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SAZETAK

DIZAJN | SINTEZA NOVIH PIRENSKIH PSEUDOPEPTIDNIH FLUOROFORA |
FLUORESCENTNIH NANOMATERIJALA

Samoorganizirane peptidne nanostrukture su obecavajuci biomaterijal s velikim potencijalom u
razli¢itim biomedicinskim primjenama. Fluorescentno oznacavanje i oslikavanje stanica vazna je
metoda za pracenje razliCitih bioaktivnih molekula u zivim sustavima, zahvaljujuéi izuzetnim
prednostima, kao $to su npr. jednostavna uporaba, visoka osjetljivost i visoka vremensko-prostorna

rezolucija.

U sklopu ove doktorske disertacije sintetiziran je niz fluorescentnih mono- (9a—d) i bis-pirenskih
derivata (4a—c), a njihova fotofizi¢ka svojstva i svojstva samoagregacije u otopini istraZzena su
UV/Vis i fluorescentnom spektroskopijom te dinamickim rasprSenjem svjetlosti (DLS). Piren je
kromofor s izvrsnim fluorescentnim kvantnim prinosom i u¢inkovitom emisijom ekscimera §to ga
¢ini korisnim fluorescentnim senzorom. U polarnim otapalima (DMSO te smjesi otapala
DMSO/voda) mono-pirenski derivati (9a—d) pokazaju karakteristike monomerne emisije, dok bis-
pirenski derivati (4a—c) pokazuju emisiju monomera i ekscimera, pri ¢emu se isti moze pripisati
dinami¢kom procesu. Prouc¢avano je i ponasSanje geliranja ovih spojeva te je samo za leucinski
mono-pirenski derivat 9a otkriveno da pokazuje geliranje u aromatskim otapalima kao $to su toluen
I p-ksilen i u polarnoj smjesi otapala, voda/DMSO (4:1 v/v). Mono-pirenski derivati (9a—d) ne
pokazuju citotoksi¢ni u¢inak na stani¢ne linije A549 i RD. Skoro svi derivati, osim derivata 4b,
pokazali su nakupljanje unutar Zivih i fiksiranih stanica, a makropinocitoza je utvrdena kao glavni

put za ulazak derivata 4a u stanice.

Kljucéne rijeci: piren, nanoagregati, fluorescencija, samoslaganje, gelovi, oksamidi, pseudopeptidi,

fluorescentno oslikavanje, vizualizacija stanica
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ABSTRACT

DESIGN AND SYNTHESIS OF NOVEL PYRENE-BASED PSEUDOPEPTIDE
FLUOROPHORES AND FLUORESCENT NANOMATERIALS

Self-assembled peptide nanostructures are very promising biomaterials with huge potential in
several biomedical applications. Fluorescence imaging is emerging as promising and powerful
means for monitoring various bioactive molecules in living systems, which is thanks to its
remarkable advantages, such as easy operation, high sensitivity and high temporal-spatial

resolution.

As part of this doctoral dissertation series of fluorescent mono- (9a—d) and bis-pyrene derivatives
(4a—c) were synthesized and their photophysical and self-aggregation properties in solution, were
fully investigated by UV-vis and fluorescence spectroscopy and dynamic light scattering (DLS).
Pyrene is a chromophore with excellent fluorescent quantum yield and efficient excimer emission
that makes it useful as a fluorescence sensor. While in dilute DMSO mono-pyrene derivatives 9a—
d show features characteristic of monomer emission, bis-pyrene 4a—c display both monomer and
excimer emission, the latter attributable to a dynamic process. The gelation behaviour of these
compounds was also studied, and only mono-pyrene leucine derivative 9a was found to display
efficient gelation in aromatic solvents, such as toluene and p-xylene, and in polar solvent mixture,
water/DMSO (4:1 v/v). Finally, mono-pyrene 9a—d showed no apparent cytotoxic impact on A549
and RD cell lines; almost all derivatives, except derivative 4b, showed accumulation within both
live and fixed cells, and macropinocytosis was found to be the main pathway for derivative 4a to

enter into the cells.

Key words: pyrene, nanoaggregation, fluorescence, self-assembly, gels, oxamide, pseudopeptides,

fluorescent imaging, cell imaging
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1. UVOD

Proteklo stoljece obiljezile su klasi¢ne kemijske sinteze temeljene na raznim tipovima reakcija u
kojima nastaju spojevi s kovalentno vezanim atomima. U novije vrijeme, po uzoru na prirodu koja
ve¢ milijardama godina Koristi slabe interakcije u procesu (bio)prepoznavanja i (bio)molekulske
organizacije, razvija se novo podrucje supramolekulske kemije. Razumijevanje interakcija koje su
odgovorne za samoorganizaciju molekula omogucava njihovu ciljanu uporabu za sintezu
supramolekula. Povezivanjem makroskopske i atomske razine mogu se proizvesti nanoalati i
nanomaterijali svojstava primjenjivih u mikroelektronici, komunikacijskoj tehnologiji, robotici,
medicinskoj dijagnostici, kao i tkiva za implantaciju. Specifi¢nost supramolekulske kemije je
molekulsko prepoznavanje, odnosno nekovalentno i specificno povezivanje jedne molekule s
drugom. U brojnim bioloskim sustavima, kao $to su ribosomi, stani¢cne membrane ili dvostruki
heliks DNA, susre¢emo takvu vrstu povezanosti. IzuCavanje supramolekulskih organizacija
organskih molekula mikro- ili nanodimenzija znaajno je za pripravu novih materijala te za

razumijevanje organizacije molekula opcenito, a posebno u bioloskim sustavima.

Naglim razvojem molekularne medicine posljednjih 30-ak godina, s razvojem genetickih testova,
kao 1 stvaranjem “ciljanih” lijekova, ukazuje se sve veca potreba i za fluorescentnim biosenzorima.
U fluorescenciji su se za biolosko prepoznavanje najceS¢e upotrebljavala antitijela, no razvojem
znanosti, za uspjeSnu vizualizaciju stanica u kulturi koriste se 1 razliite metode temeljene na
bojama koje boje jezgru, membrane ili specificne organele, ovisno o podrucju interesa. Upotreba
fluorescentnih biosenzora ima brojne prednosti, a neke od njih su jednostavan rad, brz odziv,

jednostavna instrumentacija, a najbitnije od svega je da imaju visoku osjetljivost i selektivnost.

Kod fluorescentnih biosenzora intenzitet fluorescencije je izlazni signal u dobivanju rezultata i sve
vise se istrazuju molekule koje imaju uéinkovite jedinice za prepoznavanje analita, a ujedno su i
biokompatibilne s bioloskim sustavom. Posebno je vazno selektivno prepoznavanje iona metala
koji imaju utjecaj na ljudski organizam, kao npr. Hg?*, Cu?*, Zn?*, AI** i drugih iona. Zbog svoje
raznolikosti te jednostavne sinteze upravo derivati pirena igraju znacajnu ulogu kao
fluorescencijski agensi za prepoznavanje iona, bojanje stanica te kao fluorescentni biosenzori.
Pregledom dostupnih znanstvenih radova uoc¢ena je potreba za sustavnim istrazivanjem i razvojem

novih klasa kromofora i fluorofora temeljenih na pirenu kao gradivnoj jedinici.
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1.1. Ciljevi doktorskog rada

Cilj ovog doktorskog rada je razvoj novih fluorescentnih molekula i funkcionalnih optickih
materijala temeljenih na pirenu te su u sklopu toga ciljevi: (1) dizajn i sinteza derivata sastavljenih
od triazolopirenske 1 aminokiselinske jedinice medusobno povezanih s oksamidnom skupinom; (2)
odredivanje njihovih fotofizi¢kih i kompleksirajuéih svojstava i (3) ispitivanje moguénosti novih

kiralnih kemosenzorskih molekula u vizualizaciji stanica.

S obzirom na svojstva pirena, pretpostavka je da ¢e sintetizirani pirenski derivati imati jako dobra
fluorescentna svojstva, izraZzena agregirajuca svojstva te da ¢e imati sposobnost ulaska u stanice
(vizualizacija stanica). Oksamidna skupina je prisutna u ve¢ poznatim kiralnim aminokiselinskim
1 aminoalkoholnim spojevima koji se koriste u kristalnom inzenjerstvu te u dizajnu molekulskih
krutina. Utvrdeno je da njihovo samoudruZivanje u agregate prvenstveno uzrokuje tvorba
intermolekularnih vodikovih veza izmedu samokomplementarnih oksamidnih jedinica. Istodobno,
poznato je da amidni NH-protoni uspjesno prepoznaje razli¢ite analite. Iz tih razloga, smatramo da
bi dodatak kromoforne skupine/pirena u osnovnu strukturu kiralnih oksamidnih spojeva pridonio
zadrzavanju postojecih agregiraju¢ih svojstava, ali 1 istovremeno posluzio kao supramolekulski
sustav sposoban da se ponaSa kao kemijski senzor, koriste¢i dualni receptor-kromofor pristup.
Vazna je i moguénost izazivanja, nakon kompleksiranja, jakih spektroskopskih promjena vidljivih

okom, izbjegavajuci time upotrebu skupih spektroskopskih instrumenata.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kemijski senzori

Kemijski senzori odgovaraju na jedan od klju¢nih izazova suvremene analiticke kemije:
jednostavno, brzo i ekonomicno odredivanje ciljanog analita, na licu mjesta i bez velikog
referentnog uredaja. Opticki kemijski senzori temelje se na mjerenju optickog svojstva uzorka
(apsorpcija, refleksija, emisija), a glavne su im karakteristike velika osjetljivost, dobra selektivnost,
brzina odziva te jednostavnost priprave i uporabe. Sve je izrazenija potreba za minijaturizacijom i
beskontaktnim mjerenjima te stoga podrucje istrazivanja i razvoja optickih senzora izrazito brzo
napreduje. Posebno se isti¢u fluorescencijski senzori zbog mnostva prednosti u prac¢enju interakcija
izmedu senzorske molekule i analita, medu kojima su najvaznije visoka osjetljivost i raznovrsnost
raspolozivih mehanizama detekcije.! Dizajn fluorescencijskih kemijskih senzora temelji se na
prikladnom odabiru fluorofora i jedinice za prepoznavanje analita — receptora. Vecina
fluorescencijskih senzora temelji se na jednostavnim strukturama, gdje su fluorofor i receptor
povezani kemijskom vezom, strukturnom razmaknicom ili su integrirani. Kemosenzorska
molekula (receptor) selektivno i specificno prepoznaje analit te proizvodi opti¢ki odgovor —
fluorescenciju. Kreiranje novih fluorescencijskih senzorskih shema temelji se na primjenama
fotofizi¢kih svojstava kemosenzorskih molekula u interakciji s molekulama analita.>* U literaturi
je opisan velik broj poliaromatskih kromofora/fluorofora na bazi pirena kao kemosenzorskih
molekula. IstraZivanje fluorescentnih kemosenzora sposobnih za selektivno prepoznavanje iona
metala jedno je od najizazovnijih polja sa stajaliSta organske i supramolekulske kemije kojemu je

cilj jednostavno, brzo i ekonomiéno odredivanje ciljanog analita.>®

2.1.1. Opticki kemijski senzori

Opticki kemijski senzori su vrsta kemijskih senzora koji informacije dobivene interakcijama
elektromagnetskog zracenja i analita pretvaraju u koristan analiticki signal putem pretvornika, a
dobiveni odziv te interakcije izravno je povezan s mjerenim parametrom (koncentracija analita, pH
1 slicno). Receptor optickog senzora je tvar koja selektivno reagira ili uspostavlja ravnotezu s
odredenom vrstom analita te daje opticki signal koji pretvornik transformira u mjerljivu vrijednost.

Optic¢kim senzorima mogu se mjeriti opticka svojstva tvari:
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apsorbancija svjetlosti
refleksija svjetlosti
luminiscencija
fluorescencija
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optotermalni u¢inak
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rasprSenje svjetlosti

Opticki kemijski senzori su jeftini, osjetljivost im se ne mijenja tijekom vremena, metode mjerenja
su neinvazivne, pokazuju veliku selektivnost, sigurni su za rad s eksplozivnim i zapaljivim tvarima
1 mogu se dizajnirati u malim dimenzijama te su zbog toga vrlo prakti¢ni za rad. Unato¢ mnogim
prednostima, postoje nedostaci koristenja optickih kemijskih senzora, kao npr. to da nema garancije

dugotrajne stabilnosti senzora, a moguée su i smetnje zbog vanjskih utjecaja.>"®

2.1.2. Fluorescencijski kemijski senzori

U skupini optickih senzora fluorescencijski senzori isticu se zbog niza prednosti u pracenju
interakcija izmedu senzorske molekule i1 analita, kao Sto su velika osjetljivost, raznovrsnost
raspolozivih mehanizama detekcije, brzina odziva te nedestruktivan i1 neinvazivan karakter. Za
napredak u razvoju fluorescencijskih senzora zasluzni su Lakowicz® i Valeur!®! i njihova
definicija temeljninh znanja o fluorescenciji i fluorescentnoj spektroskopiji, Demchenko®?
predstavljanjem klju¢nih primjera fluorescentnih molekulskih sustava za senzorsku primjenu, de
Silva'® detaljnom karakterizacijom i razvojem novih senzorskin molekulskih sustava te
Wolfbeis®*1 razvojem optickih senzora u obliku optoda, opti¢kih vlakana, nanomaterijala i

sli¢nih senzora.

Sofisticirani uredaj poput spektrofotometra moze biti prikladan pretvornik za odredene
analitiCke primjene, no analiticku funkciju opti¢kih senzora moguce je posti¢i i uz manje zahtjevnu
instrumentaciju, koriste¢i ljudsko oko za detekciju. Ova karakteristika optickih senzora donosi im
veliku prednost u odnosu na druge vrste kemijskih senzora. Ta prednost ocituje se u Sirokoj
primjeni Kkolorimetrijskih i fluorimetrijskih senzorskih sustava razvijenih na pasivnim
mikrofluidnim platformama, kao npr. testovi za trudnocu i1 drugi dijagnosti¢ki imunotestovi

izvedeni na celuloznim podlogama. Za kreiranje novih fluorescencijskih senzora bitne su promjene

4
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fotofizickih svojstava kemosenzorskih molekula u interakciji s molekulama analita. Parametri koji
se mogu odrediti kao funkcija valnih duljina pobude i emisije mogu se Koristiti za opisivanje

interakcije senzora i analita 1 moguc¢nosti njihove primjene u konstrukciji senzora.

Fluorescentni kemijski senzori imaju primjenu u raznim podrué¢jima ukljuc¢ujuéi kemiju okolisa,
analiticku kemiju i biomedicinu jer omogucéuju preciznu detekciju toksi¢nih iona teskih metala,

aniona i enzima uz manje troskove izrade senzora i brzu detekciju.!116-1°

2.2. Karakterizacija optickih kemijskih senzora

Luminiscencija je emisija svjetlosti uzrokovana pobudom raznim oblicima energije. Vrste
luminiscencije medusobno se razlikuju po izvoru energije koji pobuduje emisiju. Kod
fotoluminiscencije pobuda nastaje pomocu elektromagnetskog zracenja (UV, Vis, IR).
Fluorescencija je vrsta fotoluminiscencije u kojem su atomi ili molekule pobudene
elektromagnetskim zra¢enjem te nakon toga relaksacijom prelaze u osnovno stanje oslobadajuci
pri tome viSak energije u obliku svjetla (S1—So). Fluorescenciju pokazuju samo molekule koje
imaju svojstvo fluorescencije, odnosno koje sadrzavaju fluorofor. Fluorofor je dio molekule koji
ima svojstvo apsorbiranja svjetlosne energije odredene valne duljine te emitiranja svjetlosti na
vecoj valnoj duljini, odnosno, proizvodi fluorescentni signal. Povezanost kromofora i fluorofora je
ta da kromofori apsorbiraju svjetlost (zraCenje), a fluorofori dio tog apsorbiranog zracenja emitiraju
pri ve¢im valnim duljinama. Pobudena stanja molekula mogu biti singletna ili tripletna stanja.
Singletna stanja (S) karakterizirana su sparenim elektronima i antiparalelnom orijentacijom spina
dok su tripletna stanja (T) karakterizirana nesparenim elektronima paralelne orijentacije.
Fluorescencija i fosforescencija pripadaju radijativnim procesima. Prilikom radijativnih prijelaza
apsorbirana energija se otpusta u obliku fotona. Fluorescencija se odvija izmedu 107° — 107’
sekundi te time pripada najbrZim procesima prijelaza elektrona za razliku od fosforescencije koja
ponekad moze trajati danima. Fluorescencija se zbiva izmedu stanja istog multipliciteta (npr. prvog
pobudenog singletnog stanja i osnovnog singletnog stanja). Pri viSim pobudenim elektronskim
stanjima prvo se zbivaju neradijativni procesi jer su puno brzi od radijativnih procesa. Energija
fotona emitiranog fluorescencijom manja je od energije fotona kojeg je pobudio elektron, odnosno,

valna duljina emitiranog fotona veca je jer je energija proporcionalna frekvenciji.
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Intenzitet i valna duljina emisije ovise o0 samom fluoroforu, ali i 0 uvjetima u kojima se taj fluorofor
nalazi. Na fluorescenciju spojeva utjeCu vanjski ¢imbenici (vrsta otapala, temperatura, pH,
viskoznost, vodikove veze, polarnost,...) te cimbenici vezani uz molekulsku strukturu (priroda
stanja S1, utjecaj supstituenata, rigidnost molekule, utjecaj heteroatoma, ucinak teSkog atoma...).
Povecanje konjugacije molekule pomice apsorpciju i fluorescenciju prema veé¢im valnim duljinama
1 poveéava im molarni apsorpcijski koeficijent. Ako se u molekulu uvede heteroatom,
fluorescencija vise nije preferirani proces nego se tu javlja medusustavno krizanje zbog povecanog
sprezanja izmedu Si 1 tripletnog stanja. Veca rigidnost molekule smanjuje vibracije, a sukladno
tome i mogucnost neradijacijskog prijelaza pa se i fluorescencija povecava. Teski atomi djeluju
tako da povecavaju vjerojatnost medusustavnog krizanja te dolazi do gaSenja fluorescencije. Ako
se u molekulu kao supstituent doda elektron-donorska skupina povecava se molarni apsorpcijski
koeficijent te se apsorpcija i fluorescencija pomicu prema ve¢im valnim duljinama. Sukladno tome,
elektron-akceptorski supstituenti smanjuju molarni apsoprcijski koeficijent te smanjuju i kvantni

prinos fluorescencije.%10:12.20-22

Elektronska stanja molekule i prijelazi medu njima prikazuju se dijagramom Jablonskog (slika 1.).
Deblje horizontalne linije predstavljaju singletna (So, S1, S, itd.) i tripletna stanja (T1, To, itd.), a
tanje horizontalne linije predstavljaju vibracijske razine (0, 1,..). Unutar jednog elektronskog stanja
prisutno je nekoliko vibracijskih stanja. Stanje sa sparenim (antiparalelnim) spinovima zove se
pobudeno singletno stanje, a stanje s paralelnim spinovima zove se pobudeno tripletno stanje.
Energija tripletnog stanja je niza jer su gibanja elektrona bolje uskladena kada se nalaze u
paralelnoj orijentaciji Sto rezultira manjim meduelektronskim odbijanjima nego u odgovaraju¢em
singletnom stanju. Ako prilikom povrata elektrona u osnovno stanje ne dolazi do emisije fotona,
prijelaz se naziva neradijativnim i oznacava valovitom strelicom. Ukoliko pobudena molekula

emitira foton, takav prijelaz naziva se radijativnim i ozna¢ava ravnom strelicom.
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% = vibracijsko opustanje

Slika 1. Dijagram Jablonskog?®

2.2.1. Metode karakterizacije optickih kemijskih senzora

2.2.1.1. Spektroskopske metode karakterizacije

Kako bismo vidjeli dosege fluorescencijskih svojstava pojedinih spojeva potrebno je napraviti
spektroskopsku karakterizaciju. Spektroskopske metode su vrlo korisne za ova istrazivanja jer ih
je lako izvesti u bioloski relevantnim uvjetima (vodeni medij, pH = 7, itd.) pod pretpostavkom da
se neka spektroskopska svojstva mijenjaju promjenom uvjeta. Za detekciju konjugiranih sustava
koji imaju snazne apsorpcije najvise se koristi UV/Vis spektroskopija. UV/Vis spektroskopija (4 =
200 — 800 nm) istrazuje elektronske prijelaze u molekulama koji ovise o vrsti veza u molekuli, a
odgovara pobudivanju elektrona izmedu energijskih razina koji odgovaraju molekulskim
orbitalama sustava.?®** Broj apsorpcijskih vrpci u apsorpcijskom spektru odgovara broju

kromofora u molekuli. Emisijska svojstva fluorofora ispituju se pobudom uzorka pri valnoj duljini



Mateja Belovari Doktorska disertacija

apsorpcije zracenja te mjerenjem emisije pri emisijskoj valnoj duljini koja je veca u odnosu na

valnu duljinu pobude pri ¢emu se kao rezultat dobije emisijski spektar.

