titraciju auramina O sa spojem L. Na Slici 15a
moze se uociti karakteristi¢na apsorpcijska vrpca auramina O, ¢iji je maksimum na valnoj
duljini od 444 nm. Titracijska krivulja prikazana na Slici 15b pokazuje zanimljiv trend
promjene apsorbancije pri toj valnoj duljini tijekom mjerenja. Prvi dodaci liganda L u
otopinu auramina O uzrokovali su smanjenje vrijednosti apsorbancije na spomenutoj
valnoj duljini, dok drugi dio titracijske krivulje pokazuje porast apsorbancije. Naime,
dodatkom liganda L smanjuje se koncentracija slobodnog auramina O, $to se reflektira u
padajuc¢im vrijednostima apsorbancije. Medutim, za razliku od kompleksa [ L-rodamin B]
koji je pri valnoj duljini apsorpcijskog maksimuma rodamina B imao jako nisku
vrijednost molarnog apsorpcijskog koeficijenta i prakticki nije apsorbirao pri toj valnoj
duljini, kompleks [L-auramin O] pri valnoj duljini apsorpcijskog maksimuma auramina
O ima nezanemariv molarni apsorpcijski koeficijent. Stoga, nakon stvaranja kompleksa i
on apsorbira na istoj valnoj duljini, $to kad se dovoljno smanji koncentracija slobodnog
auramina O postaje dominantni doprinos ukupnoj apsorbanciji i uzrokuje njen porast.
Crvena linija prikazuje aproksimirane vrijednosti eksperimentalnih podataka metodom
najmanjih kvadrata, te je iz tih vrijednosti izracunata konstanta stabilnosti kompleksa koja

iznosi log(K/ dm® mol™) = 5,47 + 0,06.

a) b)
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Slika 15. a) Spektrofotometrijska titracija auramina O (co = 2-10° mol dm®) s derivatom
kaliksarena L (co = 2,794-10" mol dm) u smjesi otapala diklormetan/acetonitril (¢ =0,5);
pri sobnoj temperaturi; Vo = 2,5 mL; | = 1 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b)
Ovisnost apsorbancije otopine auramina pri 349 nm o omjeru mnozina dodanog

kaliksarena i auramina O. ¢ eksperimentalne vrijednosti; — aproksimirane vrijednosti
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3.3. Kompleksiranje liganda L s fluoresceinom

Slika 16 prikazuje spektrofotometrijsku titraciju spoja L s fluoresceinom. Apsorpcijski
spektar liganda L, Slika 16a, karakterizira pojava dva apsorpcijska maksimuma pri
valnim duljinama od 332 i 349 nm. Tijekom titracije s fluoresceinom dolazi do porasta
vrijednosti apsorbancije u cijelom promatranom spektralnom podrucju uz pomak
maksimuma s 349 na 352 nm, odnosno uoc¢ena je pojava batokromnog pomaka. Osim
toga, tijekom mjerenja dolazi do pojave nove apsorpcijske vrpce s maksimumom pri 445
nm koja potjeCe od apsorbancije slobodnog fluoresceina. To znaci da kaliksaren prisutan
u kiveti postaje zasi¢en fluoresceinom, pa dio alikvota fluoresceina ostaje slobodan u
otopini, Sto rezultira smanjenjem nagiba titracijske krivulje na Slici 16b. Crvenom linijom
prikazanje su aproksimirane vrijednosti eksperimentalnih podataka dobivene metodom
najmanjih kvadrata, te je iz tih vrijednosti izracunata konstanta stabilnosti kompleksa, te

iznosi log(K/ dm® mol™) = 3,06 + 0,03.
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Slika 16. a) Spektrofotometrijska titracija derivata kaliksarena L (Co = 2-10° mol dm?®) s
fluoresceinom (co = 1,144-10° mol dm=) u smjesi otapala diklormetan/acetonitril
(p = 0,5); pri sobnoj temperaturi; Vo = 2,575 mL; | = 1 cm. Spektri su korigirani za
razrjedenje. b) Ovisnost apsorbancije otopine kaliksarena pri 352 nm o omjeru mnozina
dodanog fluoresceina i kaliksarena. ¢ eksperimentalne vrijednosti; — aproksimirane

vrijednosti
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3.4. Kompleksiranje liganda L s timokinonom