Fluorescencijska spektroskopija je tehnika sa Sirokom primjenom u kemiji i biomedicini, a
pomocu nje se mogu dobiti informacije o raznim molekulskim procesima, poput interakcije
molekula otapala s fluoroforima, udaljenosti veznih mjesta na biomolekulama, konformacijskim
promjenama te veznim interakcijama.® Fluorescentne tehnike se nasiroko primjenjuju i u
vizualizaciji molekula 1 dijagnostici u kombinaciji s fluorescentnom mikroskopijom. Najcesce
bioloske primjene fluorescentnih tehnika su proucavanje enzimske aktivnosti, identifikacija
tumorskih stanica i prou¢avanje fenotipskih promjena u unutarstani¢nim organelima.'® Primjena
fluorescentne spektroskopije sve vise raste, a posebno zbog svojih prednosti u odnosu na druge
spektroskopske tehnike, kao Sto su npr. jednostavnost, visoka osjetljivost, brzina, selektivnost 1
ekonomiénost.?? Najvazniji preduvijet za koristenje fluorescentne spektroskopije u odredivanju
svojstava molekula je da ispitivana molekula nije samo kromofor ve¢ i fluorofor koji emitira
svjetlost.?! Glavne znacajke fluorofora su intenzitet emisije, maksimum emisije te vrijeme Zivota.
Svaki fluorofor ima svojstva koja su karakteristi¢na za taj fluorofor, a svojstva mu se mijenjaju
ovisno o okolini te uvjetima mjerenja fluorescencije. Fluorofori koji se koriste u bioloskim i
medicinskim istrazivanjima dizajnirani su tako da im se intenzitet fluorescencije mijenja ovisno o
biokemijskoj okolini, kao npr. koncentracija metabolita. Za mjerenje fluorescencije na
raspolaganju nam stoje dvije tehnike: stacionarna i vremenski razlucena fluorescencija.
Stacionarna fluorescencijska tehnika je ona u kojoj molekule pobudene stalnih izvorom svjetlosti
emitiraju fluorescenciju dok se intenzitet emisije detektira kao funkcija valne duljine, $to bi znacilo
da se emisijski spektar dobije na ve¢im valnim duljinama nego apsorpcijski spektar. Stacionarna
fluorescencija se temelji na spektralnim mjerenjima intenziteta fluorescencije u svrhu
kvantifikacije, bioloSkog oslikavanja ili detekcije analita, a intenzitet emisije ovisan je o
koncentraciji molekule u elektronski pobudenom stanju. Svojstva molekula ispituju se
fluorimetrijskim titracijama koje nam govore o promjeni fluorescencije ispitivane molekule ovisno

0 promjeni uvjeta titracije.

Vremenski razlu¢ena fluorescencija koristi se za mjerenja zZivota fluorescencije te istrazivanja

dinamike relaksacije molekule iz pobudenog stanja. Mjerenjem vremenski razlu¢ene fluorescencije
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mogu se dobiti informacije o neposrednom okruzenju fluorofora s molekulama otapala ili nekim

drugim molekulama s kojima fluorofor stupa u interakciju te o dinamici navedenih procesa.

Jos$ jedno vazno svojstvo molekula je kvantni prinos fluorecencije. Kvantni prinos fluorescencije
je omjer broja emitiranih fotona fluorescencijom i broja apsorbiranih fotona te nam govori o tome
koliko se pobudenih molekula vraca iz pobudenog u osnovno stanje emisijom fotona. Maksimalna
vrijednost @ je 1, a to se dogada samo ako se sve molekule pobudene u stanje S; vra¢aju nazad u
stanje So.° Kvantni prinos fluorescencije mjeri se usporedbom s odgovarajué¢im standardom,
ovisno o nasem fluoroforu, ¢ija je vrijednost kvantnog prinosa unaprijed poznata. Spektri za Zeljenu
molekulu i standard snimaju se pri istim uvjetima te se usporeduju povrsine ispod dobivenih
emisijskih spektara Zeljene molekule i standarda. Na vrijednost kvantnog iskoristenja utjece vise
¢imbenika, kao Sto su npr. molekulski kisik (taj se utjecaj izbjegava propuhivanjem ispitivanih

otopina s dusikom ili argonom), temperatura, pH, viskoznost, polarnost, vodikove veze, itd.

2.2.1.2. Mikroskopske metode karakterizacije

Konfokalna laserska mikroskopija

Konfokalna laserska pretrazna mikroskopija (eng. confocal laser scanning microscopy, CLSM) je
metoda svjetlosne mikroskopije pomocu koje je moguce detektirati svjetlost emitiranu iz vrlo
tankog sloja u uzorku. Za razliku od klasi¢ne fluorescencijske mikroskopije gdje se iz jednog izvora
svjetlosti osvjetljava cijelo vidno polje, u pretraznoj mikroskopiji osvjetljava se tocka po tocka,
zbog Cega nije moguce vidjeti realnu sliku cijelog vidnog polja (slika 2.). Racunalo biljezi intenzitet
emitirane svjetlosti tocku po to¢ku pomocu odgovaraju¢eg detektora i tako formira sliku.
Fokusirana laserska zraka prelazi preko uzorku to¢ku po toc¢ku i pobuduje fluorofore. Glavna
prednost konfokalne laserske mikroskopije je selektivnost, odnosno, moguénost detekcije svjetlosti
1z samo jedne fokalne ravnine te moguénost detekcije svjetlosti emitirane iz vrlo malog volumena
u uzorku. Konfokalna mikroskopija pruza moc¢nost snimanja sloj po sloj u smjeru opti¢ke osi
mikroskopa §to moze biti korisno u slu€aju potrebe za rekonstrukcijom 3D raspodjele fluorofora u
uzorku. Takoder, moguce je snimati Zive uzorke 1 pratiti lokalizaciju i dinamiku razli¢itih proteina
u Zivim stanicama koje se nalaze u odredenom fizioloSkom stanju, u tijeku odvijanja odredenih

procesa ili za vrijeme tretiranja stanica specifi¢nim agensima.?®>2
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Slika 2. Shematski prikaz rada konfokalnog mikroskopa?®

Dinamicko rasprsenje svjetlosti (DLS)

Dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS) je tehnika koja se temelji
na apsorpciji 1 rasprSenju elektromagnetskog zraCenja. Do rasprSenja dolazi u heterogenim
sustavima zbog razlike u optickim svojstvima izmedu dispergiranih ¢estica i medija u kojem se one
nalaze. DLS tehnika omogucéava dokazivanje nastajanja molekulskih nanoagregata u otopini,

odredivanje njihove veli¢ine te stabilnost spojeva.?®=°

Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy, AFM) je tehnika koja omogucava
odredivanje strukture povrSine uzorka s visokom rezolucijom i daje informacije o topografiji
povrsine uzorka. Mikroskop atomskih sila pretrazuje povrSinu uzorka pomocu ostrog Siljka, a

njegov rad se zasniva na mjerenju medumolekulskih sila izmedu atoma S$iljka 1 atoma uzorka pri
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¢emu se mjerenjem dobije 3D topografska slika povrSine. AFM metoda je privlatna za
fundamentalna i rutinska ispitivanja materijala s obzirom na to da je nerazarajuéa i primjenjiva kod

razli¢itih uvjeta.31:3

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM)

Transmisijski elektronski mikroskop (engl. Transmission Electron Microscope, TEM) sluzi za
proucavanje kristalne strukture i morfologije uzorka. Ubrzani elektroni probiju se kroz tanki sloj
uzorka, zatim prolaze kroz tri specificne elektromagnetske lec¢e te zatim Siroki snop elektrona
pogada fluorescentni zaslon koji zasvijetli u tocki pogodenoj elektronom te dobiveni skup to¢aka
stvara kona¢nu sliku. Na zaslonu racunala spojenog na TEM prikazuje se dobivena crno-bijela slika
pri ¢emu gus¢i 1 deblji dijelovi uzorka uzrokuju tamnije dijelove slike jer elektroni ne prolaze kroz

njih pa ni ne dolaze do fluorescentnog zaslona.3*34

2.3. Triazoli

1,2,3-triazoli su vazni heterociklicki spojevi te je njihov petero€lani aromatski prsten sastavni dio
prirodnih produkata i medicinskih agensa, gdje je upravo triazolna jezgra centar aktivnosti (slika
3.). Triazoli imaju dobra svojstva zbog svoje stabilnosti u kiselim, baznim te oksido-redukcijskim
uvjetima, a otporni su i na metaboliCku razgradnju. Imaju veliki dipolni moment te stoga lako
stvaraju vodikove veze i dipol-dipolne interakcije. Triazoli grade veze sli¢éne amidnim vezama te
su u stani¢nim uvjetima iznimno stabilni. Zbog svojih iznimnih svojstava imaju Siroku primjenu:
farmaceutska industrija, poljoprivredna industrija, bojila, fluorescentni izbjeljivadi,
fotostabilizatori polimera, inhibicija korozije, fotografski receptori, itd. Supstituirani 1,2,3-triazoli
mogu se pripremiti koriste¢i azid-alkinsku Huisgenovu cikloadiciju u kojoj azid 1 alkin podlijezu

1,3-dipolarnoj reakciji cikloadicije pri ¢emu nastaje stabilna struktura (shema 1.).

N N
/
[ b - N
/ SN /
H N
Slika 3. Tautomerija 1,2,3-triazola
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Spojevi sa triazolnom jezgrom pokazuju i razli¢ita bioloska svojstva, kao §to su npr. protuupalna,
antituberkulozna, antitumorska, antimikrobna, antivirusna, antibakterijska, te mnoge druge. Razlog
Ceste primjene triazola u medicinskoj kemiji je stabilnost 1,2,3-triazolne jezgre prema Kiseloj i
baznoj hidrolizi, te oksidativnim i reduktivnim uvjetima uz dobro izraZzenu aromatsku stabilizaciju
i relativhu otpornost prema metabolickoj razgradnji. Primjena 1,2,3-triazola zanimljiva je za
razli¢ita podrucja primijenjene kemije i kemije materijala zbog svojstva triazola da koordinira ione

na heteroatome dusika koji posjeduju slobodne elektronske parove.*>4°

2.4. Klik-kemija

Klik-kemija je naziv za skupinu reakcija koje su modularne, Sirokog opsega, daju velika
iskoristenja, daju samo neskodljive nusprodukte koji se mogu ukloniti nekromatografskim
metodama i mogu biti stereoselektivne (ali ne nuzno i enantioselektivne). Karakteristike klik
reakcije su jednostavni reakcijski uvjeti, jednostavni i lako nabavljivi pocetni materijali i reagensi,
nekoriStenje otapala ili koriStenje minimalno Skodljivog otapala te time i priblizavanje zelenoj
kemiji kao i jednostavna izolacija produkta. Pogodne su za stvaranje veza ugljik-heteroatom-ugljik

veza u vodenom mediju, a imaju bioloSku i kemijsku primjenu u raznim podruc¢jima znanosti.
Klik-reakcije su podijeljene u kategorije:

v Reakcije cikloadicije — primarno se odnosi na 1,3-dipolarne cikloadicije, ali ukljucuje i
hetero-Diels-Alderove cikloadicije

v" Nukleofilno otvaranje prstena — odnosi se na otvaranje napetih heterocikli¢kih elektrofila
poput aziridina, epoksida, ciklickih sulfata, aziridinijevih iona 1 sli¢no

v Karbonilna kemija nealdolnog tipa — primjeri uklju¢uju stvaranje ureje, tioureje, amida,
aromatskih heterocikala, itd. Op¢enito su pod termodinami¢kom kontrolom, a posljedicno
imaju duze reakcijsko vrijeme i daju nusprodukte te zbog toga nisu pogodne za klik-reakcije

v Adicije na viSestruke veze ugljik-ugljik — primjeru uklju¢uju otvaranje epoksida, aziridina
i diola

Reakcija koja najbolje odgovara trazenim uvjetima klik reakcije je Huisgenova 1,3-dipolarna

cikloadicija, bakrom(l) katalizirana reakcija terminalnog alkina i azida (CUAAC) kojom nastaje

1,2,3-triazolni prsten. S obzirom na to da Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija nije
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regioselektivna, taj problem je rijeSen primjenom Cu(I) i Cu(Il) katalizatora za sintezu 1,4-
disupstituiranih triazola (slika 3.), a Ru kompleksi se koriste za sintezu 1,5-disupstituiranih
triazola. Ovaj tip reakcije ne zahtijeva visoke temperature ve¢ se izvodi pri Sirokom rasponu
provoditi u §irokom pH podruéju (5 — 12), a reakcije se odvijaju 107 puta brze od nekataliziranih

reakcija.*t

4. stupanj N—_
& N

N R
N/ \N/ 2 NENG

| \Ne/RZ
N % [CuL] 3. stupanj /
R —

1 [CuL]
6 e

Shema 1. Cu katalizirana Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija

Mehanizam azid-alkinske cikloadicije katalizirane Cu(l) prikazan je na shemi 1. Prvi stupanj je m-
kompleksiranje Cu(I) dimera na alkin nakon cega slijedi deprotoniranje terminalnog ugljika pri
¢emu nastaje Cu-acetilid. U sljedecem stupnju azid zamjenjuje jedan od liganada i bakrov
kompleks veze dusSik vezan na supstituent R formiraju¢i meduprodukt 5. Tako aktivirani azid
podlozan je nukleofilnom napadu na ugljikov atom. Napadom terminalnog dusika u meduproduktu
5 na polozaj C-2 acetilida nastaje neobi¢an Sestero¢lani Cu(IIl) kompleks 6. Preuredivanjem
kompleksa nastaje peteroclani prsten 7 koji protoniranjem otpusta Cu(I) katalizator te nastaje 1,2,3-
triazolni produkt 8. Nakon stvaranja triazola vezani se Cu dimer odmah veze na sljedeci terminalni

alkin te se ponavlja kataliticki ciklus s novim molekulama supstrata.*?4
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Otkrice klik-kemije posljednjih je godina utjecalo na podrucje primijenjene kemije, a zbog njenih
prednosti njena primjena sve vise raste. Glavna podru¢ja primjene klik-kemije su znanost o

materijalima, razvoj lijekova i biokonjugacija. Neke od najces¢ih primjena su:

sinteza 1,2,3-triazola

modifikacije proteina i nukleinskih kiselina umetanjem fluorofora ili liganada
modifikacije DNA (DNA oznacavanje)

sinteza dendrimera (primjena u znanosti 0 materijalima i medicini)

nanotehnologija (modifikacije i sinteze nanocestica)

N NN R

supramolekulska kemija

2.5. Piren i njegovi derivati

Poliaromatski kromofori su jedna od najistrazivanijih skupina fluorescentnih molekula zbog
mogucénosti detekcije razli¢itih analita.*® Kao jedan od vaznijih poliaromatskih kromofora isti¢e se
piren. Piren je policiklicki aromatski ugljikovodik koji se sastoji od 4 kondenzirana prstena benzena
koje ¢ine aromatski sustav (shema 2.). Pireni imaju izuzetno dobra fluorescencijska svojstva, veliki
kvantni prinos, veliku osjetljivost detekcije, kemijsku stabilnost te daju unikatan luminiscentni
uzorak: derivati pirena, uz valnu duljinu monomera, imaju i mogu¢nost formiranja valne duljine
emisije ekscimera te se zbog tog svojstva ¢esto koriste kao senzori i dijagnosticki alati za detekciju
iona teskih metala i drugih analita, pri ¢emu se prati promjena ta dva signala.*’~>® Izvrsna svojstva

fluorescencije pirena omoguéavaju pirenskim derivatima uporabu u vizualizaciji stanica.*>°

2,

Shema 2. Struktura pirena

Pirenski monomer ima pet karakteristi¢nih vrpci u emisijskom spektru fluorescencije (na 375, 379,
385, 395 1410 nm) ¢iji intenzitet je jako ovisan o polarnosti otapala ili okruzenju pirenske jedinice
(slika 4.). Te promjene mogu se lako pratiti promjenama u omjeru intenziteta vrpci I/111 na 375 nm,

odnosno 385 nm.%0
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Slika 4. Emisijski spektri pirena u ovisnosti o otapalima (heksan i DMSQO)®

Za fluorescentne senzore vrlo zanimljiva i spektroskopski korisna karakteristika pirena je tvorba
ekcimera, odnosno dimera pobudenog stanja. On nastaje nakon $to molekula pirena apsorbira UV
zrac¢enje A =~ 340 nm pri ¢emu molekula pirena prelazi iz osnovnog u pobudeno stanje te ostvaruje
interakciju s molekulom pirena u osnovnom stanju (ako se nalazi u blizini ili pri ve¢oj koncentraciji
pirena). Rezultat ovog fenomena je Siroka emisijska vrpca na valnoj duljini izmedu 425 — 550 nm.
Pirenski ekscimer omogucava dobivanje detaljnijih informacija o unutarnjoj dinamici i strukturi
velikog broja pirenskih molekula.?%:69-64

B |
r\ nesloZeno i f? slozeno
i

ravnote?a unutarnja konverzija

osnovnog T
stanja 1 : ‘ (* Py)
- Ekscimer 1 +Py
ravnoteza m //? \ (* PY+PY)
s&l:‘tjlgenog @ ® G—> ®

. nema
ekscimer + \y / i — 350nm | 398nm | 485nm
fluorescencuar?

()

1
1
1
1
1
1
1
|
1
1
I
1
1
1
1
I
i
|
1
I
1
:

monomer + fluorescencija |

osnhovno stanje Py py

Slika 5. Shematski prikaz intramolekulskog nastajanja ekscimera: dijagram pomocu struktura i

pojednostavljeni dijagram Jablonskog®?
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Slika 6. Emisijski spektar pirena®

2.5.1. DinamicKi i stati¢ki ekscimer

Ekscimer je tzv. ,,dimer pobudenog stanja“, odnosno interakcija izmedu molekule u pobudenom
stanju i molekule u osnovnom stanju. Moze nastati zbog intermolekulskih ili intramolekulskih
veza. S obzirom na prirodu ekscimera, razlikujemo dinamicki 1 staticki ekscimer. Dinamicki
ekcimer je interakcija izmedu pobudenog nizeg singletnog stanja i osnovnog stanja molekule.
Staticki ekscimer se dobije fotoekscitacijom dimera osnovnog stanja formiranog slabim
molekulskim interakcijama kao $to su m—m-slaganje ili hidrofobne interakcije. Formiranje
dinamickog i statickog ekscimera te ponasanje njegove emisije ovisi o razli¢itim koncentracijama
spoja te o prisutnosti vanjskih utjecaja kao $to su temperatura, pH i dodatak kemijskih veza.®>%
Postoje razli¢iti na¢ini odredivanja prirode ekscimera, npr. iz temperaturnih spektara, promjenom
koncentracije, dodatkom metalnih iona, mjerenjem kvantnog iskoriStenja pri razlicitim
temperaturama, racunalnim modulacijama, itd. Naju¢inkovitiji nacin odredivanja vrste ekscimera
je da se snimi ekscitacijski spektar na valnim duljinama maksimuma emisije monomera i ekscimera
1 ovisno o njihovom ponasaju, zakljuci se radi li se o dinami¢kom ili staticCkom ekscimeru. Ako se
snimanjem ekscitacijskog spektra na monomernoj i ekscimernoj emisije dobije skoro identi¢an
spektar radi se o dinami¢kom monomeru (slika 7.), a ako je u pitanju staticki ekscimer dobit ¢e se

bitno razliiti spektri.®®
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Slika 7. Ekscitacijski spektar spoja PYTG snimljeno na 470 nm (monomerna emisija) te 590 nm

(ekscimerna emisija)®

Osim ekscimera, pireni imaju i svojstva tvorbe ekscipleksa, odnosno, kompleksa izmedu elektron
donora i elektron akceptora (sa jednim od njih u stanju Si). Intermolekulski i intramolekulski
ekscipleksi inducirani interakcijama prijenosa naboja ¢esto se promatraju u otopini i u ¢vrstom

stanju.”®

2.6. Pireni u biodetekciji

Potreba za razumijevanjem osnovnih dogadaja prepoznavanja u kemiji 1 biologiji usmjerila je
znacajan trud prema razvoju fluorescentnih biosenzora. Fluorescentni biosenzori zbog svoje se
velike osjetljivosti i selektivnosti, brzog odziva i tehni¢ke jednostavnosti mogu koristiti za
oznacavanje 1 snimanje Sirokog spektra molekula te nude sposobnost vizualizacije 1 karakterizacije
bioloskih promjena u zivim sustavima. Detekcija i vizualizacija stanica te analita prisutnih u
stanicama korisna je metoda istraZivanja mehanizama i1 procesa u bioloskim sustavima te u

dijagnostici i drugim medicinskim istraZivanjima.51-56-%%71

Piren i njegovi derivati imaju velike kvantne prinose fluorescencije, dugo vrijeme Zivota
pobudenog stanja te odli¢nu kemijsku stabilnost. Navedene karakteristike, uz jednostavnost sinteze
te mogucnosti dobivanja razli¢itih novih derivata metodama supstitucije, daju znacajnu pozornost
ovim aromatskim spojevima zbog svoje primjenjivosti u vizualizaciji lokacije iona, proteina i

kompleksa unutar ciljanih stanica i tkiva.
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Derivati pirena imaju Siroku primjenu kao fluorescentni biosenzori za detekciju razlicitih analita u
bioloskim sustavima koji omogucuju i prac¢enje bioloskih procesa in vivo. Razvijeni su razli¢iti
pirenski fluorescentni biosenzori za detekciju razli¢itih kationa i aniona>**®"2, biologki vaznih
molekula!®®18273  pakterija’™ ", surfaktanata®“®’®7’ itd. Osim za detekciju odredenih analita,
razvijeni su i senzori za detekciju promjene pH te viskoznosti u bioloskim sustavima’® 80,
Mehanizam djelovanja pirenskih fluorescentnih biosenzora temelji se na promjeni intenziteta
emisije pirenskog monomera i/ili ekscimera u doticaju s odredivanim analitom. Neki od odabranih

primjera fluorescentnih biosenzora temeljenih na pirenu su predstavljeni u nastavku ovog

poglavlja.

Velika je pozornost posvecena istrazivanju fluorescentnih metoda za detekciju metalnih iona, s
naglaskom na toksi¢ne, kao §to su bakar i ziva, te za metalne ione koji se nalaze u okoliSu i U zZivim
organizmima (npr. cink). Bakar, element nuzan za zivot, u normalnim uvjetima u tijelu se nalazi
vezan za proteine. loni Cu?* imaju vaznu ulogu u razli¢itim poljima. Primjerice, bakar pomaze u
proizvodnji kolagena, smanjuje utjecaj slobodnih radikala u tijelu, pomaZze zacijeljivanju rana, te
ima jo§ mnoge druge uloge koje utje¢u na organizam. Medutim, izlaganjem velikoj koli¢ini bakra,
¢ak 1 za kratko vrijeme, bakar moze postati slobodan i u tom slucaju katalizira stvaranje visoko
reaktivnih hidroksilnih radikala te moze uzrokovati ostecenje jetre ili bubrega, tako da bakar, iako
potreban, ima sposobnost inicirati oksidacijski stres i na taj nacin poremetiti vazne Zivotne funkcije
te je stoga bitno razviti selektivne i stabilne senzore za ion Cu?*.

Wau i suradnici priredili su pikolonohidrazinski pirenski derivat 1 kao selektivan senzor za ione
Cu?* u smjesi metanol/voda (7:3). Bakrov kation koordinira sa spojem 1 u stehiometrijskom omjeru
1:1 preko dusikova atoma piridinskog prstena te jednog dusikovog atoma hidrazinske skupine.
Pokazalo se kako se koordiniranjem iona Cu?* na spoj 1 postiZe zna¢ajno poveéanje fluorescencije
u usporedbi s drugim metalnim ionima (slika 8). 1z emisijskog spektra titracije spoja 1 s Cu?*
dobiveno je da kompleks doseze maksimum emisije pri 2 ekvivalenta iona Cu?*. Osim porasta
intenziteta fluorescencije dolazi i do znacajnog porasta kvantnog prinosa fluorescencije (s 0,013
na 0,267). Isti autori pokazali su i biolosku primjenu spoja 1 kao fluorescentnu probu za
unutarstaniénu detekciju iona Cu?*. U svrhu vizualizacije stanica, senzor 1 testiran je na stanicama
HeLa (slika 8d). Prekrivanje fluorescencije i slike svijetlog polja otkrivaju da su fluorescentni
signali lokalizirani u unutarstani¢nom prostoru, §to ukazuje na subcelularnu raspodjelu iona Cu?* i

dobru propusnost kemosenzora kroz stani¢nu membranu 8
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Slika 8. (a) predlozeni mehanizam za detekciju iona Cu?*, (b) slika uzoraka pod UV-lampom, (c)
promjena fluorescencije spoja 1 u ovisnosti o vrsti metalnih iona (1ex = 360 nm), (d) primjena

senzora 1 za detekciju iona Cu?* na stanicama HelLa®

Park i suradnici razvili su fluorescentni peptidni senzor 2 u svrhu upotrebe u visoko osjetljivim
senzorima za detekciju iona Cu* u fizioloskim uvjetima (shema 3.). Ovaj senzor sastavljen je od
tripeptidnog receptora (Trp-Pro-His) koji oponasa vezno mjesto za kompleksiranje Cu* kationa, te
pirenskog fluorofora. U odsutnosti iona Cu*, biosenzor 2 pokazuje, pri pobudi na 342 nm, emisiju
svjetla na 396 nm koja odgovara pirenskom dijelu molekule. Dodatkom iona Cu*, na
apsorpcijskom spektru dolazi do batokromnog pomaka, odnosno podrucje valnih duljina se pomice
s 396 nm za ¢isti spoj 2 na 472 nm za kompleks pirenskog derivata 2 i Cu* (slika 9a). Spoj 2
koordinira s ionom Cu* u stehiometrijskom omjeru 2:1 preko aminokiselina triptofana i histidina,
a u nastalom kompleksu naglasena je interakcija izmedu dviju pirenskih skupina daju¢i emisiju
ekscimera. Ovaj senzor selektivno reagira na ione Cu® u HEPES puferu (uz 1 % DMF) dok s

drugim testiranim metalima (Na*, Mg?*, APP*, K*, Ca?*, Cr¥*, Mn?*, Fe?*, Fe3*, Co?*, Ni?*, Cu*,
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Cu?* i Zn*") nema interakcije. Primjenjivost tripeptidnog biosenzora 2 u detekciju egzogenog

dodanog iona Cu* pokazana je na stanicama adenokarcinoma pluéa covjeka (A549) (slika 9b).82

NH
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Shema 3. Predlozeni mehanizam za detekciju iona Cu* 82
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Slika 9. (a) promjena fluorescencije spoja 2 u ovisnosti 0 koncentraciji iona Cu™ (lex = 342

nm), (b) primjena spoja 2 za detekciju iona Cu* na stanicama A549%2

Cink ima zna¢ajnu ulogu u bioloskim 1 patoloskim procesima. Kao vaZan element u ljudskom tijelu
cink je aktivno ukljucen u razne biokemijske procese kao Sto su npr. neuronski prijenos signala,

vezanje DNA, regulacija rasta stanica i zarastanja rana, regulacija enzima, itd. Nedostatak iona
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Zn** u ljudskom tijelu moze dovesti do ozbiljnih neuroloskih poremecaja, medu kojima je
najrasirenija Alzheimerova bolest. Nasuprot tome, viak iona Zn?* zbog prevelikog unosa cinka s
vremenom moze dovesti do Parkinsonove bolesti. 1z tog razloga, vazno je razviti senzore koji ¢e

modi selektivno detektirati razinu iona Zn?* u organizmu.

Lee i suradnici priredili su cistinski derivat 3 kao senzorsku molekulu za ione Zn?* (shema 4.).
Senzor 3 sadrzava dvije imidazolne i dvije pirensulfonamidne grupe, a pri pobudi s 342 nm
pokazuje ekscimernu emisiju na 508 nm (slika 10a). Nastajanjem kompleksa iona Zn?* i senzora 3
dolazi do opadanja ekscimerne emisije na 508 nm te porasta fluorescencije na 379 i 399 nm koje
odgovaraju emisiji monomera pirena. Analiza je pokazala da senzor tvori kompleks 1:1 s ionima
Zn?*, Konstanta disocijacije kompleksa izmedu senzora 3 i iona Zn?* iznosi 300 pM $to ukazuje da
spoj 3 ima veliki afinitet za vezanje iona Zn?*. Ovaj senzor reagira selektivno na ione Zn?*, bez
interakcije s drugim metalnim ionima, te je primjenjiv za detekciju iona Zn?* egzogeno dodanih u
stanice RKO (slika 10b).83
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Shema 4. Predlozeni mehanizam za detekciju iona Zn
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Slika 10. (a) promjena fluorescencije spoja 3 u ovisnosti 0 koncentraciji iona Zn?* (lex = 342 nm),

(b) primjena spoja 3 za detekciju iona Zn?* na stanicama RKO%

Aluminij je jedan od najzastupljenijih elemenata u Zemljinoj kori. Ima Siroku uporabu, npr. za
zrakoplovnu industriju, u aditivima za hranu, lijekovima na bazi aluminija, za proci§¢avanje voda,
itd. lzlaganje prekomjernoj koli¢ini aluminija $tetno je za biljke i zivotinje, a nakupljanjem
aluminija u organima dolazi do razli¢itih oboljenja kod ljudi. Dakle, razvoj senzora za ione AI**
potreban je kako bi se pratile njihove koncentracije u ljudskom organizmu i okoli$u te kontrolirali
procesi povezani s ionima A%+,

Zeng i suradnici sintetizirali su fluorescentni senzor 4-(piren-1-il)butansku kiselinu (4) za detekciju
iona AI®* (slika 11a). Sam senzor pokazuje emisiju na 381 nm pri pobudi s 353 nm. Uoceno je da
kod kompleksa nastalog koordinacijom spoja 4 i iona AI** dolazi do promjene fluorescencije i novi
emisijski maksimum na 475 nm te opadanja emisije na 381 nm, §to je prikazano na slici 11b. Ovaj
senzor reagira samo na ione AI** bez interakcije s drugim metalnim ionima. Granica detekcije
iznosi 0,29 uM za ione AI**, a senzor 4 primjenjiv je za detekciju iona AI** dodanih u stanice HeLa
(slika 11c).8
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Slika 11. (a) predlozeni mehanizam za detekciju iona AI**, (b) promjena fluorescencije spoja 4 u
ovisnosti 0 koncentraciji iona AI** (Jex = 353nm), () primjena spoja 4 za detekciju iona AI** na

stanicama HelLa®

Dolai i suradnici dizajnirali su triazolom povezan C-glikozil-pirenski fluorescentni senzor 5 (slika
12a) koji se moze primjenjivati za odredivanje iona Au®* u vodenim otopinama te zadrzava visoku
osjetljivost Cak 1 uz prisutnost razli¢itih metalnih iona u uzorku. Pokazalo se da se koordiniranjem
iona Au®* na spoj 5 postize znacajno gasenje fluorescencije u usporedbi s drugim metalnim ionima
(slika 12b). Senzor 5 testiran je na zivim stanicama MDA-MB-231 pri ¢emu je dobiveno da ima
dobru propusnost kroz staniénu membranu te pokazuje sposobnost pracenja iona Au** u Zivim

stanicama (slika 12c).8
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Slika 12. (a) struktura senzora 5, (b) promjena fluorescencije senzora 5 u ovisnosti 0 vrsti
metalnih iona (lex = 350 nm), (c) primjena spoja 5 za detekciju iona Au®* na stanicama MDA-
MB-231%

Fluorescentni pirenski senzor 6, koji sadrzava 4,5-dibromtiofensku skupinu, razvijen je kao
potencijalna fluorescentna senzorska molekula za odredivanje hidrogensulfita (slika 13.) Adicijom
hidrogensulfita na dvostruku vezu senzora 6 dolazi do hipsokromnog pomaka fluorescencije s 530
nm na 420 nm pri pobudi s 366 nm (slika 13b). Promjena emisije je linearna do koncentracije
hidrogensulfita od 35 uMm, a granica detekcije za ovaj senzor iznosi 0,77 uM. Senzor 6 je primjenjiv

za detekciju hidrogensulfitnih iona na stanicama A549, C. Elegans i zebrastih ribica (slika 13c).8
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Slika 13. (a) predlozeni mehanizam za detekciju iona HSOs™, (b) promjena fluorescencije
spoja 6 u ovisnosti 0 koncentraciji iona HSO3™ (Zex = 366 nm), (c) primjena spoja 6 za detekciju

iona HSO3™ na zebrastim ribicama®

Wu i suradnici razvili su pirenski kemosenzor 7 koji emitira u crvenom ili bliskom IR
podrudju, $to je poZeljno svojstvo senzora da zraenje ne bude Stetno za stanice. Kemosenzor 7 ima
monomernu vrpcu izmedu 550 — 650 nm te ekscimernu vrpcu izmedu 750 — 790 nm te fluorescira
crveno (slika 14a). Kao analit je koristen hipoklorit jer je on jedan od vaZznih reaktivnih vrsta kisika
(ROS) te uzrocnik brojnih bolesti poput Parkinsonove bolesti, Alzheimerove bolesti, multiple
skleroze, raznih upalnih bolesti te karcinoma. Dugoroc¢ni visak hipoklorita u vodi, posebno onoj za
pi¢e, moze uzrokovati brojne probleme za organizam te je stoga dobro imati senzor kojim je

moguce na jednostavan nacin pratiti razinu hipoklorita.

Dodatkom hipoklorita dolazi do razbijanja konjugirane strukture senzora 7 i nastaje
pirenilkarbaldehid koji je netopljiv u vodi te ima ista svojstva kao i ostali pireni sto za posljedicu

ima promijenjen fluorescentni signal: monomerna vrpca pocetnog senzora opada (izmedu 550 —
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650 nm), a raste ,,pirenski* ekscimer na 470 nm (slika 14c). Vizualizacija stanica s kemosenzorom
7 provedena je na stanicama HeLa. Bez hipoklorita, senzor 7 na stanicama fluorescira crveno, dok
se dodatkom hipoklorita fluorescencija mijenja u plavu (slika 14d). Takoder, ovim senzorom moze

se pratiti razina hipoklorita u stanici (slika 14d).8’
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Slika 14. (a) predlozeni mehanizam djelovanja na ione CIO™, (b) UV i fluorescencijski spektar
ovisnosti senzora 7 o udjelu H2O, (c) promjena fluorescencije senzora 7 u ovisnosti 0
koncentraciji iona CIO™ (Zex = 430 nm), (d) primjena spoja 7 na stanicama HeLa [a) bez iona
ClO~, b) 10umiona CIO, ¢) 50 um iona CIO™ ¥’

Prepoznavanje nukleinskih kiselina vazno je za biomedicinska istrazivanja. U tu svrhu Cesto se
koriste molekule u kojima je oligonukleotid funkcionaliziran s dva kromofora, najcesce
postavljenima na krajevima molekula. Hibridizacijom s komplementarnom DNA induciraju se
konformacijske promjene senzora mijenjajuci time interakciju izmedu dva kromofora i nastaje
specifican spektroskopski signal koji se koristi za detekciju. Zbog svojih svojstava, pirenski
derivati su pogodni za prepoznavanje nukleinskih kiselina. Wu i suradnici razvili su pirenski

derivat 8 koji reagira s dvostrukom uzvojnicom DNA (slika 15.). Spoj 8 sadrzava dvije tripeptidne
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jedinice Trp-Thr-Lys od kojih je svaka vezana na C-kraj Lys-spojnice, a N-krajevi srediSnjeg
peptida funkcionalizirani su s pirenskim jedinicama.®

%) -y

(o] \ o]
" § NHs*
c)
excimer
+
& o
%33 DNA Coters, 406 nm
[ 490 nm

Slika 15. (a) molekulska struktura spoja 8, (b) pretpostavljeni mehanizam vezanja spoja 8 na
p(dA+dT)2 po molekulskom modeliranju, (c) crtani prikaz peptida 8 i njegova interakcija s

nukleinskom kiselinom®®

Emisijski spektar pokazuje jaku vrpcu na 490 nm te jednu slabiju na 406 nm (slika 16a). Vrpca na
406 nm proizlazi od samog pirenskog kromofora dok je vrpca na 490 nm karakteristi¢na za pirenski
ekscimer, ukazujuéi na interakciju izmedu dvije pirenske jedinice spoja 8 u otopini. Nakon vezanja,
spoj 8 pokazuje izrazitu promjenu emisije pirenskog ekscimera slobodnog spoja 8 u monomernu
emisiju nakon kompleksiranja s DNA. Dodatkom ds-DNA opada emisija ekscimera dok pritom
emisija monomera raste dok ne dode do "gasenja" emisija ekscimera i ostane samo monomerna

emisija. Ova promjena fluorescencije ovisi o vrsti polinukleotida kojim je napravljena titracija i
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najizrazenija je za p(dA+dT),, a manje za p(dG+dC). i ctDNA S§to se vidi u omjeru fluorescencijskih

intenziteta (laoe/l200) pri ¢emu je omjer vec¢i za p(dA«dT)2, nego za p(dG+dC) i ctDNA (slika 16b).

S obzirom na dobivene rezultate, promjena intenziteta dvije emisijske vrpce na 406 i 490 nm moze

se koristiti za detekciju za p(dA«dT)2 u odnosu na druge polinukleotide.®®
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Slika 16. (a) fluorescencijski emisijski spektar titracije spoja 8 s p(dA+dT). u vodenom puferu

(pH =7,4), (b) kalibracijska krivulja za lsos/l290 kao funkcija molarnog omjera para baza/8 za

razli¢ite parove baza (Jex = 340 nm)®

Tirupathi i suradnici sintetizirali su senzore za prepoznavanje heparina u vodi i u serumu. Heparin

je negativno nabijeni polisaharid, koji sadrzava trisulfatirane disaharidne ponavljajuce jedinice,

ima vaznu ulogu u reguliranju bioloskih procesa, a klinicki se Koristi za prevenciju tromboze

tijekom operacije te kao antikoagulans za lijeCenje tromboze. Prevelike doze heparina uzrokuju
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komplikacije kao Sto su hemoragija i heparinom inducirana trombocitopenija, stoga je odredivanje
heparina u serumu vazno za regulaciju doze heparina za lijecenje. Do danas je poznato viSe senzora
za heparin, no funkcioniraju tako da u doticaju s heparinom gase fluorescenciju, ali to nije idealno
jer gasenje fluorescencije moze biti i posljedica promjene pH, polarnosti medija, temperature,
razlic¢itih tvari u serumu te drugih vanjskih utjecaja. Skupina znanstvenika priredila su dva
peptidilpirenska kemosenzora (9 i 10) s pirenskom jezgrom na svakom kraju peptidnog lanca. Kao
lanci su koriSteni peptidi jer oni imaju veliku biolosku kompatabilnost i veliku topljivost u vodenim
otopinama. Peptidilpirenski kemosenzori 9 i 10, koji se razliku samo u duljini peptidnog lanca,
imaju dva vezna mjesta za heparin koja reagiraju s istim/bliskim disaharidnim jedinicama na
heparinu te se, u ovom slucaju, dva pirenska fluorofora priblize jos vise jedan drugome uzrokujuéi
porast ekscimerne vrpce (slika 17a). Sintetizirani biosenzori ve¢ u otopini imaju vecu ekscimernu
vrpcu od monomerne (slika 17b), a dodatkom heparina, monomerna vrpca opadne, dok ekscimerna
vrpca jos$ vise raste i pomakne se u lijevo, prema manjim valnim duljinama. Dakle, pirenske jezgre
se joS viSe priblize kao rezultat unutarmolekulskih interakcija izmedu dva pirenska fluorofora
uzrokujuéi time promjenu emisije monomera i ekscimera. Identican rezultat dobiven je u vodenom
mediju (HEPES) i1 u serumu. Testirane su i druge tvari iz seruma (slika 17c) te je utvrdeno kako su
biosenzori 9 i 10 selektivni samo za heparin, ¢ak i u prisutnosti razli¢itih drugih sastojaka seruma
(slika 17¢).%
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Slika 17. (a) predlozeni mehanizam za detekciju heparina, (b) promjena fluorescencije senzora 9 i

10 u ovisnosti o koncentraciji heparina (Aex = 353 nm), (c) slika uzoraka pod UV-lampom?®