Slika 17 prikazuje spektrofotometrijsku titraciju spoja L s timokinonom. Tijekom titracije
rastu vrijednosti apsorbancije pri svim valnim duljinama, a karakteristi¢na titracijska
krivulja za timokinon prikazana je na slici 17b. Porast je na pocetku relativno spor jer se
dodani timokinon kompleksira s ligandom L. Kada se odredena mnozina kaliksarena
prisutnog u kiveti kompleksira, dodani titrant ostaje slobodan i pocinje apsorbirati pri
karakteristi¢noj valnoj duljini od 297 nm, $to je prikazano porastom nagiba krivulje.
Crvenom linijom su prikazane aproksimirane vrijednosti eksperimentalnih podataka
dobivene metodom najmanjih kvadrata, te je iz tih vrijednosti izraCunata konstanta

stabilnosti kompleksa koja iznosi log(K/ dm?® mol™) = 2,55 + 0,05.
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Slika 17. a) Spektrofotometrijska titracija derivata kaliksarena L (Co = 2-10° mol dm?®) s
lijekom timokinonom (co = 8,53-10° mol dm) u smjesi otapala diklormetan/acetonitril
(p = 0,5); pri sobnoj temperaturi; Vo = 2,554 mL; | = 1 cm. Spektri su korigirani za
razrjedenje. b) Ovisnost apsorbancije otopine kaliksarena pri 348 nm o omjeru mnozina
dodanog lijeka timokinona i kaliksarena. ¢ eksperimentalne vrijednosti; — aproksimirane

vrijednosti
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3.5. Kompleksiranje liganda L s paklitakselom

Slika 18 prikazuje spektrofotometrijsku titraciju paklitaksela sa spojem L. Na Slici 18a
moze se uociti da sam paklitaksel ima nizak molarni apsorpcijski koeficijent, medutim
dodatak liganda L u otopinu uzrokuje porast apsorbancije uz pojavu dvije vrpce pri 332 i
349 nm karakteristicne za slobodni L. Linearno povecanje apsorbancije u cijelom
spektralnom podruéju, prikazano karakteristicnim primjerom titracijske krivulje na Slici
18b, navodi na zakljuak da u primijenjenim eksperimentalnim uvjetima kompleks
[L-paklitaksel] ne nastaje, ve¢ apsorbancija kaliksarena raste iskljucivo uslijed poveéanja

njegove koncentracije titriranjem, prateéi pritom Lambert-Beerov zakon.
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Slika 18. a) Spektrofotometrijska titracija lijeka paklitaksela (co = 2-10° mol dm?) s
derivatom kaliksarena L (co = 2,688:10° mol dm?3) u smjesi otapala
diklormetan/acetonitril (¢ = 0,5); pri sobnoj temperaturi; Vo = 2,543 mL; | = 1 cm. Spektri
su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost apsorbancije otopine lijeka paklitaksel pri 349
nm o omjeru mnozina dodanog kaliksarena i lijeka paklitaksela. ¢ eksperimentalne

vrijednosti
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3.6.  Utjecaj strukture gosta na vrijednost konstante vezanja s ligandom L

U Tablici 1 prikazane su strukture spojeva koji su se kompleksirali s ligandom L, te
vrijednosti  konstanti stabilnosti nastalih kompleksa. Dok je pri navedenim
eksperimentalnim uvjetima do kompleksiranja liganda L doslo s bojama rodaminom B,
auraminom O i fluoresceinom, te lijekom timokinonom, za lijek paklitaksel

kompleksiranje nije opazeno.

Tablica 1. Prikaz spojeva koji su se kompleksirali s ligandom L, njihovih struktura i

konstanti vezanja s kaliksarenom.

KOMPLEKS KEMIJSKA STRUKTURA log(K/dm?® mol?)