Uz otpornosti na antibiotike, veliki zdravstveni problem je i sepsa (trovanje krvi) koja je
uzrokovana lipopolisaharidom (LPS). Sepsa je jedan od glavnih uzroka smrti u jedinicama
intenzivne njege te je LPS dobra potencijalna meta lijekova i dobar biomarker s obzirom da ima
vaznu ulogu u pokretanju imunosnog odgovora koji uzrokuje sepsu. Khownium i suradnici
sintetizirali su senzor 11 (slika 18a). Senzor 11 u emisijskom spektru u sustavu DMSO/HEPES
(1:6) pokazuje monomernu vrpcu. Dodatkom LPS-a u dolazi do nastajanja ekscimerne vrpce, uz
porast monomerne vrpce, a mijenja se i boja fluorescencije iz plave u zelenu (slika 18b).
Napravljeni su kompetitivni eksperimenti kako bi se demonstrirala prakticna primjena senzora 11.
Rezultati su pokazali da nema interferencije izmedu LPS-a i konkurentskih komponenata iz

organizma te se senzor 11 moze koristiti kao selektivan fluorescentni senzor za LPS u prisustvu
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mnogih bioloskih anionskih vrsta (jabucna kiselina, oleinska kiselina, laurinska kiselina,
asparaginska kiselina, glutaminska kiselina, ATP, ADP, AMP, DNA, RNA, fosfati, lecitin i
heparin). Kako bi se demonstrirala bioloska primjena senzora 11 napravljena je i vizualizacija
stanica V. cholerae (slika 12d) pri ¢emu je vidljiva zelena fluorescencija na povrsini stanica (slika
18d).%°
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Slika 18. (a) struktura senzora 11, (b) emisijski spektar senzora 11 uz dodatak LPS-a u sustavu
DMSO/HEPES (1:6), (c) mehanizam vezanja senzora 11 i LPS-a, (d) vizualizacija stanica V.

cholerae®

Long i suradnici razvili su biosenzor 12 koji reagira na Gram-negativne bakterije tako $to u
emisijskom spektru pokazuje monomernu vrpcu dok uz Gram-pozitivne bakterije reagira tako da
u emisijskom spektru pokazuje ekscimernu vrpcu. Ova razlika posljedica je drugalije grade
bakterija. Gram-negativne bakterije imaju dvoslojnu membranu odvojenu tankim slojem
peptidoglikana, vanjska strana membrane ispunjena je lipopolisaharidima i negativno nabijenim
fosfatnim skupinama te karboksilatnim skupinama prisutnim u $eéerima. Za razliku od njih, Gram-
pozitivne bakterije imaju jednu stanicnu membranu okruzenu tankim slojem peptidoglikana, a

povrsina je negativno nabijena fosfatnim skupinama u glicerolfosfatnim ponavljaju¢im jedinicama.
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Razli¢ita emisija senzora 12 ovisno o vrsti bakterije dokazuje da senzor pokazuje veliku osjetljivost

i selektivnost za identifikaciju bakterija $to je vazno svojstvo za upotrebu senzora (slika 19.).%
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Slika 19. Pretpostavljeni mehanizam i izlazni signal senzora 12 za brzu identifikaciju bakterija®*

Vrijednost pH je vazan parametar u raznim bioloskim i kemijskim procesima, a brzo i jednostavno
odredivanje pH cCesto je nuzno potrebno u medicini te biologiji. Razvoj novih kemosenzorskih
molekula veoma je izrazen i u podru¢ju odredivanja pH zbog niza prednosti jednostavnih optickih
senzora nad drugim metodama detekcije iona H*. Molekula koja pokazuje razliku u boji il
intenzitetu fluorescencije izmedu svog protoniranog i deprotoniranog oblika sposobna je dati
kvantitativnu informaciju o kiselosti otopine. Cao i suradnici sintetizirali su triazolpirenski derivat
13 ¢cija se fluorescencija mijenja ovisno o pH otopine (shema 5.). Ovaj biosenzor ulazi u
mitohondrije i ima nisku citotoksi¢nost te je prikladan indikator za in vivo pracenje pH pri
razli¢itim podraZajima/uvjetima Sto su potvrdili kvantitativnim odredivanjem pH na stanicama

HeLa, NIH/3T3, MCF-7 i HBE (slika 20).%
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Shema 5. pretpostavljeni mehanizam djelovanja spoja 13%
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Slika 20. Upotreba senzora 13 za kvantitativno odredivanje pH na stanicama HeLa, NIH/3T3,
MCF-7 i HBE®*

Mnogi otkriveni organski fluorofori emitiraju u otopini, ali je u C¢vrstom stanju njihova
fluorescencija ugasena zbog jakih m—m-interakcija. Taj se proces naziva gasenje fluorescencije
uzrokovano agregiranjem (engl. Aggregation caused quenching, ACQ). Emisija izazvana
agregacijom molekula (engl. Aggregation induced emission, AIE) je fenomen opisan u posljednjem
desetlje¢u. Park i suradnici su paralelno s Tangom i suradnicima uoc€ili neobi¢nu pojavu da

agregacija molekula kod odredenih fluorofora uzrokuje znacajno intenzivniju fluorescenciju,

nasuprot oéekivanom gasenju fluorescencije.®* %
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Srinivasan i suradnici uspjesno su sintetizirali novu Schiffovu bazu na bazi pirena (14, shema 6.).
Schiffove baze su imini koji na duSikovu atomu imaju vezan ugljik; opéa formula im je R1R2C=N-
Rs. Nastaju kondenzacijom aldehida ili ketona s primarnim aminima. AIE svojstva ispitana su u
smjesama dvaju otapala razli¢itih polarnosti, tetrahidrofuranu (THF) 1 vodi. Otopina spoja u ¢istom
THF-u slabo fluorescira, a porastom udjela vode poveéava se polarnost otopine te dolazi do
formiranja agregata i pojave plave fluorescencije. Povecanjem polarnosti raste intenzitet
fluorescencije i svoj maksimum dostize pri udjelu vode od 90 % (slika 21). Nastajanje agregata

veli¢ine 92 nm potvrdeno je i DLS-om (slika 21b).%

@‘QO T
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Shema 6. Struktura spoja 14%
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Slika 21. (a) apsorpcijski spektar spoja 14 u THF te THF / H20 (10:90), (b) DLS spektar agregata
spoja 14, (c) osvjetljavanje otopina pod UV-lampom, (d) emisijski spektar spoja 14 u THF te
THF / H20 (10:90)%

Biokompatibilnost samoorganiziraju¢ih agregata formiranih od Schifove baze 14 te mogucnost
njihove uporabe za medicinsku dijagnostiku, naroCito za oznaCavanje stanica, ispitana je na
stanicama HeLa i HEK (slika 22.). Pokazalo se da samoorganizirajuci agregati u kratkom vremenu
(oko 15 minuta) ulaze u stanicu, a emisija fluorescencije je uglavnom prisutna u stani¢noj
membrani zivih stanica umjesto u jezgri. Obje tretirane stani¢ne linije zadrzale su svoju
morfologiju dokazuju¢i biokompatibilnost agregata. Dobiveni rezultati pokazuju da se
samoorganiziraju¢i agregati nastali iz spoja 14 mogu Koristiti kao fluorescentni biosenzori za in
vitro primjenu u biooslikavanju zbog izvrsne biokompatibilnosti, jake fluorescencije i dobre

stani¢ne propusnosti.®®
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Slika 22. Vizualizacija stanica HeLa (a—c) i HEK (d—f) inkubiranih spojem 14%

Reddy i suradnici dizajnirali su pirenski derivat 15 koji u sustavu DMSO/voda stvara fluorescentne
organske nanocestice. Spoj 15 (slika 23a) dobiven je 1,3-dipolarnom Huisgenovom cikloadicijom
s 1-etinilpirenom preko Cu-katalizirane klik-reakcije. Otopina spoja 15 u DMSO fluorescira plavo,
a porastom udjela vode (< 40 %) povecava se polarnost otopine te dolazi do batokromnog pomaka
i smanjenja fluorescencije spoja 15. Daljnjim dodavanjem vode (> 40 %) dolazi do nastajanja nove
vrpce izmedu 400 — 700 nm s maksimumom na 485 nm, tzv. ekscimerne vrpce (slika 23c). U
prisustvu 98 % vode, monomerna vrpca potpuno nestaje, a maksimum ekscimerne vrpce pomice
se na 510 nm S$to dokazuje da povecanjem udjela vode u otopini spoja 15 u DMSO dolazi do
nastajanja agregata spoja 15. Proba s laserom (slika 23b) pokazuje Tyndallovo rasprSenje na
uzorcima s viSe od 30 % vode te potvrduje da dolazi do agregiranja. Napravljena su i bioloska
testiranja na stanicama MDA-MB-231. Spoj 15 netoksican je za stanice i ne pokazuje nikakve

nuspojave te prolazi kroz stani¢nu membranu (slika 23d).%
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Slika 23. (a) molekulska struktura spoja 15, (b) gaSenje fluorescencije i Tyndallov efekt kao

rezultat formiranja naocestica spoja 15 u vodi, (c) emisijski spektar spoja 15 pri razli¢itim

omjerima DMSO/voda, (d) fluorescencijsko oslikavanje stanica zebrastih ribica®’

Zhu i suradnici sintetizirali su pirenski derivat 16 (shema 7.) za detekciju pirofosfatnog aniona
(PPi) u vodenom mediju. PPi je nusprodukt hidrolize ATP-a unutar stanice te je ukljucen u
sekvenciranje DNA, skladiStenje energije 1 u razli¢ite enzimske procese. Mjerenje razine PPi u
organizmu potrebno je radi pracenja i dijagnostike razlic¢itih bolesti poput bolesti taloZenja kristala
kalcijevog pirofosfata dehidrata (pseudogiht) te razli¢itih tumora. Sintetizirani senzor 16 pri pobudi
od 360 nm pokazuje jaku ekscimernu vrpcu na 503 nm te vrlo slabu monomernu vrpcu na 380 nm
1 pokazuje izrazito zelenu fluorescenciju. Testiranjem razlic¢itih aniona (10 equiv) pokazano je kako
spoj 16 reagira samo na pirofosfatni anion (PPi) §to se o€ituje u opadanju ekscimerne vrpce te
porastu monomerne vrpce. Dodatak ostalih aniona (F-, CI-, Br, I, AcO™, SO+%>", COs?, NOs,
ClO4, Pi, AMP i ADP) ne dolazi do promjene emisijskog spektra spoja 16 (slika 24.). Medutim,
dodatkom ATP-a dolazi do djelomi¢nog smanjenja emisijske vrpce, dok nema promjene u
monomernoj vrpci. lako mozZe do¢i do interferencije signala, razlika u emisiji ovisno o anionu
omogucuje njihovo razlikovanje. Dok kompleks spoja 16 s PPi pokazuje plavu fluorescenciju,
kompleks spoja 16 s ATP-om pokazuje tirkiznu fluorescenciju te je mogucée razlikovati ta 2
kompleksa i samim gledanjem pod UV-lampom (slika 24a). Kako bi se testirala bioloska primjena
senzora 16, testirano je njegovo ponaSanje na stanicama HelLa (slika 25.). Stanice inkubirane

spojem 16 pokazuju vrlo slabu plavu fluorescenciju. No, dodatkom pirofosfatnog aniona (PPi)
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dolazi do intenzivne plave fluorescencije Sto dokazuje da je senzor 16 moguce koristiti za

odredivanje aniona PPi u stanicama HeLa.%

v
Vs
I

Shema 7. Struktura i shematski prikaz spoja 16°
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Slika 24. (a) slika uzoraka pod UV-lampom, (b) promjena fluorescencije senzora 16 (20 pum) u
ovisnosti o vrsti analita (lex = 360 nm), (c) omjer emisije monomera i ekscimera u ovisnosti o

vrsti analita®®

jaka monomerna fluorescencija jaka ekscimerna fluorescencija slaba ekscimerna fluorescencija
NH;
<N | X
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©0,.080 0% ¢ ¢ N
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Shema 8. Shematski prikaz ponasanja senzora 16 u interakciji s PPi i ATP%
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Svijetlo polje Fluorescencija Preklopljeno

Slika 25. Konfokalna fluorescencija stanica HelLa inkubirana senzorom 16 (20 um, 37 °C, 30
min) te naknadnim dodatkom PPi (200 mm)%

Samoorganiziraju¢i nanomaterijali, zbog svoje dinamicke prirode, imaju veliki istraZivacki
potencijal za upotrebu kao teranosticki agensi u dijagnostici te u molekulskom oslikavanju.
Posljednjih su se godina narocito razvila istrazivanja “in situ samoudruzivanja” s ciljem in situ
konstrukcije nanomaterijala u zivim sustavima. He i suradnici dizajnirali su bis-pirenske derivate
17-21 kao visenamjenske gradevne blokove. Ovi derivati u ¢vrstom stanju ne pokazuju
fluorescenciju. Medutim, stvaranjem agregata J-tipa pojavljuje se ekscimerna emisija. Slaganjem
molekula bis-pirena 17 nastaju paralelne jedinice pirena medusobno povezane n— m-interakcijama.
Bis-piren 17 i njegovi analozi (18-21) imaju sposobnost samoudruzivanja te stvaranja nanocestica
u vodenim otopinama zbog hidrofobnih i n—r-interakcija te takoder pokazuju fluorescentne signale
kojim se mogu pratiti procesa samoudruzivanja in vitro i in vivo. SamoudruZivanje in situ
postignuto je promjenom uvjeta kao $to su npr. enzimi, pH i redoks-potencijal. In situ
transformacija za pripravu nanomaterijala pokazala je nove biomedicinske u€inke. Takoder je
vazna i morfoloska transformacija iz nanocestica u nanovlakna pri ¢emu dolazi do modulacije
nanostruktura (veli¢ina, oblik 1 povrSinski naboj) prema potrebi biomedicinskog snimanja Sto

omogucava §iru upotrebu (shema 9.).%°
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Shema 9. shematski prikaz samosastavljanja, transformacije te bioloske primjene bis-pirenskih

derivata 17-21%°

Testiranje in situ samoudruzivanja napravljeno je tako da su molekule spoja 17 rasprSene u
polimerne nosace koji se potom isporucuju u ciljanu regiju gdje dolazi do oslobadanja i in situ
samoudruzivanjem molekula spoja 17 (slika 26.). Amfifilni poli(B-aminoester) (PbAEs) formira
micele pri pH = 7,4 za enkapsulaciju spoja 17. Kada je pH manji od 5,5 emisijska vrpca s
maksimumom na 350 nm znacajno poraste zbog disocijacije micela 1 otpustanja spoja 17 praceno

samoorganizacijom molekula. U svrhu samoudruZzivanja u zivim stanicama Spoj 17 je rasprSen u
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PbAE micelama te su kao takve inkubirane, apsorbirane i zatim unesene u lizosome stanica HeLa.
In situ samoudruzivanje spoja 17 formiranjem nanocestica i pojavom fluorescencije dobiveno je u

kiselim lizosomima.t

, b) . _
a) | PbAE/17 pH 7,4
T | g 3000 —— PbAE/17 pH 5,5

)

g pH
0 0 ) < 7.4
T\)L, AJ\/\NNH »«) < 2000 1
} 5
L NN N = = 10001
PbAE 0l ;
420 480 540 600 660
Valna duljina / nm
)
d) 0 min 15 min 30 min 1h

= PbAE / BP

Slika 26. (a) shematski prikaz kompleksa 17-PbAE rasprsenog u polimernim micelama, (b)
emisijski spektar kompleksa 17-PbAE rasprsenog u polimernim micelama pri razli¢itim pH (Aex
= 365 nm), (¢) otpustanje spoja 17 iz micela i agregiranje spoja 17 u lizosomima, (d) konfokalna
slika kompleksa 17-PbAE rasprsenog u polimernim micelama na stanicama HeLa pri razlicitim

vremenskim intervalimal®

Osim micela, spoj 17 takoder se moze konjugirati s polimernim nosa¢ima za disperziju. Tako je 17
konjugiran s poli(amidoamin) (PAMAM) dendrimerima kroz enzim specifican za autofagiju
(peptid koji reagira na ATG4B), kako bi se formirao konjugat 18 (slika 27a). Optimizirani konjugat
18 pokazuje slabu fluorescenciju, ali ako dode u doticaj s ATG4B dolazi do oslobadanja te
samoudruzivanja molekula 17 Sto rezultira porastom signala fluorescencije. Ovakav nacin
unutarstanicnog samoudruzivanja te ukljucivanja fluorescencije korisno je za mjerenje aktivnosti
ATG4B. TEM-om je praceno agregiranje spoja 17 te se pokazalo da do potpune transformacije u
vlakna dolazi nakon 24 sata. Ovaj proces samoslaganja temeljen na konjugatu 18 testiran je i na
stanicama embrija zebrastih ribica tretiranih PBS-om i rapamicinom te je dokazano da se u

stanicama tretiranim rapamicinom (Rapa) moze dokazati prisustvo ATG4B (slika 27c).1%
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a)

Slika 27. (a) struktura konjugata 18, (b) shematski prikaz mehanizma samoslaganja kompleksa 18
u zivim stanicama, (¢) TEM slike strukturne transformacije konjugata 18, (d) stanice zebrastih

ribica inkubirane PBS-om i rapamicinom te je zatim dodan konjugat 18

He i suradnici dizajnirali su molekulu s dvije fluorescentne jedinice, bis-pirena 17 i cijaninske boje
Cy kovalentno povezane preko disulfidne veze (19) koje su se samoudruzile u nanocestice uz
gasenje fluorescencije uzrokovano agregacijom (ACQ). NanocCestice se mogu aktivirati
glutationom (GSH) pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa GSH-Cy i oslobadanja bis-pirena 17
nakon ¢ega dolazi do nastajanja agregata bis-pirena 17 (slika 28a). Intenzitet fluorescencije se
znatno poveca stvaranjem GSH-Cy kompleksa i nastaje nova emisijska vrpca s maksimumom na
820 nm (slika 28b) te za agregate bis-pirena 17 s pojavom emisijske vrpce s maksimumom na 520
nm, slika 28c). Nanocestice 19 su biokompatibilne te pokazuju zanemarivu toksi¢nost na stanicama
MCF-7 (do 100 puMm) te se stoga mogu uspjes$no Koristiti za in vivo testiranje GSH u razli¢itim
tumorima (slika 28d).1%
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Slika 28. (a) struktura konjugata 19 te utjecaj GSH na konjugat 19, (b, c) emisijski spektar
promjene spektra spoja 19 dodatkom GSH, (d) ex vivo slike tkiva i tumora nakon 12 h inkubacije

s konjugatom 19 te PBS-om (kontrola)*®

Isti znanstvenici dizajnirali su konjugat 20 koji omogucava in vivo stvaranje nanovlaknaste mreze
u tumoru ¢ime doprinosi inhibiciji Sirenja tumora i metastaza. Dizajnirani konjugat 20 sluzi za
popravak prirodnog izvanstani¢nog sadrzaja kroz in situ transformaciju nanocestica u nanovlakna
u tumoru (slika 29a). Nanocestice spoja 20 transformiraju se u nanovlaknastu mrezu kao umjetni
izvanstaniéni matriks (engl. Artificial extracellular matrix, AECM) pomoc¢u vezanja ligand-
receptor. TEM rezultati pokazuju da se nanoCestice konjugata 20 kroz 2 dana transformiraju u
kratka vlakna dok mu je za potpuno pretvaranje u duga vlakna potrebno 6 dana (slika 29b). Stanice
MDA-MB-231 inkubirane s nano¢esticama konjugata 20 prikazuju vlaknastu strukturu koja tvori
mrezu (slika 29¢). Za in vivo studije, testirane su nanocestice konjugata 20 same, kao kontrola, te
kroz morfoloSke transformacije kao AECM. Transformacija u tumoru pokazala je dugotrajno

zadrzavanje, ¢ak 72 sata, §to je puno duze od kontrolne skupine (slika 29d) iz ¢ega se moze
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zakljuciti da AECM djeluje kao dugoro¢na prepreka jer rezultira vrlo uéinkovitom inhibicijom

tumorskih metastaza. Hematoloski i histopatoloski testovi histoloskog presjeka nisu pokazali

znadajne razlike u patologkim znakovima izmedu skupina lije¢enih konjugatom 20 i PBS-om.1%3

a) nanocestice i e S i
spoja 20 ( nanocestice |
& spoja20 |
: ~.'/ & strukturne : Wt > X o g |
K samosastavljanje ¥ \;‘V transfomacije o ey 1
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[* - ¥t
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b) d) 20N¢  AECM20 PBS
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jetra
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Slika 29. (a) struktura i shematski prikaz transformacije nanocestica konjugata 20 u nanovlakna,
(b) TEM slike morfologije transformacije nanodestica konjugata 20 u prisutnosti iona Ca?* u
vodenoj otopini, (¢) SEM slike strukturne transformacije nanocestica konjugata 20 na povrsini
stanice, (d) ex vivo fluorescencijske slike biodistribucije konjugata 20 u razli¢itim tkivima i

tumorul®

Na temelju mehanizma in vivo transformacije iz nanocestica u nanovlakna u tumoru, a posebno
zbog biokompatibilnosti takvog sustava, predlozen je novi sustav dostave lijeka, pomocéu
mehanizma domac¢in-gost. Dizajniran je novi konjugat 21 (shema 10.) kako bi se testirao ovakav
nacin dostave lijekova. Pri pH = 7,4 pripravljene su nanocestice koje su zatim inkubacijom u puferu

pri pH = 6,5 prevedene u nanovlakna. S obzirom na to da nanovlakna mogu uhvatiti male molekule,
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ovakav sustav je dobar za dostavu lijekova te njihovo dugoro¢nije zadrzavanje u organizmu.
Testiranje je obavljeno na miSevima pri ¢emu su nanocestice konjugata 21 ubrizgane u misje
tumore te su se, zahvaljuju¢i kiselom okruzenju tumora, transformirale u nanovlakna. Male
molekule lijekova mogu se hidrofobnim interakcijama vezati za nanoCestice te se na taj nacin

prenijeti do tumora, a pomoc¢u nanovlakana se ,,zaklju¢aju u tumore te imaju terapijski ucinak

(shema 11.).1%4
N 1, N n,, //, Yy, ///
s, 15 @f b &5 n

)Y

21

Shema 10. Struktura konjugata 21104

nanodestice nanovlakna nanovlakna
strukturna prepoznavanje
transformacija - malih molekula
~
H=174 » .
p 8 pH=6.5 oz ;/
o~ O
21 ; oY ',:

hldroﬁlno -lipofilna ravnoteza "zaklju¢avanje" u hidrofobnoj domeni

Shema 11. shematski prikaz transformacije konjugata 21 iz nanocestica u nanovlakna potaknuto

promjenom pH?%
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2.7. Pirenski derivati kao gelatori

Male organske molekule procesom samoudruzivanja nekovalentnim interakcijama
(vodikovim vezama, van der Waalsovim silama, m—m-interakcijama, elektrostatskim
interakcijama te interakcijama prijenosa naboja) povezuju molekule, stvaraju niti mikrometarske
duljine 1 nanometarskog promjera koje nekovalentnim umrezavanjem 1i/ili mehanickim
ispreplitanjem stvaraju trodimenzijsku mrezu koja imobilizira molekule otapala te uzrokuje
gubitak fluidnosti sustava odnosno nastanak gela.}%>% Gelovi su mekani materijali koji
predstavljaju stanje materijala izmedu krutog i tekuéeg. S obzirom na vrstu upotrijebljenog otapala
za geliranje, gelovi se mogu podijeliti na organogelove i hidrogelove. Kao §to sami nazivi govore,
organogelovi su gelovi iz organskog otapala, a hidrogelovi su gelovi iz vode. Svaki gel ima razli¢itu
morfologiju ovisno o strukturi te mogu formirati cjevasta vlakna, trake, Stapice te se mogu slagati
u snopove ili ploce. Supramolekulski hidrogelovi sastavljeni od aminokiselina i njihovih derivata
sve se vise upotrebljavaju kao biomaterijali u podrucju dostave lijekova, tkivnom inzZenjerstvu,
biosenzora, odjeljivanja proteina te imaju jo§ mnoge druge primjene zbog svoje slabe toksi¢nosti,
dobre biokompatibilnosti i biorazgradivosti,106-108

Fluorescentni gelovi su mekani materijali koji mogu biti polimerne prirode ili sastavljeni od malih
molekula gelatora koje se procesom supramolekulskog udruZivanja sloze u dobro definirane
komplekse molekula, a medusobno su povezani razli¢itim kovalentnim ili nekovalentnim
interakcijama koje su tipi¢no dinamicke i reverzibilne. Ovi gelovi razlikuju se od konvencionalnih
hidrogelova ili organogelova u svojim svojstvima emitiranja svjetlosti. Fluorescentni gelski sustavi
pokazuju znacajne varijacije u emisiji kao posljedica faznih prijelaza na molekularnoj razini
samoudruzivanja. Informacije 0 samoudruzivanju na molekulskoj razini otvaraju moguénost za
dizajniranje razli¢itih nanostruktura.1%%11!

Piren je policiklicki aromatski ugljikovodik s izraZenom fluorescencijom te mogucénoscu
modifikacije jezgre razli¢itim funkcijskim skupinama. S obzirom na njegova izvrsna svojstva
fluorescencije i osjetljivost prema promjeni okoline, a posebno zbog sposobnosti formiranja
ekscimera, piren se sve vise koristi za oznaCavanje stanica te kao senzor. Pirenske gelatore moguce
je pripremiti funkcionalizacijom pirenske jezgre s amidima, Shiffovim bazama, ureom te drugim
poveznicama kao $to su razli¢iti alkinili. Senzori dobiveni samoslaganjem pirenskih derivata imaju
razli¢ita svojstva ovisno o analitu zahvaljujuéi fluorescencijskim svojstvima pirena, medu kojima

je posebno izrazeno pracenje promjene intenziteta monomera i ekscimera.
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U novije vrijeme razvijeno je vise derivata pirena koji su se pokazali iznimno ucinkovitima u
geliranju razlicitih organskih otapala i/ili vode u koncentracijama manjim od 1 % v/v. Lalitha i
Nagarajan dizajnirali su fluorescentne gelatore 22a—c koji se sastoje od pirenske i kumarinske
jedinice te dugih lanaca vezanih na polozaju 7 kumarinske jezgre (shema 12.). Spoj 22a uspjesno
gelira vise alkohole (Cs—C12), a dobiveni gelovi pokazuju svojstvo termoreverzibilnosti (shema
13.). Ispitivanjem morfologije takvih gelova ustanovljeno je da spoj 22a radi gelove isprepletenih
tankih vlakana i zavrnutih vlakana veli¢ine 100 — 200 nm. Fluorescencijska svojstva gela spoja 22a
u dodekanolu ispitana su snimanjem emisijskog spektra na nacin da je u gelu povecavan volumen
otapala te su se pratile promjene u fluorescenciji. Emisijski spektar uzorka gela pokazuje
maksimume emisije na 389, 409 i 554 nm. Dodatkom sve viSe dodekanola maksimum vrpce na
409 nm raste, dok se maksimum na 554 nm pomice u lijevo, prema manjim valnim duljinama, §to
je dokaz da dolazi do razaranja gela. Ispitani su i spojevi 22b-c koji pokazuju sli¢na
fluorescencijska svojstva kao i spoj 22a. Nakon ispitivanja fluorescencijskih svojstava ispitana je
I njihova bioloSka aktivnost. Prvo je ispitana citotoksi¢nost na stanicama fibroblasta 1.929 i PC3,
ljudskim stanicama raka prostate. Rezultati pokazuju da su spojevi 22a—c toksi¢ni za stanice raka
prostate, dok su stanice fibroblasta otporne. Zatim je ispitana moguénost ulaska agregata u stanice
fibroblasta (slika 30.). Dobiveno je da agregati spojeva 22a—c ulaze u citoplazmu stanica i da se
koncentracija agregata unutar stanica poveava s vremenom. Derivat 22a pokazuje izrazen
fluorescentni signal, za razliku od derivata 22b—c koji imaju duge hidrofobne alkilne lance

supstituirane na kumarinsku jezgru.'?

22a R=H

/\/\/\/E/\/\/\ (50 %)
NN TN NN NN (6%)

b R~ /\/\/\/\:/E/\/ (29 %)
P N N G\ P N )
22a-c
22¢ R= NSNS

Shema 12. Struktura gelatora 22a—c'!?
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Shema 13. PredloZeni mehanizam nastajanja gela spoja 22a u dekanolu®*?

3D nakon 1 min

Slika 30. Inkubacija stanica fibroblasta L929 spojem 22a'!2

Unutarstani¢ni pH je vazan ¢imbenik u procesima stani¢énog metabolizma 1 svi proteini ovise o pH
za odrZavanje svoje strukture i funkcije. Osim toga, unutarstani¢ni pH ima vaznu ulogu u mnogim
bioloskim procesima kao §to su proliferacija stanica, apoptoza, otpornost na lijekove, fagocitoza,
endocitoza, transdukcija signala te u pretvorbi stani¢ne energije. U stani¢nom prostoru pH je strogo
reguliran, a mala abnormalnost moze rezultirati razli¢itim klinickim problemima, dok ekstremnije
odstupanje moze biti kobno za ljudski zivot. 1z tog razloga, in vivo pracenje promjena pH je od
velike vaznosti za precizno odredivanje odnosa izmedu razine pH i stani¢nih procesa. lako postoje
klasicne metode odredivanja pH, zbog povremene neprakti¢nosti potrebno je razviti brze i

prikladne senzore za pra¢enje pH. Cao i suradnici sintetizirali su 8-hidroksipiren-1-karbaldehid

49



Mateja Belovari Doktorska disertacija

(23, slika 31a) i pratili promjenu fluorescencije ovisno o pH koji funkcionira na principu
protoniranja i deprotoniranja OH-skupine spoja 23. Zbog netopljivosti karbaldehida 23 u vodi,
pripremljen je kompozitni nanogel (23-NG) koji se sastoji od spoja 23 i poliuretanskog hidrogela
u omjeru 1:199. Poliuretanski hidrogel odabran je jer ga odlikuju stabilnost, biokompatibilnost te
ne reagira na promjene pH i stoga prisutnost poliuretanskog hidrogela neée utjecati na rezultate.
Nanogel 23-NG testiran je na razli¢ite vrijednosti pH (slika 31b). Boja fluorescencije mijenja se
promjenom pH, od zelene do crvene boje (pH = 4 — 10). Ispitana je citotoksi¢nost nanogela 23-NG
na stanicama fibroblasta NIH/3T3 koje su se pokazale otporne na ovaj materijal. Inkubacijom

nanogela 23-NG na stanicama fibroblasta NIH/3T3 dobiveno je da nanogel ulazi u stanice i

pokazuje fluorescentni signal ovisno o pH stanice (slika 31c).}*

- O ®

Slika 31. (a) mehanizam promjene emisije spoja 23 promjenom pH, (b) slika fluorescencije
nanogela 23-NG pri razli¢itim pH, (c) slike konfokalne mikroskopije nanogela 23-NG na
stanicama fibroblasta NI1H/3T3!3
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Bhattacharya i suradnici sintetizirali su novi biokompatibilni fluorescentni gelator konjugiran
aminokiselinom tirozinom (24). Gelator 24 sastoji se od galne kiseline na koju su vezani polieterski
lanci koji poti¢u stvaranje vodikovih veza, aminokiselinskog dijela koji potice samoslaganje
kombinacijom H-veza i hidrofobnih interakcija te hidrofobne pirenske jedinice koja odrzava
hidrofobnu i hidrofilnu ravnotezu i1 kontrolira nastajanje gela (shema 14.). Ovaj hidrogel pokazuje
dobra mehanicka svojstva, termoreverzibilnost i tiksotropiju. U doticaju hidrogela spoja 24 s
ionima CIO™ dolazi do faznog prijelaza iz gela u otopinu pra¢eno promjenom fluorescencije (slika
32a,b,e). Promjena u intezitetu fluorescencije hidrogela spoja 24 u prisutnosti iona CIO™ koristi se
za analizu komercijalnih izbjeljivaca te su u tu svrhu proizvedene papirnate trake presvucene gelom
s kojima se ioni CIO™ detektiraju na licu mjesta (slika 35c). Bioloska aktivnost spoja 24 testirana
je na stanicama HeLa pri ¢emu je uofeno da stanice tretirane spojem 24 pokazuju plavu
fluorescenciju u podrucju izmedu 450 i 600 nm, dok prilikom dodatka iona C1O™ dolazi do gasenja
fluorescencije (slika 32d) zbog oksidativno-disocijativne reakcije u stanicama te se stoga navedeni

spoj moze koristiti za fluorescencijsko oslikavanje i ozna¢avanje iona C1O™ u stanicama.''*

OH
o)
K}\ e i i T g NN
N N
v o/\/o\/\o/\/o\
O\/\o/\/o\/\o/
24

Shema 14. Struktura gelatora 244
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Slika 32. (a) emisijski spektar titracije spoja 24 (20 UM, Aex = 345 nm) s ionima CIO™ (0 — 22 um),
(b) promjene u emisijskom spektru spoja 24 (20 UM, dex = 345 nm) dodatkom razli¢itih analita,
(c) slika papirnatih traka presvucenih gelom spoja 24 u doticaju s ionima CIO™ (pod UV-lampom,
/=365 nm), (d) unutarstani¢no oslikavanje iona CIO™ spojem 24 na stanicama HeLa, (d) slika

epruveta s gelom spoja 24 u interakciji s razli¢itim analitimal*

Interakcije prijenosa naboja izmedu donora elektrona i akceptora u dvokomponentnom gelu
dobivaju posebnu vaznost jer mogu modulirati strukturu i mehanicka svojstva gelova promjenom
parova koji sudjeluju u prijenosu naboja. Kompleksi s prijenosom naboja sastoje se od dviju ili vise
molekula ili iona koje se same privlate pomocu elektrostatskih sila, pri ¢emu je jedna molekula
donor, a druga akceptor elektrona, te dolazi do prijenosa naboja izmedu molekula/iona (CT
interakcije). Dobiveno elektrostatsko privlacenje stabilizira molekulski kompleks.!*® Hidrogelovi
s efektom prijenosa naboja praktiéni su za upotrebu jer zbog svoje biokompatibilnosti

omogucavaju biolosku primjenu takvih gelova.

Bhattacharjee i suradnici dizajnirali su dvokomponentni hidrogelni sustav sa svojstvima prijenosa
naboja koji se sastoji od donorske molekule na bazi pirena (25) i akceptorske molekule na bazi
naftalenskog diimida (26) (shema 15.). Mijesanjem spojeva 25 i 26 u omjeru 1:1 u sustavu otapala
H20/DMF (99:1) nastaje proziran hidrogel s kriticnom koncentracijom geliranja (CGC) pri 1,82
mM. Bhattacharjee i suradnici ispitivali su kako drugi ¢imbenici utje¢u na gelatorska svojstva.

Isprobana su mehanicka svojstva te je gel dobro protresen i ostavljen u stanju mirovanja (slika 33.)

52



Mateja Belovari Doktorska disertacija

Tresnjom gela on prelazi u otopinu da bi se daljnjim mirovanjem vratio nazad u stanje gela $to
pokazuje da ovaj gelski sustav ima dobra samoobnavljaju¢a svojstva. Dodatkom AgOTF (1
ekvivalent) dolazi do razaranja gela, odnosno, prelaska iz gela u otopinu te do promjene boje u
narancastu bez mogucnosti povratka nazad u stanje gela. Proucen je i utjecaj dodatka kiseline ili
baze. Dodatkom NaOH dolazi do deprotoniranja molekule te razaranja nekovalentnih interakcija u
gelu pri cemu gel prelazi u stanje otopine. Nadalje, dodatkom HCI u istu otopinu dolazi do
protoniranja molekule 26 te ponovnog nastajanja gela. Zbog svojstva deprotonacije/protonacije te
svojstva obnavljanja gela ovaj dvokomponentni sustav moze imati potencijalnu primjenu u

tkivnom inZenjerstvu i dostavi lijekova.l!®

0 e N NN
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H
\N s N O/\/o\/\o/\/o\
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7\ HN—N ' N_»E_QN
NC>_<o 0 O o)

26

Shema 15. Struktura molekula 25 i 2616
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Slika 33. Promjena gel — otopina gela 25/26 (1:1) pri razli¢itim uvjetima®®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Uvodne napomene

Svi pripravljeni spojevi okarakterizirani su spektroskopijom NMR radi utvrdivanja strukture. 'H i
13C spektri snimljeni su na instrumentima Bruker AV-600 te AV-300, koji rade na frekvencijama
od 600 MHz i 300 MHz za H jezgre i frekvencijama od 150 MHz te 75 MHz za 3C jezgre. NMR
spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu, a kao interni standard koristen je TMS. Kemijski
pomaci (d) izrazeni su u ppm, a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Dvodimenzijski COSY (engl.
Correlation Spectroscopy) te NOESY (engl. Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy)
spektri snimljeni su na uredaju Bruker Avance Neo. FTIR spektri snimljeni su na IR spektrometru
Perkin Elmer FT-IR UATR. Talista su odredena su na Koflerovom mikroskopu. Tankoslojna
kromatografija je napravljena na plocicama silikagela Merck 60 F254, a vizualizacija plo¢ica
izvedena je pomoc¢u UV-lampe (254 nm i 365 nm). Otapala su proc¢iSéena metodama opisanim u
literaturi te su pohranjena na molekulskim sitima. Pocetne aminokiseline, aminoalkoholi te 1-
etinilpiren su kupovne kemikalije proizvodaca Alfa Aesar i Fluka. UV/Vis spektri snimljeni su na
spektrometru Varian Cary 100 Bio, dok su fluorescencijski spektri snimljeni na spektrometru
Varian CaryEclipse (Agilent Technologies). Za ispitivanje cirkularnog dikroizma i opticke
rotacijske disperzije koriSten je instrument Jascoo J-815. Veliina nanocestica odredena je na
uredaju Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical). Za odredivanje morfologije nanocestica koriSteni su
transmisijski elektronski mikroskop Zeiss EM10A (TEM, napon ubrzanja 60 kV) te mikroskop
atomskih sila (AFM) Bruker. Uzorci za TEM sjencani su nanoSenjem atomskog sloja paladija na
uzorak. Vizualizacija na stanicama izvedena je na konfokalnom laserskom pretraZznom mikroskopu

Leica SP8 X FLIM.
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3.2. Sinteza bis-pirenskih derivata

3.2.1. Sinteza dimetil-oksalata (1)’

(0] (o]
MeO OMe

1

Metanol (24,27 mL, 600 mmol) je dodan kap po kap u piridin (24,19 mL, 300,0 mmol). Otopina
oksalil-klorida (12,95 mL, 0,15 mol) u benzenu (80 mL) je polagano dodavana u reakcijsku smjesu
u atmosferi dusika na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je zatim refluksirana 3 h te potom
mijeSana na sobnoj temperaturi 1 dan. Otapalo je upareno. Bijela krutina je ekstrahirana hladnim
eterom i suSena na bezvodnom natrijevom sulfatu. Produkt 1 je zatim prekristaliziran iz dietil-etera

(9,97 g, iskoristenje: 56,3 %; t: = 54,5 °C).

3.2.2. Sinteza N,N'-bis[(2S)-1-hidroksi-4-metilpentan-2-ilJoksamida (2a)*:

0

H
N OH
HO N
H

(o)

2a

Otopina L-leucinola (3,75 g, 32,0 mmol) u metanolu (10 mL) dodana je kap po kap u otopinu
dimetil-oksalata (1,89 g, 16,0 mmol) u metanolu (30 mL) pri sobnoj temperaturi kroz 0,5 h. Nakon
dodatka, kruti produkt je istalozio te je profiltriran i ispran dietil-eterom. Spoj 2a izoliran je u obliku
bijelih iglica (1,94 g, iskoristenje: 45,7 %; t: = 172 — 174 °C). Spektroskopska analiza: tH NMR
(600 MHz, DMSO-ds) 6 8,23 (d, J = 9,4 Hz, 1H, NH), 4,71 (t, J = 5,7 Hz, 1H, OH), 3,88 — 3,80
(m, 1H, CH), 3,41 — 3,31 (m, 2H, CH2), 1,55 — 1,46 (m, 1H, Leu), 1,42 (ddd, J = 14,8, 10,0, 4,9
Hz, 1H, Leu), 1,30 (ddd, J = 13,6, 9,1, 4,4 Hz, 1H, Leu), 0,86 (dd, J = 8,2, 6,6 Hz, 6H, Leu-CHs).
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3.2.3. Sinteza N,N'-bis[(2S)-1-hidroksi-3-(4-hidroksifenil)propan-2-ilJoksamida (2b)**8:

OH

(o}

H
N OH
HO N
H

(o)

2b
HO

Otopina L-tirozinol hidroklorida (1,00 g, 4,80 mmol) u metanolu (10 mL) dodana je kap po kap u
otopinu dimetil-oksalata (0,28 g, 2,40 mmol) u metanolu (10 mL) i trietilamina (0,80 mL, 5,76
mmol) na sobnoj temperaturi. Nakon 3 dana, kruti produkt je istalozio te je profiltriran i ispran
dietil-eterom. Produkt je prekristaliziran iz smjese etanol/voda. Spoj 2b izoliran je u obliku bijelog
praha (0,90 g, iskoristenje: 96,6 %; t: = 245 — 246 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (600
MHz, DMSO-ds) 6 9,14 (s, 1H, Tyr-OH), 8,23 (d, J = 9,1 Hz, 1H, NH), 6,95 (d, J = 8,4 Hz, 2H,
Ar-CH), 6,65 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-CH), 4,80 (t, J = 5,6 Hz, 1H, OH), 3,94 — 3,76 (m, 1H, CH),
3,36 (d, J=6,9 Hz, 2H, CHy), 2,66 (ddd, J = 21,7, 13,8, 7,0 Hz, 2H, Tyr-CH>).