[L-rodamin B] 512 +£0,01
[L-auramin O] 5,47 £ 0,06
[L-fluorescein] 3,06 £ 0,03

CHj
[L-timokinon] . CY¢/ 2,55 +0,05

(0]
9 HsCJLO OCHJOH
_ HyC ‘% nije opazeno
[L-paklitaksel] S ,. 0% J\/ezlzm'e
WO‘ S o .
OH : { J—CHs
[e]
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[L-rodamin B]:

Vrijednost konstante ukazuje na nastajanje stabilnog kompleksa. Struktura rodamina B je
planarna, bas kao i struktura fenantridinskih supstituenata kaliksarena, pa se moze
pretpostaviti da se boja ugraduje izmedu dviju fenantridinskih podjedinica, ¢ime nastaje
takozvani ,,sendvi¢ kompleks®“. Strukturnoj komplementarnosti zasigurno doprinosi i
¢injenica da su i rodamin B i fenantridinske podjedinice gradeni od tri aromatska prstena,
pa se tijekom kompleksiranja moze ocekivati znatna ukupna stabilizacija kroz m-m
interakcije. Takoder se moze o¢ekivati nastanak vodikovih veza izmedu -COOH skupine

rodamina B 1 duSikovog ili kisikovog atoma u strukturi kaliksarena.
[L-auramin O]:

Kao i rodamin B, auramin O ima planarnu strukturu, te se moze pretpostavit da opet
nastaje ,,sendvi¢ kompleks* s fenantridinskim supstituentima kaliks[4]arena. Vodikovi
atomi na duSikovom atomu auramina O mogu stvarati vodikove veze sa dusSikovim
atomom u supstituentima liganda L. Ove vodikove veze izlazile bi iz ravnine aromatskog
sustava boje i ostvarivale vodikove mostove s fenantridinima. Buducéi da ostale boje ne
mogu tvoriti analogne veze s fenantridinom, ovakva dodatna stabilizacija putem
vodikovih veza objasnila bi najvecu kontstantu stabilnosti kompleksa kaliksarena L S

auraminom O.
[L-fluorescein]:

Vrijednost konstante stabilnosti ovog kompleksa, koja je pone$to niza od onih za
komplekse liganda L s rodaminom B i auraminom O, navodi na zakljucak se da su veze
1izmedu molekule kaliksarena i fluoresceina slabije nego kod prethodnih dviju molekula
boja. Vjerojatni uzrok tome je podloznost molekule fluoresceina tautomerizaciji (Slika

19), ¢ime se postiZe veca stabilnost same molekule.

HO o} OH HO. 0] O HO
O
T
. COO- . COOH

Slika 19. Tautormerizacija fluoresceina.
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[L-timokinon]:

Kompleks nastaje, ali je znatno manje stabilan od kompleksa boja i liganda L, sto je
vidljivo po daleko nizoj vrijednosti konstante stabilnosti kompleksa. Jedan od mogucih
razloga tome je Sto molekula timokinona nije potpuno planarna, ve¢ metilne skupine
izopropila izlaze izvan ravnine, koju ¢ini aromatski sustav, pa to predstavlja stericku
smetnju prilazu fenantridinskih supstituenata derivata kaliks[4]arena molekuli
timokinona, te uspostavljanju n-n interakcija, odnosno stabilizacija kompleksa. Sljedeci
mogucéi razlog manje stabilnosti je veli¢ina molekule timokinona, 0dnosno njegovog
znatno manjeg aromatskog sustava nego kod boja, putem kojeg moze do¢i u interakciju
s kaliksarenskim ligandom. Ukupan rezultat bio bi nemogucnost fenantridinskih
supstituenata da se dovoljno priblize molekuli timokinona kako bi se uspostavile ¢vrsée

interakcije §to kao posljedicu ima izostanak formiranja kompleksa.
[L-paklitaksel]:

U koristenim eksperimentalnim uvjetima nije uoceno stvaranje kompleksa medu
molekulama derivata kaliks[4]arena i paklitaksela. Usporedbom struktura ostalih spojeva
u tablici 1 strukture navedenog lijeka moze se pretpostaviti da je najveca prepreka za
stvaranje kompleksa, tj. ulazak paklitaksela u makrociklicku Supljinu kaliksarena,
opseznost njegove strukture. lako paklitaksel u svojoj strukturi ima nekoliko aromatskih
prstenova, ostatak molekule vjerojatno predstavlja preveliku stericku smetnju

priblizavanju fenantridinskih podjedinica kaliksarena L kako bi se formirao kompleks.