3.2.4. Sinteza N,N'-bis[(2S)-1-hidroksi-3-fenilpropan-2-ilJoksamida (2c)*:

2¢

Otopina L-fenilalaninola (3,00 g, 19,44 mmol) u metanolu (10 mL) dodana je kap po kap u otopinu
dimetil-oksalata (1,15 g, 9,72 mmol) u metanolu (40 mL) pri sobnoj temperaturi kroz 0,5 h. Nakon
dodatka, istalozio je kruti produkt koji je profiltriran i ispran dietil-eterom. Produkt je
prekristaliziran iz etanola. Spoj 2c izoliran je u obliku bijelih iglica (3,20 g, iskoristenje: 92,3 %; tt
= 208 — 210 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8,32 (d, J = 9,1 Hz,
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1H, NH), 7,29 — 7,10 (m, 5H, Ar-CH), 4,86 (t, J = 5,4 Hz, 1H, OH), 3,94 (dd, J = 14,4, 8,7 Hz, 1H,
CH), 3,38 (dd, J = 7,3, 5,6 Hz, 2H, CHy), 2,78 (ddd, J = 22,3, 13,7, 7,1 Hz, 2H, Phe-CH>).

3.2.5. Sinteza N,N'-bis[(2S)-1-azido-4-metilpentan-2-ilJoksamida (3a)*:

3a

U otopinu 2a (1,11 g, 3,86 mmol) u suhom piridinu (25 mL) dodan je p-toluensulfonil-klorid (1,99
g, 10,44 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana 3 dana na sobnoj temperaturi. Po zavrsetku reakcije
otapalo je upareno, a ostatak je otopljen u diklormetanu (30 mL) i ispran vodom, octenom
kiselinom (5 %) i zatim opet vodom. Organski sloj suSen je na bezvodnom magnezijevom sulfatu
i uparen. Dobiveni tosilat spoja 2a je dalje koristen bez pro¢is¢avanja. U otopinu tosilata spoja 2a
u DMF-u (40 mL) dodan je natrijev azid (0,60 g, 9,19 mmol). Reakcijska smjesa je zagrijavana 1
h na 100 °C te zatim mijeSana preko no¢i na sobnoj temperaturi. Sol je uklonjena filtracijom, a
filtrat je uparen. Preostala krutina prociS¢ena je kolonskom kromatografijom koriste¢i smjesu
petroleter/etil-acetat (10:1) kao eluens. Spoj 3a izoliran je u obliku bijelog praha (0,56 g,
iskoristenje: 43,5 %; t: = 107 — 108 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
08,73 (d, J = 9,4 Hz, 1H, NH), 4,07 — 3,94 (m, 1H, CH), 3,37 (ddd, J = 17,2, 12,4, 6,7 Hz, 2H,
CHy), 1,56 — 1,45 (m, 2H, Leu), 1,26 — 1,17 (m, 1H, Leu), 0,85 (dd, J = 6,2, 4,8 Hz, 6H, Leu-CHs).
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3.2.6. Sinteza N,N'-bis{(2S)-1-azido-3-[4-(4-metilbenzensulfoniloksi)fenil]propan-2-il}
oksamida (3b):

OTs

3b
TsO

U otopinu 2b (0,58 g, 1,49 mmol) u suhom piridinu (15 mL) dodan je p-toluensulfonil-klorid (0,68
g, 3,58 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana 2 dana na sobnoj temperaturi. Po zavrsetku reakcije
otapalo je upareno, a ostatak je otopljen u diklormetanu (30 mL) i ispran vodom, octenom
kiselinom (5 %) 1 zatim opet vodom. Organski sloj suSen je na bezvodnom magnezijevom sulfatu
i uparen. Dobiveni tosilat spoja 2b je dalje koristen bez procis¢avanja. U otopinu tosilata spoja 2b
u DMF-u (30 mL) dodan je natrijev azid (0,23 g, 3,58 mmol). Reakcijska smjesa je zagrijavana 1
h na 100 °C te zatim mijeSana preko no¢i na sobnoj temperaturi. Sol je uklonjena filtracijom, a
filtrat je uparen. Preostala krutina prociS¢ena je kolonskom kromatografijom koriste¢i smjesu
petroleter/etil-acetat (1:1) kao eluens. Spoj 3b izoliran je u obliku bijelog praha (0,64 g,
iskoristenje: 39 %; t: = 156 — 157 °C). Spektroskopska analiza: tH NMR (600 MHz, DMSO-ds) &
8,76 (d, J = 9,3 Hz, 1H, NH), 7,67 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ts-CH), 7,43 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ts-CH),
7,12 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-CH), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-CH), 4,12 — 4,04 (m, 1H, CH), 3,39
(ddd, J = 17,0, 12,4, 6,6 Hz, 10H, CH> — signal se uvukao pod vodu), 2,79 — 2,69 (m, 2H, Tyr-
CH?>), 2,40 (s, 3H, Ts-CHs). 13C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 159.6, 147,5, 145,6, 137,3, 131,4,
130,3, 130,1, 128,1, 121,7, 53,0, 50,7, 36,2, 21,1.
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3.2.7. Sinteza N,N'-bis[(2S)-1-azido-3-fenilpropan-2-ilJoksamida (3c)**°:

3¢

U otopinu 2¢ (2,73 g, 7,65 mmol) u suhom piridinu (65 mL) dodan je p-toluensulfonil-klorid (4,38
g, 22,95 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana 3,5 dana na sobnoj temperaturi. Po zavrsetku
reakcije otapalo je upareno, a ostatak je otopljen u diklormetanu (50 mL) i ispran vodom, octenom
kiselinom (5 %) 1 zatim opet vodom. Organski sloj suSen je na bezvodnom magnezijevom sulfatu,
profiltriran i uparen. Dobiveni tosilat spoja 2¢ je dalje koristen bez proc¢is¢avanja. U otopinu tosilata
spoja 2c u DMF-u (50 mL) dodan je natrijev azid (1,49 g, 22,95 mmol). Reakcijska smjesa je
zagrijavana 1 h na 100 °C te zatim mijeSana preko no¢i na sobnoj temperaturi. Sol je uklonjena
filtracijom, a filtrat je uparen. Preostala krutina pro¢is¢ena je kolonskom kromatografijom koristeci
smjesu diklormetan/metanol (100:1) kao eluens. Spoj 3c izoliran je u obliku bijelog praha (0,97 g,
iskoristenje: 31,3 %; t: = 118 — 119 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
68,77 (d,J = 9,3 Hz, 1H, NH), 7,30 — 7,05 (m, 5H, Ar-CH), 4,20 — 4,05 (m, 1H, CH), 3,48 — 3,36
(m, 2H, CHy), 2,77 (d, J = 7,2 Hz, 2H, Phe-CH>). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 159,6, 137,9,
128,9, 128,1, 126,2, 53,0, 50,7, 36,9.
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3.2.8. Sinteza N,N'-bis{(2S)-4-metil-1-[4-(piren-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]Jpentan-2-il}
oksamida (4a):

4a O

U tikvici su pomijesani 3a (0,10 g, 0,3 mmol) i 1-etinilpiren (0,17 g, 0,74 mmol) u 15 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 0,74 mL svjeze pripremljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSQO4-5H,0 (0,01 g, 0,04 mmol) otopljen u 0,2 mL vode.
Otopina je snaZzno mijeSana 3 dana na 70 °C te jo$ 2 dana na sobnoj temperaturi. Zatim je reakcijska
smjesa uparena do suha. U ostatak je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina amonijaka.
Slojevi su razdvojeni i novoformirani talog je profiltriran iz vodenog sloja i ispran dietil-eterom.
Talog je prekristaliziran iz smjese DMF/voda. Spoj 4a izoliran je u obliku sivo-smedeg praha (0,16
g, iskoristenje: 71,3 %; t; = 258 — 260 °C). Spektroskopska analiza: FTIR (¥, cm™!): 3700, 3311,
2956, 1658, 1512; *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,97 (d, J = 9,3 Hz, 1H, NH), 8,70 (d, J = 9,3
Hz, 1H, Pir-CH), 8,56 (s, 1H, H1), 8,26 (t, J = 7,2 Hz, 2H, Pir-CH), 8,22 — 8,12 (m, 3H, Pir-CH),
8,10 — 8,02 (m, 2H, Pir-CH), 4,63 — 4,55 (m, 2H, CH>), 4,44 (s, 1H, CH), 1,61 (d, J = 73,2 Hz, 2H,
Leu), 1,27 (d, J = 51,1 Hz, 1H, Leu), 0,85 (d, J = 6,6 Hz, 6H, Leu-CHs). *3C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) 6 159,8, 145,8, 130,8, 130,4, 130,3, 127.,8, 127.,5, 127,4, 127,2, 126,9, 126,3, 1254,
125,3,125,0, 124,9, 124,7, 124,1, 123,8, 52,7, 48,3, 24,3, 23,0, 21,6. ESI-MS (m/z): izracunato za
CsoHasNgO2H" (M + H™): 792,0, pronadeno: 791,5. Elementna analiza za CsoHasNgO2 (M = 790,95)
teorijski (%): C 75,93; H 5,86; N 14,17; O 4,05, pronadeno (%): C 75,91; H 5,82; N 14,19; O 4,03
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3.2.9. Sinteza N,N'-bis{(2S)-1-[4-(4-metilbenzensulfoniloksi)fenil]-3-[4-(piren-1-il)-1H-1,2,3-
triazol-1-il]Jpropan-2-il}oksamida (4b):

O OTs
4b ‘
TsO

U tikvici su pomijesani 3b (0,19 g, 0,25 mmol) i 1-etinilpiren (0,14 g, 0,63 mmol) u 15 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 0,63 mL svjeZe pripremljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSQO4-5H,0 (0,01 g, 0,04 mmol) otopljen u 0,1 mL vode.
Otopina je snazno mijeSana 4 dana na 70 °C te jo$ 2 dana na sobnoj temperaturi. Zatim je reakcijska
smjesa uparena do suha. U ostatak je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina amonijaka.
Slojevi su razdvojeni i novoformirani talog je profiltriran iz vodenog sloja i ispran dietil-eterom.
Talog je prekristaliziran iz smjese DMF/voda. Spoj 4b izoliran je u obliku svijetlosmedeg praha
(0,16 g, iskoristenje: 66,7 %; t: = 263 — 265 °C). Spektroskopska analiza: FTIR (¥, cm™1): 3308,
1656, 1503, 1198, 1177;*H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,96 (d, J = 9,0 Hz, 1H, NH), 8,63 (d,
J=9,3 Hz, 1H, Pir-CH), 8,51 (s, 1H, H1), 8,23 (dd, J = 11,3, 7,5 Hz, 2H, Pir-CH), 8,14 — 8,08 (m,
4H, Pir-CH), 8,06 — 7,99 (m, 2H, Pir-CH), 7,66 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ts-CH), 7,41 (d, J = 8,1 Hz,
2H, Ts-CH), 7,18 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-CH), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-CH), 4,69 — 4,55 (m,
4H, CH+CH_), 2,90 (ddd, J = 22,7, 13,9, 6,5 Hz, 3H, Tyr-CHy), 2,37 (s, 3H, Ts-CHs). *C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) 6 159.,4, 147,6, 145,8, 145,6,137,1, 131,4, 130,8, 130,5, 130,3, 130,2, 130,1,
128,1, 127,8, 127,4, 127,3, 127,1, 126,8, 126,3, 125,3, 125,2, 125,0, 124,8, 124,8, 124,6, 124,1,
123,8, 121,7, 52,2, 51,1, 40,0, 36,4, 21,1. ESI-MS (m/z): izraunato za C7oHs4NgOgS2Na™ (M +
Na*): 1222,4, pronadeno: 1221,5; Elementna analiza za C7oHssNgOsS2 (Mr = 1199,36) teorijski
(%): C 70,10; H 4,54; N 9,34; O 10,67; S 5,35, pronadeno (%): C 70,18; H 4,58; N 9,39; O 10,72;
S541

62



Mateja Belovari Doktorska disertacija

3.2.10. Sinteza N,N'-bis{(2S)-1-fenil-3-[4-(piren-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]propan-2-il}

oksamida (4c):

o N
! /
A\, y N
4c O‘

U tikvici su pomijesani 3c (0,50 g, 1,23 mmol) i 1-etinilpiren (0,70 g, 3,08 mmol) u 39 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 3,08 mL svjeze pripremljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSQO4-5H,0 (0,03 g, 0,19 mmol) otopljen u 0,6 mL vode.
Otopina je snazno mijeSana 2 dana na 70 °C te jo$ 2 dana na sobnoj temperaturi. Zatim je reakcijska
smjesa uparena do suha. U ostatak je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina amonijaka.
Slojevi su razdvojeni i novoformirani talog je profiltriran iz vodenog sloja i ispran dietil-eterom.
Talog je prekristaliziran iz DMF-a. Spoj 4c izoliran je u obliku svijetlosmedeg praha (0,69 g,
iskoristenje: 65 %; tr = 296 — 298 °C). Spektroskopska analiza: FTIR v, cm™?): 3336, 3040, 1661,
1510, 1450, 1363; *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8,97 (d, J = 8,3 Hz, 1H, NH), 8,66 (d, J = 9,4
Hz, 1H, Pir-CH), 8,54 (s, 1H, H1), 8,24 (dd, J = 7,5, 4,1 Hz, 2H, Pir-CH), 8,11 (d, J = 12,4 Hz, 4H,
Pir-CH), 8,02 (dd, J = 8,2, 3,5 Hz, 2H, Pir-CH), 7,19 (dd, J = 15,9, 7,4 Hz, 5H, Ar-CH), 4,64 (d, J
= 10,1 Hz, 3H, CH2+CH), 2,94 (s, 2H, Phe-CH,). 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 160,0, 146,2,
138,1, 131,3, 130,8, 130,7, 129,5, 128,7, 128,3, 127,9, 127,8, 127,6, 127,3, 126,8, 125,8, 125,7,
125,5,125,3,125,2, 124,6, 124,3,52,7, 51,8, 37,5. ESI-MS (m/z): izra¢unato za CseHa2NsO2H" (M
+ H"): 860,0, pronadeno: 859,4. Elementna analiza za CssHa2NgO2 (M, = 858,99) teorijski (%): C
78,30; H 4,93; N 13,04; O 3,73, pronadeno (%): C 78,28; H 4,95; N 13,08; O 3,70
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3.3. Sinteza mono-pirenskih derivata

3.3.1. Sinteza hidroklorida metilnog estera L-leucina (5a)'%:
(o]

OMe
NHs*CI

Sa

Tionil-klorid (14 mL, 190,6 mmol) je pazljivo dodan u otopinu L-leucina (5,00 g, 38,12 mmol) u
suhom metanolu (100 mL) pri 0 °C. Reakcijska smjesa mijeSana je preko noc¢i na sobnoj
temperaturi, zatim refluksirana 0,5 h i ohladena. Otapalo je upareno i nastali talog je profiltriran,
ispran dietil-eterom i osusen. Spoj 5a izoliran je u obliku bijelog praha (6,88 g, iskoriStenje: 99,4
%). Spektroskopska analiza: *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,68 (s, 1H, NH3%), 3,91 (t, J=7,1
Hz, 1H, CH), 3,73 (s, 1H, OCH3), 1,85 — 1,53 (m, 1H, Leu-(CH.+CH)), 0,88 (d, J = 6,5 Hz, 2H,
Leu-CHa).

3.3.2. Sinteza hidroklorida metilnog estera L-tirozina (5b)'%:
(o]

OMe

NH,*CI-
HO

Sb

Tionil-klorid (10,30 mL, 141,50 mmol) pazljivo je dodan u otopinu L-tirozina (5,10 g, 28,30 mmol)
u suhom metanolu (80 mL) pri 0 °C. Reakcijska smjesa mijeSana je preko no¢i na sobnoj
temperaturi, zatim refluksirana 0,5 h i ohladena. Otapalo je upareno i nastali talog je profiltriran,
ispran dietil-eterom i osusen. Spoj 5b izoliran je u obliku bijelog praha (6,55 g, iskoristenje: 99,8
%). Spektroskopska analiza: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 8,64 (s, 1H, NH3"), 7,00 (d, J = 8,4
Hz, 1H, Ar-CH), 6,72 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-CH), 4,13 (s, 1H, OH), 3,66 (s, 3H, OCH3), 3,01 (d,
J=7,0Hz, 1H, CH>).
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3.3.3. Sinteza metil-(2S)-2-(2-etoksi-2-oksoacetamido)-4-metilpentanoata (6a)*2:

o) 0
N
MeO 0 >\
o
6a

Etil-kloroksoacetat (0,68 mL, 6,10 mmol) u suhom diklormetanu (10 mL) dodan je kap po kap u
smjesu 5a (1,18 g, 6,50 mmol) i trietilamina (1,68 mL, 12,13 mmol) u suhom diklormetanu (30
mL) kroz 1 h na 0 °C i zatim je reakcijska smjesa mijeSana preko noci na sobnoj temperaturi.
Smjesa je isprana vodom (2 x 50 mL), zasi¢enom vodenom otopinom amonijevog klorida (3 x 50
mL) te opet vodom (2 x 50 mL). Organski sloj suSen je na bezvodnom natrijevom sulfatu i uparen.
Spoj 6a izoliran je u obliku bezbojnog ulja (1,38 g, iskoristenje: 93,4 %). *H NMR (CDCls): § 7,51
(d, J=8,2, 2H, NH), 4,65 (m, 1H, CH), 4,36 (q, J = 7,1, 2H, CH>), 3,75 (s, 3H, OCHg), 1,68 (m,
3H, CH + CH?2), 1,40 (t, J = 7,1, 2H, CHa), 0,95 (d, J = 4,7, 6H, 2 x CH3).

3.3.4. Sinteza metil-(2S)-2-(2-etoksi-2-oksoacetamido)-3-(4-hidroksifenil)propanoata (6b):

o) o)
N
MeO o
0
6b
HO

Etil-kloroksoacetat (1,48 mL, 13,08 mmol) u suhom diklormetanu (10 mL) dodan je kap po kap u
smjesu 5b (3,00 g, 12,95 mmol) i trietilamina (3,61 mL, 26,03 mmol) u suhom diklormetanu (50
mL) kroz 1 h pri 0 °C i zatim je reakcijska smjesa mijeSana preko noé¢i na sobnoj temperaturi.
Smjesa je isprana vodom (2 x 50 mL), zasi¢enom vodenom otopinom amonijevog klorida (3 x 50
mL) te opet vodom (2 x 50 mL). Organski sloj susen je na bezvodnom magnezijevom sulfatu i
uparen. Spoj 6b izoliran je u obliku bezbojnog ulja (3,32 g, iskoristenje: 86,8 %). Spektroskopska
analiza: '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9,23 (s, 1H, OH), 9,16 (d, J = 7,9 Hz, 1H, NH), 7,00 (d,
J=8,4Hz, 2H, Ar-CH), 6,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-CH), 4,46 (t, J = 11,4 Hz, 1H, CH), 4,22 (q, J
=7,1 Hz, 2H, CH>), 3,63 (s, 3H, OCH3), 3,07 — 2,85 (m, 2H, CH>), 1,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHa).
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3.3.5. Sinteza metil-(2S)-2-(2-etoksi-2-oksoacetamido)-3-fenilpropanoata (6¢)'%2:

o o
N
MeO o >\
o
6¢

Etil-kloroksoacetat (1,56 mL, 14,05 mmol) u suhom diklormetanu (10 mL) dodan je kap po kap u
smjesu 5c¢ (3,00 g, 13,91 mmol) i trietilamina (3,88 mL, 27,96 mmol) u suhom diklormetanu (50
mL) kroz 1 h na 0 °C i zatim je reakcijska smjesa mijeSana preko noci na sobnoj temperaturi.
Smyjesa je isprana vodom (2 x 50 mL), zasi¢enom vodenom otopinom amonijevog klorida (3 x 50
mL) te opet vodom (2 x 50 mL). Organski sloj suSen je na bezvodnom natrijevom sulfatu,
profiltiran i uparen. Spoj 6c¢ izoliran je u obliku bezbojnog ulja (3,61 g, iskoristenje: 92,9 %).
Spektroskopska analiza: *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 9,26 (d, J = 8,1 Hz, 1H, NH), 7,29 —
7,19 (m, 5H, Ar-CH), 4,56 (ddd, J = 9,8, 8,2, 5,2 Hz, 1H, CH), 4,21 (qd, J = 7,1, 1,6 Hz, 2H, Phe-
CH>), 3,64 (s, 3H, OCHj3), 3,10 (ddd, J = 23,8, 13,9, 7,5 Hz, 2H, CH>), 1,26 — 1,22 (m, 3H, CHy).

3.3.6. Sinteza etil-(2S)-2-{[(2-hidroksietil)karbamoil]formamido}-4-metilpentanoata (7a):

Ta

U otopinu 6a (1,38 g, 5,63 mmol) u suhom diklormetanu (10 mL) dodan je 2-aminoetanol (0,33
mL, 5,35 mmol) u suhom diklometanu (10 mL) i kataliticka koli¢ina 4-dimetilaminopiridina.
Smyjesa je zatim mijeSana preko noci na sobnoj tempraturi. Otapalo je upareno do suha, a ostatak
je procis¢en kolonskom kromatografijom koristeci sustav diklormetan/methanol (20:1) kao eluens.
Spoj 7a izoliran je u obliku bezbojnog ulja (0,91 g, iskoristenje: 62,3 %). Spektroskopska analiza:
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8,97 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH), 8,59 (t, J = 5,8 Hz, 1H, NH), 4,73
(t, J =5,6 Hz, 1H, OH), 4,42 — 4,29 (m, 1H, CH), 3,61 (s, 3H, OCHg), 3,44 (dd, J = 11,8, 6,0 Hz,
2H, Haiif), 3,20 (dd, J = 9,1, 8,6 Hz, 2H, Haiif), 1,81 (dd, J = 10,6, 9,2 Hz, 1H, Leu), 1,58 — 1,45 (m,
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2H, Leu), 0,84 (dd, J = 22,2, 6,0 Hz, 5H, Leu-CHs). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 172,0,
160,2, 159,5, 59,1, 52,0, 50,5, 41,7, 38,8, 24,3, 22,9, 21,0.

3.3.7. Sinteza etil-(2S)-2-{[(2-hidroksietil)karbamoil]formamido}-4-metilpentanoata (7b):

o} o
N OH
MeO H/\/

o

HO 7b

U otopinu 6b (1,84 g, 6,24 mmol) u suhom diklormetanu (15 mL) dodan je 2-aminoetanol (0,36
mL, 5,93 mmol) u suhom diklormetanu (15 mL) i kataliticka koli¢ina 4-dimetilaminopiridina.
Smyjesa je zatim mijeSana preko noci na sobnoj tempraturi. Otapalo je upareno do suha, a ostatak
je procis¢en kolonskom kromatografijom koriste¢i smjesu diklormetan/metanol (10:1) kao eluens.
Spoj 7b izoliran je u obliku bijelog praha (1,51 g, iskoristenje: 82,3 %; ti = 157 — 160 °C).
Spektroskopska analiza: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9,23 (s, 1H, Tyr-OH), 8,82 (d, J = 8,3
Hz, 1H, NH), 8,55 (t, J = 5,8 Hz, 1H, NH), 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ar-CH), 6,64 (d, J = 8,5 Hz,
2H, Ar-CH), 4,73 (t, J = 5,6 Hz, 1H, OH), 4,56 — 4,42 (m, 1H, CH), 3,63 (s, 3H, OCH?3), 3,42 (dd,
J=11,8,6,0 Hz, 3H, Haiif), 3,26 — 3,13 (M, 2H, Haif), 3,00 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Tyr-CHy). *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) 6 171,2, 159,9, 159,4, 156,0, 130,0, 127,1, 115,1, 59,1, 53,9, 52,1, 41,7, 35,1.
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3.3.8. Sinteza metil-(2S)-2-{[(2-hidroksietil)karbamoil]formamido}-3-fenilpropanoata (7c):

o o
N OH
MeO H/\/

(o}

Tc

U otopinu 6¢ (3,59 g, 12,87 mmol) u suhom diklormetanu (15 mL) dodan je 2-aminoetanol (0,74
mL, 12,23 mmol) u suhom diklormetanu (15 mL) i kataliticka koli¢ina 4-dimetilaminopiridina
(DMAP). Smjesa je zatim mijeSana 2 dana na sobnoj tempraturi. Otapalo je upareno do suha, a
nastali talog je prekristaliziran iz etanola. Spoj 7c izoliran je u obliku bijelog praha (3,16 g,
iskoristenje: 87,9 %; t; = 146 — 148 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
58,95 (d, J=8,4 Hz, 1H, NH), 8,53 (t, J = 5,9 Hz, 1H, NH), 7,29 — 7,17 (m, 5H, Ar-CH), 4,72 (t,
J=5,6 Hz, 1H, OH), 4,58 (td, J = 8,9, 5,3 Hz, 1H, CH), 3,64 (s, 3H, OCHj3), 3,42 (q, J = 6,0 Hz,
2H, Haiif), 3,23 — 3,08 (M, 5H, HairtPhe-CHy). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 171,1, 159,9,
159,3, 137,3, 129,0, 128,3, 126,6, 59,1, 53,6, 52,1, 41,7, 35,7.

3.3.9. Sinteza metil-(2S)-2-{[(2-azidoetil)karbamoil]formamido}-4-metilpentanoata (8a):

8a

U otopinu 7a (2,64 g, 10,00 mmol) u suhom piridinu (25 mL) dodan je p-toluensulfonil-klorid
(2,29 g, 12,00 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana 1 dan na sobnoj temperaturi. Po zavrsetku
reakcije otapalo je upareno, a ostatak otopljen u diklormetanu (30 mL) i ispran vodom, octenom
kiselinom (5 %) i zatim opet vodom. Organski sloj susen je na bezvodnom natrijevom sulfatu,
profiltriran i uparen. Dobiveni tosilat spoja 7a je dalje koristen bez procis¢avanja. U otopinu
tosilata spoja 7a u DMF-u (30 mL) dodan je natrijev azid (1,30 g, 20 mmol). Reakcijska smjesa
zagrijavana je 1 h na 100 °C te zatim mijeSana preko no¢i na sobnoj temperaturi. Sol je uklonjena
filtracijom, a filtrat je uparen. Preostala krutina proci¢ena je kolonskom kromatografijom koriste¢i

smjesu etil-acetat/petroleter (3:1) kao eluens. Spoj 8a izoliran je u obliku bijelog praha (1,39 g,
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iskoriStenje: 48,5 %; t = 74 — 76 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) &
9,03 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH), 8,96 (t, J = 5,9 Hz, 1H, NH), 4,36 (ddd, J = 10,9, 8,4, 3,8 Hz, 1H,
CH), 3,63 (d, J = 2,3 Hz, 3H, OCHs3), 3,48 — 3,42 (m, 2H, Haiif), 3,38 — 3,33 (M, 2H, Haii), 1,87 —
1,79 (m, 1H, Leu), 1,59 — 1,50 (m, 2H, Leu), 0,91 — 0,81 (m, 6H, Leu-CHz). 13C NMR (151 MHz,
DMSO-de) 6 172,0, 160,0, 159,9, 52,1, 50,5, 49,3, 38,8, 38,5, 24,3, 22,9, 21,0.

3.3.10. Sinteze metil-(2S)-2-{[(2-azidoetil)karbamoil]formamido}-3-(4-(4-metilbenzen
sulfoniloksi)fenil)propanoata (8b) i metil-(2S)-2-{[(2-azidoetil)karbamoil] formamido}-3-(4-
hidroksifenil)propanoata (8d):

R Rb =-0Ts
R, = -OH

U otopinu 7b (0,60 g, 1,93 mmol) u suhom piridinu (10 mL), dodan je p-toluensulfonil-klorid (0,44
g, 2,32 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana 2 dana na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije
otapalo je upareno, a ostatak otopljen u diklormetanu (30 mL) i ispran vodom, octenom Kiselinom
(5 %) i zatim opet vodom. Organski sloj suSen je na bezvodnom natrijevom sulfatu, profiltriran i
uparen. Dobiveni tosilat spoja 7b je dalje koriSten bez procis¢avanja. U otopinu tosilata spoja 7b u
DMF-u (20 mL) dodan je natrijev azid (0,25 g, 3,86 mmol). Reakcijska smjesa je zagrijavana 1 h
na 100 °C te zatim mijeSana 2 dana na sobnoj temperaturi. Sol je uklonjena filtracijom, a filtrat je
uparen. Preostala krutina proc¢iS¢ena je kolonskom kromatografijom koriste¢i smjesu

diklormetan/metanol (100:1) kao eluens.

8b: Spoj 8b izoliran je u obliku bijelog praha (0,21 g, iskoristenje: 21,8 %; t; = 137 — 139 °C).
Spektroskopska analiza: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9,05 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH), 8,90 (s,
1H, NH), 7,67 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ts-CH), 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ts-CH), 7,21 (d, J = 8,6 Hz,
2H, Ar-CH), 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-CH), 4,62 — 4,48 (m, 1H, CH), 3,61 (s, 3H, OCH3), 3,39
(dd, J=9,6, 7,5 Hz, 3H, Haif), 3,19 — 3,05 (m, 2H, Tyr-CH,), 2,42 (s, 3H, Ts-CHjs). 1*C NMR (75
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MHz, DMSO-ds) 6 147,7, 145,7, 136,7, 130,5, 130,6, 128,2, 121,8, 53,4 , 52,1, 49,2, 34,9, 28,2,
21,2.

8d: Spoj 8d izoliran je u obliku bijelog praha (0,19 g, iskoristenje: 25,9 %; t; = 139 — 141 °C).
Spektroskopska analiza: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9,21 (s, 1H, Tyr-OH), 8,96 — 8,78 (m,
2H, NH), 7,05 -6,91 (m, 2H, Ar-CH), 6,73 — 6,55 (m, 2H, Ar-CH), 4,59 — 4,38 (m, 1H, CH), 3,63
(s, 3H, OCHz), 3,42 (dd, J = 8,8, 3,5 Hz, 2H, Haiif), 3,09 — 2,94 (m, 2H, Tyr-CHz). 3C NMR (151
MHz, DMSO-ds) 6 171,1, 159,7, 156,0, 130,0, 127,1, 115,1, 53,9, 52,1, 49,2, 38,4, 35,0.

3.3.11. Sinteza metil-(2S)-2-{[(2-azidoetil)karbamoil]formamido}-3-fenilpropanoata (8c):
(0} (o}

H
N N,
MeO \H)}\H/\/
o

8c

U otopinu 7¢ (1,50 g, 5,10 mmol) u suhom piridinu (20 mL) dodan je p-toluensulfonil-klorid (2,33
g, 12,24 mmol) te je reakcijska smjesa mijesana 1 dan na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije
otapalo je upareno, a ostatak otopljen u diklormetanu (30 mL) i ispran vodom, octenom kiselinom
(5 %) 1 zatim opet vodom. Organski sloj suSen je na bezvodnom natrijevom sulfatu, profiltriran 1
uparen. Dobiveni tosilat spoja 7c je dalje koristen bez pro¢is¢avanja. U otopinu tosilata spoja 7¢c u
DMF-u (40 mL) dodan je natrijev azid (0,67 g, 10,31 mmol). Reakcijska smjesa je zagrijavana 1 h
na 100 °C te zatim mijeSana 4 dana na sobnoj temperaturi. Sol je uklonjena filtracijom, a filtrat je
uparen. Preostala krutina proc¢iS¢ena je kolonskom kromatografijom koriste¢i smjesu
petroleter/etil-acetat (1:1) kao eluens. Spoj 8c izoliran je u obliku bijelog praha (0,72 g,
iskoristenje: 44%; t; = 84 — 85 °C). Spektroskopska analiza: *H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,99
(d, J =8,4 Hz, 1H, NH), 8,89 (t, J = 5,7 Hz, 1H, NH), 7,30 — 7,15 (m, 5H, Ar-CH), 4,58 (td, J =
9,0, 5,3 Hz, 1H, CH), 3,64 (s, 3H, OCH3), 3,43 — 3,37 (m, 2H, Haiif), 3,20 — 3,07 (m, 2H, Phe-CH>).
13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 171,1, 159.8, 159,8, 137,3, 129,1, 128,4, 126,7, 53,7, 52,3, 49,3,
38,5, 35,8.
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3.3.12. Sinteza metil-(2S)-4-metil-2-[({2-[4-(piren-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}

karbamoil)formamido]pentanoata (9a):
—N

0 ) 0 7
MeO N%HNN / 00
° 9a QQ

U tikvici su pomijesani 8a (0,49 g, 1,70 mmol) i 1-etinilpiren (0,48 g, 2,13 mmol) u 18 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 4,25 mL svjeze pripremljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSQO4-5H,0 (0,04 g, 0,26 mmol) otopljen u 0,5 mL vode.
Otopina je snazno mijeSana 3 dana na 70 °C. Zatim je reakcijska smjesa uparena do suha. U ostatak
je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina amonijaka. Organski sloj suSen je na bezvodnom
natrijevom sulfatu te je profiltriran i uparen. Talog je ispran vru¢im etanolom, profiltriran te ispran
dietil-eterom. Dobivena krutina procis¢ena je kolonskom kromatografijom koristeci
diklormetan/methanol (50:1), a zatim i etil-acetat/petroleter (2:1) kao eluens. Spoj 9a izoliran je u
obliku Zzutog praha (0,66 g, iskoristenje: 75,1 %; t; = 145 — 147 °C). Spektroskopska analiza: FTIR
(v, cm™1): 3305, 2953, 1742, 1661, 1509, 1433, 1206; *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9,12 (t, J
= 6,0 Hz, 1H, NH), 9,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH), 8,84 (d, J = 9,3 Hz, 1H, Pir-CH), 8,72 (s, 1H,
Hi), 8,41 — 8,29 (m, 4H, Pir-CH), 8,27 (s, 1H, Pir-CH), 8,23 (d, J = 3,5 Hz, 2H, Pir-CH), 8,11 (t, J
= 7,6 Hz, 1H, Pir-CH), 4,71 (t, J = 5,8 Hz, 2H, Haif), 4,35 (dd, J = 13,8, 5,5 Hz, 1H, CH), 3,86 —
3,71 (m, 2H, Haif), 3,59 (s, 3H, OCH3), 1,86 — 1,71 (m, 1H, Leu), 1,59 — 1,42 (m, 2H, Leu), 0,77
(t, J = 5,2 Hz, 6H, Leu-CHjs). *3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 172,4, 1604, 160,3, 146,4, 1314,
131,0, 130,9, 128,4, 128,1, 128,0, 127,8, 127,4, 126,9, 126,0, 125,6, 125,5, 125,4, 125,2, 124,8,
124,4,52,5, 51,0, 49,1, 39,2, 24,7, 23,2, 21,4. ESI-MS (m/z): izra¢unato za C2gH20NsOsNa* (M +
Na*): 534,5, pronadeno: 534,4. Elementna analiza za C29H29Ns04 (M, = 511,52) teorijski (%): C
68,09; H 5,71; N 13,69; O 12,51, pronadeno (%): C 68,12; H 5,77; N 13,73; O 12,55
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3.3.13. Sinteza metil-(2S)-3-[4-(4-metilbenzensulfoniloksi)fenil]-2-[({2-[4-(piren-1-il)-1H-
1,2,3-triazol-1-il]etil}karbamoil)formamido]propanoata (9b):

MeO n\n)}\N/\/l / OO
. .

U tikvici su pomijesani 8b (0,16 g, 0,32 mmol) i 1-etinilpiren (0,10 g, 0,40 mmol) u 27 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 1,83 mL svjeze pripravljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSQO4-5H,0 (0,01 g, 0,05 mmol) otopljen u 0,4 mL vode.
Otopina je snazno mije$ana 3 dana na 70 °C te 3 dana na sobnoj temperaturi. Zatim je reakcijska
smjesa uparena do suha. U ostatak je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina amonijaka.
Organski sloj susen je na bezvodnom magnezijevom sulfatu te je profiltriran i uparen. Dobivena
krutina proc¢is¢ena je kolonskom kromatografijom koriste¢i diklormetan/metanol (50:1) kao
eluens. Spoj 9b izoliran je u obliku zutog praha (0,32 g, iskoristenje: 60,73 %; tt = 94 — 96 °C).
Spektroskopska analiza: FTIR (v, cm™): 3374, 2953, 1744, 1668, 1502, 1366, 1174; *H NMR (600
MHz, DMSO-ds) 6 9,06 (dd, J = 11,4, 7,1 Hz, 1H, NH), 8,83 (d, J = 9,3 Hz, 1H, Pir-CH), 8,70 (s,
1H, Hy), 8,34 (dt, J = 17,2, 8,0 Hz, 2H, Pir-CH), 8,26 — 8,21 (m, 1H, Pir-CH), 8,11 (t, J = 7,6 Hz,
1H, Pir-CH), 7,63 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ts-CH), 7,38 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ts-CH), 7,18 (d, J = 8,6
Hz, 1H, Ar-CH), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-CH), 4,68 (t, J = 6,0 Hz, 1H, Haif), 4,60 — 4,47 (m,
1H, CH), 3,81 — 3,68 (m, 1H, Haif), 3,57 (s, 2H, OCH3), 3,09 (ddd, J = 23,5, 14,0, 7,5 Hz, 1H, Tyr-
CH?>), 2,36 (s, 2H, Ts-CHs). 1*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 170,8, 159,7, 147,7, 145,9, 145,6,
136,7, 131,4, 131,0, 130,5, 130,4, 130,1, 128,1, 128,0, 127,7, 127,5, 127,4, 127,0, 126,5, 125,5,
125,5, 125,1, 125,1, 124,9, 124,7, 124,3, 123,9, 64,9, 53,5, 52,1, 48,6, 35,0, 21,1, 15,2. ESI-MS
(m/z): izracunato za CzgH33sNsO7SH* (M + H™): 716,8, pronadeno: 716,4. Elementna analiza za
Ca9H33Ns07S (M = 715,77) teorijski (%): C 65,44; H 4,65; N 9,78; O 15,65; S 4,48, pronadeno
(%): C 65,42; H 4,68; N 9,85; O 15,69; S 4,52
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3.3.14. Sinteza metil-(2S)-3-fenil-2-[({2-[4-(piren-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}

karbamoil)formamido]propanoata (9c):
__N

[o] ) [0} 7]/
MeO N\H)‘\H/\/N / 00
. &

U tikvici su pomijesani 8¢ (0,57 g, 1,80 mmol) i 1-etinilpiren (0,51 g, 2,25 mmol) u 21 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 4,50 mL svjeze pripremljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSQO4-5H,0 (0,04 g, 0,27 mmol) otopljen u 0,6 mL vode.
Otopina je snazno mijeSana 1,5 dan na 70 °C te jo§ 1,5 dan na sobnoj temperaturi. Zatim je
reakcijska smjesa uparena do suha. U ostatak je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina
amonijaka. Novoformirani talog je profiltriran i ispran dietil-eterom. Talog je prekristaliziran iz
smjese DMF/voda. Spoj 9c izoliran je u obliku zutog praha (0,63 g, iskoristenje: 64,3%; tt = 197 —
199 °C). Spektroskopska analiza: FTIR (v, cm™): 3300, 1734, 1659, 1514, 1277; *H NMR (600
MHz, DMSO-ds) 8 9,05 (t, J = 6,0 Hz, 1H, NH), 8,98 (d, J = 8,3 Hz, 1H, NH), 8,84 (d, J = 9,3 Hz,
1H, Pir-CH), 8,69 (s, 1H, H1), 8,42 — 8,19 (m, 8H, Pir-CH), 8,11 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Pir-CH), 7,17
(d, J = 6,0 Hz, 4H, Ar-CH), 7,08 (dd, J = 7,4, 4,8 Hz, 1H, Ar-CH), 4,68 (t, J = 6,0 Hz, 2H, Haiif),
4,57 (td, J = 8,8, 5,3 Hz, 1H, CH), 3,75 (dd, J = 11,9, 6,0 Hz, 2H, Huait), 3,60 (s, 3H, OCH3), 3,16
— 3,06 (m, 2H, Phe-CHy). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 171,0, 159,8, 159,6, 145,9, 1372,
130,9, 130,5, 130,4, 129,0, 128,2, 128,0, 127,7, 127,5, 127,4, 127,0, 126,5, 126,5, 126,4, 125,5,
1255, 125,1, 125,1, 1249, 124,7, 124,3, 1239, 53,6, 52,1, 48,5, 35,7. ESI-MS (m/z): izra¢unato
za C32H27NsOsNa*™ (M + Na*): 568,6, pronadeno: 568,4. Elementna analiza za C32H27NsOs (M, =
545,59) teorijski (%): C 70,45; H 4,99; N 12,84; O 11,73, pronadeno (%): C 70,49; H 5,06; N
12,87; 0 11,77
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3.3.15. Sinteza metil-(2S)-3-(4-hidroksifenil)-2-[({2-[4-(piren-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]

etiltkarbamoil)formamido]propanoata (9d):
éN

W\J\/\// / OO
. &

U tikvici su pomijesani 8d (0,22 g, 0,65 mmol) i 1-etinilpiren (0,19 g, 0,81 mmol) u 18 mL smjese
voda/THF/etanol (1/1/1, v/v/v). Potom je dodano 1,63 mL svjeze pripremljene 1 M vodene otopine
natrijevog askorbata, a zatim je dodan CuSO4-5H,0 (0,02 g, 0,20 mmol) u 0,4 mL vode. Otopina
je snazno mijeSana 3 dana na 70 °C te 2 dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je zatim
uparena do suha. U ostatak je dodan diklormetan i 25 %-tna vodena otopina amonijaka. Organski
sloj susen je na bezvodnom magnezijevom sulfatu te profiltriran i uparen. Dobivena krutina
istalozena je iz smjese diklormetan/metanol (50:1) te je produkt jo$ jednom prociséen taloZzenjem
iz smjese DMF/voda. Spoj 9d izoliran je u obliku zutog praha (0,08 g, iskoriStenje: 20,6 %; t; =
131 — 134 °C). Spektroskopska analiza: FTIR (¥, cm™): 3298, 1723, 1516, 1433, 1218;'H NMR
(300 MHz, DMSO-ds) & 9,21 (s, 1H, Tyr-OH), 9,08 (t, J = 5,9 Hz, 1H, NH), 8,87 (d, J = 6,2 Hz,
1H, NH), 8,83 (s, 1H, Pir-CH), 8,72 (s, 1H, H1), 8,42 — 8,19 (m, 7H, Pir-CH), 8,11 (t, J = 7,6 Hz,
1H, Pir-CH), 6,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-CH), 6,63 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-CH), 4,68 (t, J = 5,9 Hz,
2H, Haiif), 4,49 (dd, J = 14,6, 7,7 Hz, 1H, CH), 3,85 — 3,67 (m, 2H, Haiif), 3,59 (s, 3H, OCHj3), 3,00
(d, J=7,3 Hz, 2H, Tyr-CHy). C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 171,1, 159,8, 159,5, 156,0, 145,9,
130,9, 130,5, 130,4, 129,9, 128,0, 127,7, 127,5, 127,4, 127,0, 126,5, 125,5, 125,1, 124,9, 124,7,
124,3,123,9, 115,1, 54,0, 52,0, 48,5, 35,1. ESI-MS (m/z): izraunato za C32H27NsOsH* (M + H™):
562,6, pronadeno: 562.4. Elementna analiza za C32H27NsOs (M, = 561,59) teorijski (%): C 68,44;
H 4,85; N 12,47; O 14,24, pronadeno (%): C 68,46; H 4,90; N 12,51; O 14,27