Spektrofotometrijska mjerena ne daju informaciju o strukturi nastalih kompleksa, ve¢ se
samo moze zakljuciti nastaje li kompleks ili ne. Prema tome, svi navedeni zakljucci o
utjecaju strukture molekule gosta na stabilnost njihovih kompleksa s ligandom L trebaju
se potvrditi to¢nim odredivanjem struktura tih kompleksa barem jednom, a po
mogucnosti 1 vise komplementarnih, za to pogodnih modernih tehnika (spektroskopija
NMR, IR, kristalografijom X-zraka itd.).

Na temelju navedenog, te ovog dijela ispitivanja kaliksarena kao receptora za
potencijalnu primjenu u teranostici pretpostavlja se da je moguce njegovo koristenje u
teranostici, jer stvara komplekse sa ispitivanim bojama i timokinonom. Medutim

¢injenica da se ljudsko tijelo i stanice sastoje, u visokom udjelu, od vode daje nam

24



naslutiti da se primijenjeni tetrasupstituirani fenantridinski derivat kaliks[4]arena ne
moze koristiti u lijecenju teskih bolesti, iz razloga $to ne bi doSlo do razlaganja njegovih
kompleksa u stanicama. Stoga je potrebno pronaci analogni makrociklicki spoj, utvrditi
nastaju li kompleksi s bojama i aktivnim tvarima, te detaljnije istraziti potencijal njegove

primjene u teranostici.
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4. ZAKLJUCAK

U eksperimentalnom dijelu ovog zavrsnog rada provedena su sva zadana mjerenja, te je
pokazano da istrazivani spoj — tetrasupstituirani fenantridinski derivat kaliks[4]arena L,
5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,26,27,28-tetrakis-((fenantridin-6-il)metoksi)kaliks[4]aren,
kompleksira s bojama rodaminom B, auraminom O i fluoresceinom i timokinonom, dok
s paklitakselom nije dosSlo do stvaranja kompleksa. Za nastale komplekse izraCunate su
vrijednosti konstanti stabilnosti, s vrijednostima log(K/ dm® mol?) za komplekse
kaliksaren-rodamin B, -auramin O, -fluorescein, te -timokinon, redom: 5,12 + 0,01; 5,47
+0,06; 3,06 + 0,031 2,55 + 0,05.

Naime, na temelju dobivenih vrijednosti konstanti stabilnosti moze se zakljuciti da je
receptorska Supljina liganda L sa svojim fenantridinskim podjedinicama komplementarna
planarnoj strukturi ispitivanin boja. Odnosno, planarne fenantridinske podjedinice na
donjem obodu kaliksarena stvaraju izvrsno vezno mjesto za ove boje. Prema
vrijednostima konstante stabilnosti kompleksa ligand L (domacin) ¢e vezati molekule
boja i timokinona (gostiju) tvoreéi relativno stabilne komplekse, ali vezanje nece biti
prejako, $to odgovara teranostickim zahtjevima. Osim toga, za slucajeve kada vodikove
veze sudjeluju u stabilizaciji nastalih kompleksa, za ocekivati je da bi promjena u kiselosti
otopine mogla dovesti do dekompleksiranja. Iz navedenog se moze zakljuciti da bi u
podrudju neutralnog pH (zdrava tkiva) kompleksi bili stabilni, dok u podru¢ju snizene pH
vrijednosti (tumorsko tkivo) moZe do¢i do protoniranja fenantridinskog dusika, odnosno
kompeticije protona s molekulom gosta za vezno mjesto. Ovom kompeticijom bi se
narusila stabilnost kompleksa i doslo bi do ciljanog otpustanja boje ili aktivne tvari samo

na bolesna tkiva sto stvara preduvjet za primjenu u teranostici.

Nepolarna struktura ovog fenantridinskog derivata kaliks[4]arena, posljedi¢no tome i
netopljivost u vodi, onemoguéava njegovo koriStenje u teranostici. Stoga se moze
zakljuciti da fenantridinski derivati kaliksarena pripravljeni supstitucijom skupina i na
gornjem obodu, Cija bi prisutnost osigurala topljivost spoja u vodi 1 ¢iji bi utjecaj na
kompleksacijska svojstva bio minimalan, imaju izniman potencijal postati zacetak nove

generacije teranostickih receptora.
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