3.4. UV/Vis i fluorimetrijska mjerenja
Referentne otopine spojeva pripravljene su u DMSO (¢ = 1-10° mol/dm®). UV/Vis spektri

snimljeni su na spektrometru Varian Cary 100 Bio, a fluorescencijski spektri su snimljeni na

spektrometru Varian CaryEclipse u kvarcnim kivetama (1 cm). U koriStenim eksperimentalnim
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uvjetima (3-10°° — 1,5-10"° mol/dm?®) intenziteti apsorpcije spojeva proporcionalni su njihovim
koncentracijama. Sva mjerenja su izvedena u DMSO, MQ vodi te puferima Tris-HCI (¢ = 10 mm,
pH =7,4) i Hepes (c = 10 mm, pH = 7,4). U fluorimetrijskim titracijama koriStena je valna duljina
pobude Aexc = 351 nm §to odgovara maksimumu apsorpcije pirenskih derivata. Titracije sa solima
metala provedene su dodavanjem soli metala u suvisku (otopljenih u MQ vodi). Apsolutni kvantni
prinosi fluorescencije odredeni su na fluorimetru s integriranom sferom SC-30 (Edinburgh Inst.)
pri Jexe = 351 nm u kvarcnim kivetama promjera 10 mm, a otopine su prethodno propuhane s
argonom da bi se smanjio utjecaj kisika. Vrijednosti kvantnih prinosa dobivena su izraCunom

softvera implementiranog s instrumentom.

3.5. Karakterizacija nanocestica

Veli¢ina nanocestica odredena je na uredaju Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical). Nanocestice su
odredivane u uzorku koncentracije 1-10% mol/dm® u 99 % MQ vode (1 % DMSO) pri ¢emu su

dobivene vrijednosti veli¢ina nanocCestica za spojeve 4a—c te 9b—c.

Morfologija nanocestica odredena je mikroskopom atomskih sila (AFM) Bruker. Priprema uzorka:
napravljena je otopina koncentracije 1-102 mol/dm? u sustavu DMSO/H,0 = 9:1 te je suspenzija
(otopina + talog) razrijedena na koncentraciju 1-10~*mol/dm? (uz prethodno muékanje otopine da
se razbije talog). 1z otopine koncentracije 1-10~* mol/dm?®uzeto je 5 pL spoja i stavljeno na tinjac

te ostavljeno u digestoru preko noci na susenju.

3.6. Geliranje pirenskih derivata

Sposobnost geliranja pirenskih derivata ispitana je tako §to su uzorci mase 5 mg otopljeni u
odredenom volumenu otapala (po¢evsi sa 200 puL) uz zagrijavanje. Ukoliko je prilikom hladenja
otopine nastao gel, dodaje se nova koli¢ina otapala i gel se otopi uz zagrijavanje. Proces geliranja
se ponavlja onoliko puta koliko je potrebno da viSe ne nastaje gel, odnosno, ispituje se maksimalan
volumen odredenog otapala koje moze izgelirati 5 mg spoja. Ukoliko spoj nije topljiv u zeljenom

otapalu, dodaje se 100 — 200 pL otapala u kojem se spoj otapa (u ovom slu¢aju DMSO).

75



Mateja Belovari Doktorska disertacija

3.7. BioloSka ispitivanja

Pirenski derivati otopljeni su u DMSO (c = 1-10~2 mol/dm?3).

3.7.1. Stanice

Stanice karcinoma pluca Covjeka (A549; ATCC CCL-185) i rabdomiosarkoma covjeka (RD;
ATCC CCL-136) dobivene su iz zbirke ATCC Cell Biology Collection i uzgajane su prema
uputama proizvodaca. Stanice su uzgajane u modificiranom Eaglovom hranjivom mediju Dulbecco
(DMEM, Sigma Aldrich, SAD) s dodatkom 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS, Sigma Aldrich,

SAD) pri 37 °C s 5 % CO u smjesi zraka i atmosferi zasi¢enoj vlagom.

3.7.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti — MTT

Svi proucavani spojevi otopljeni su u odgovaraju¢em volumenu otopine dimetil-sulfoksida
(DMSO) kako bi se dobila 1 mm temeljna otopina. Stanice A549 ili RD nasadene su na plocice za
kulturu stanica s 96 bunaric¢a (7000 stanica/bunari¢u) i 24 h kasnije tretirane spojevima (raspon
koncentracije od 1-10°8 mol/dm® — 1.107° mol/dm3, razrjedenja su pripremljena u DMEM-U S
dodatkom 10 % FBS-a, ukupni volumen 200 pL). Stanice tretirane istim razrijedenjima DMSO-a
predstavljale su kontrolni uzorak. Za svaku koncentraciju napravljena su 4 paralelna uzorka
(kvadriplikat). Stanice su inkubirane (37 °C i 5 % CO2) 72 h. Nakon tog razdoblja, medij je
uklonjen iz svih uzoraka i u svaki bunari¢ dodano je 40 pL razrijedene otopine MTT-a (1 puta u
DMEM uz dodatak 10 % FBS-a). Stanice su zatim inkubirane (37 °C i 5 % CO3) 3 h dopustajuéi
da se formiraju kristali formazana. Rezultiraju¢i produkti MTT-formazana otopljeni su koriStenjem
DMSO (170 pL/bunari¢u). PloCica je mehanicki protresena u tresilici kako bi se kristali u
potpunosti otopili. Apsorbancija je izmjerena pomocu spektrofotometra za mikrotitarske plocice
(Awareness Technology, Inc., SAD) pri 600 nm. Rezultati su prikazani kao preZivljenje stanica
koje predstavlja srednju vrijednost apsorbancije + SD napravljenu u &etiri ponavljanja, u odnosu

na srednju apsorbanciju kontrolnog uzorka (DMSO).

3.7.3. Konfokalna mikroskopija

Za snimanje zivih stanica, stanice A549 nasadene su u komore za snimanje stanica (Ibidi,
Njemacka) pri gusto¢i od 5-10* stanice po bunari¢u i 48 h nakon nasadivanja inkubirane sa
spojevima (4a— i 9a—d) tijekom 90 min pri 37 °C, a potom snimane koristenjem konfokalnog
mikroskopa. Za odredivanje unosa spoja makropinocitozom, stanice su 48 h nakon nasadivanja

ohladene na ledu kroz 10 minuta. Stanice su potom tretirane ledeno hladnom otopinom spoja 4a

76



Mateja Belovari Doktorska disertacija

(konaéna koncentracija 1-10™* mol/dm?®) i dekstrana (TRITC-dekstran; M, = 65-85 kDa; Sigma
Aldrich, SAD, kona¢na koncentracija 0,5 mg/mL) u DMEM-u s dodatkom 10 % FBS-a tijekom 15
min. Nakon toga, stanice su preba¢ene u inkubator (37 °C i 5 % COz u atmosferi zasi¢enoj vlagom)
na 1 h, a zatim su odmah promatrane konfokalnim mikroskopom. Za odredivanje kolokalizacije s
mitohondrijima, stanice su 48 h nakon nasadivanja inkubirane sa spojem 9c tijekom 90 min pri 37
°C, nakon ¢ega su inkubirane s otopinom MitoTracker Deep Red (Invitrogen, Molecular Probes;
konac¢na koncentracija 100 nM) tijekom 10 min pri 37 °C. Nakon toga stanice su isprane s DMEM
s dodatkom 10 % FBS-a i odmah snimane koristenjem konfokalnog mikroskopa. Za snimanje
fiksiranih stanica, stanice A549 su nasadene u ploce s 24 bunari¢a na pokrovnim stakalcima pri
gustoéi od 2-10* stanice po bunariéu i nakon 48 h fiksirane s 2 % para-formaldehida u PBS-u
tijekom 12 min na sobnoj temperaturi, 3 puta isprane s PBS-om, permeabilizirane s 0,1 % otopinom
Tritona X-100 u PBS-u tijekom 2 min na sobnoj temperaturi, isprane 2 puta s PBS-om i inkubirane
spojevima 15 min na sobnoj temperaturi. Za titraciju spoja 4a pripremljena su serijska razrijedenja
u DMSO (raspon koncentracija 1-107° mol/dm*®— 1-1073 mol/dm?), a nakon inkubacije stanice su
isprane 2 puta s PBS-om i 2 puta s MQ vodom, a zatim su stakalca uklopljena u medij za uklapanje.
Za studije kolokalizacije s ranim i kasnim endosomima te Golgijevim tijelom, stanice su inkubirane
spojem 4a koncentracije 1-10 mol/dm?3, isprane 2 puta s PBS-om, fiksirane s 3 % BSA/PBS 30
minuta na sobnoj temperaturi i inkubirane s primarnim protutijelom protiv ranog endosomskog
antigena 1 (EEA1L, Cell Signaling Technology, USA, #2411, rabbit, 1:100 u 5 % BSA/PBS),
membranskog proteina povezanog s lizosomom 1 (LAMP-1, Abcam, UK, ab2417, rabbit, 1:250 u
5 % BSA/PBS) ili Golgijevim tijelom (GM130, Cell Signaling Technology, USA, #12480, rabbit,
1:2500 u 5 % BSA/PBS) tijekom 1 h pri sobnoj temperaturi. Stanice su isprane 3 puta s PBS-om i
zatim inkubirane s fluorescentno obiljezenim AF647 protuzec¢jim sekundarnim protutijelom (Cell
Signaling Technology, USA, #4414, 1:1000 u 5 % BSA/PBS) tijekom 1 h pri sobnoj temperaturi.
Stanice su isprane 2 puta s PBS-om i 2 puta s MQ vodom te su stakalca uklopljena u medij za
uklapanje. U svim eksperimentima uzorci Snimani su pomoc¢u konfokalnog mikroskopa Leica TCS
SP8 X (Leica Microsystems, Njemacka) koriste¢i objektiv HC P APO CS2 63x%/1.40, a analizirani
pomocu programa Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Njemacka) i ImageJ
(NIH, SAD). Kolokalizacija je odredena racunanjem Pearsonovog koeficijenta korelacije pomocu

odgovaraju¢eg dodatka JACoP (Imagel, NIH, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Povezivanje ~ samokomplementarnih  oksamidnih  jedinica s  aromatskim/alifatskim
aminokiselinama kao izvorom kiralnosti i pirenskim kromoforom, medusobno povezanih s
polimetilenskim lancem, zamiSljeno je kao moguénost priprave fluorescentnih organskih
nanocestica te korisnih novih fluorescentnih boja u zivim stanicama. Poznato je da molekulsko
pakiranje ovisi o spontanom, ali i kontroliranom odnosu n—n-interakcija aromatskih prstenova te
vodikovih veza izmedu oksamidnih skupina. Odabrane aminokiseline koje su koriStene u sintezi
su L-leucin, L-fenilalanim i L-tirozin koje su komercijalno dostupne. Bis- i mono-triazolopirenski

derivati pripremljeni su organskom sintezom u nekoliko sintetskih koraka.

4.1. Priprava bis- i mono-pirenskih derivata

Izvor oksamidne skupine koja je okosnica oko koje smo dalje gradili Zeljene bis-pirenske derivate
je oksalil-klorid. Aminokiselinski dio dobiven je iz aminoalkohola koji je vezan na oksamidnu
jedinicu (2a—c) te se nakon toga prevodi u bis-azidne derivate (3a—c). Zeljeni bis-triazolopirenski
produkti (4a—c) dobiveni su pomoéu Cu-katalizirane Klik-reakcije tako $to je pirenski kromofor

preko triazolnog prstena povezan s bis-azidima 3a—c (shema 16.).
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Shema 16. Sinteza bis-pirenskih derivata 4a—

Mono-pirenski derivati sadrzavaju samo jednu pirensku jedinicu koja je preko triazolnog prstena
povezana s ostatkom molekule koju Cine etilenski most, oksamidna skupina te aminokiselinski dio
(L-Leu, L-Tyr i L-Phe). Aminokiselina je, uz pomocu tionil-klorida, prevedena u metilni ester
aminokiseline (5a-c), te zatim, uz etil-oksalil-klorid, u oksamate (6a—c). Aminoalkoholi (7a—c)
pripravljeni iz oksamata (6a—c) i etanolamina prevedeni su u azide (8a—d) uz tosil-klorid te natrijev
azid. Mono-triazolilpirenski derivati (9a—d) dobiveni su Cu-katalizirane klik-reakcijom iz azida
(8a—d) te 1-etinilpirena (shema 17.).
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Shema 17. Sinteza mono-pirenskih derivata 9a—d

4.2. Spektroskopska karakterizacija bis- i mono-pirenskih derivata

4.2.1. UV/Vis spektroskopija

U svrhu ispitivanja spektroskopskih svojstava novopripravljenih spojeva, bis-pirenski (4a—) i
mono-pirenski (9a—d) derivati otopljeni su u DMSO pri koncentraciji ¢ = 1-10~2 mol/dm?®. Otopine

ispitivanih spojeva stabilne su viSe dana na sobnoj temperaturi. Apsorbancije ispitivanih spojeva

bile su proporcionalne koncentracijama do 1,48-10"° mol/dm?, dok su promjene UV/Vis spektara

pri porastu temperature do 95 °C bile neznatne. Hladenjem spojeva na 25 °C dokazana je njihova

izvrsna reproducibilnost. Maksimumi apsorpcije, odgovarajuc¢i molarni ekstinkcijski koeficijenti

(€), maksimumi emisije i kvantni prinosi prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Molarni apsorpcijski koeficijenti spojeva 4a—c i 9a—d u DMSO, odgovarajuéi

maksimumi valnih duljina apsorpcije i emisije te kvantna iskoriStenja

&ex10°/
Spoj Amax/nm mmol™* cm? b Jem/NM
DMSO
4a 351 476 +0.2 0,9339 389; 490
4b 351 51.4+0.4 0,7666 389: 490
4c 351 57.6+0.3 0,8321 389: 490
%a 351 334+16 0,6890 389
9b 351 345+0.6 0,6524 389
9c 351 31.1+05 0,6338 389
od 352 31+0.1 0,5347 389
(a) (b)
0,7
— e
—_— AC —9c
0,5 — Od
" w 041
< < 0,3
0,2
0,1
: : e — . 00 : : S — . .
250 300 350 400 450 500 550 250 300 350 400 450 500 550
Alnm Alnm

Slika 34. Apsorpcijski spektri (a) bis-pirenskih derivata 4a—c te (b) mono-pirenskih derivata 9a—d
u DMSO (c = 1,48-10° mol/dmd)
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4.2.2. Fluorescencijska spektroskopija

Pobudom bis-pirenskih derivata na 351 nm, emisijski spektri spojeva 4a—c pokazuju monomernu
vrpcu s maksimumima na 389 1 404 nm te Siroku ekscimernu vrpcu na 490 nm uz zelenu boju
fluorescencije (slika 35. + slike u Dodatku) koja je posljedica unutarmolekulskih interakcija

izmedu dvije pirenske jedinice.

900 -
E{I{I—-
I"{HJ—-
E{I{I—-
E{I{I—-

400 4

Rel. Fluo. Int. {a.u.)

I 4{:1] I 45|{I I 5{:-0 I EEI{I I E{II{I I ﬁéﬂ I Fi.jlﬂ
&/ nm
Slika 35. Emisijski spektar fluorescencije bis-pirenskih derivata 4a—c u DMSO (Aex = 351 nm, slit
5—5; ¢ =1,00-10"° mol/dm?)
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= ——57610°M 2
= 400 - 5 ~ ]
= —6,97*10°M — 400
o 10 £
S 3004 —7,96*10° M - n
T g 300
o 2004 M [ [ ]
@ e _
3 200
100
100 4 u
0 T T T T e T e s s
200 450 500 550 600 0,0 2,0x10 4,0x10 6,0x10 8,0x10
Alnm ¢ /mol dm*®

Slika 36. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 4a pri razli¢itim koncentracijama (dex =
351 nm, slit 2,5-5; ¢ = 1,00-10° — 7,96-107° mol/dm?®) u DMSO

82



Mateja Belovari Doktorska disertacija

Za razliku od bis-pirenskih derivata, mono-pirenski derivati pobudom na 351 nm pokazuju samo
monomernu vrpcu s maksimumima na 389 i 409 nm uz emisiju, pod UV-lampom, ljubi¢aste boje

fluorescencije (slika 37.).

350 4

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

. — :
400 450 500 550 600 650 700

#/ nm

Slika 37. Emisijski spektar fluorescencije mono-pirenskih derivata 9a—d u DMSO (Jex = 351 nm,
slit 2,5 —5; ¢ = 1,00-10® mol/dm?)
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Slika 38. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9a pri razli¢itim koncentracijama (dex =
351 nm, slit 2,5 - 2,5; ¢ =1,00-10° — 8,92-10® mol/dm®) u DMSO
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Snimanje UV/Vis te emisijskih spektara mono-pirenskog derivata 9a u razli¢itim otapalima

pokazalo je da nema znacajnih promjena u maksimum apsorpcije odnosno fluorescencije, ve¢ samo

ima utjecaj na njihov intenzitet (slika 39.).

(a) (b)
0,5 600
m— DMSO
— DMSO MeOH
04 = MeOH 500 — EtOH
! = CH,CI, ,_: = CH,CI,
= CH_CN S.L 400 4 = CH,CN
0,3 —— THF = — THF
» = p-ksilen c = p-ksilen
o toluen S 300 toluen
< = benzen
02 L = Cl-benzen
— 200
[7)
o
0.1 100
0’0 0 T T T - r - T T T T 1
300 400 500 600 700 800 400 450 500 550 600 650 700
Alnm Alnm

Slika 39. (a) UV/Vis spektar spoja 9a (¢ = 8-10°° mol/dmq) u razli¢itim otapalima; (b) emisijski
spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9a (¢ = 1-10°® mol/dm?®) u razligitim otapalima (lex = 349
nm, slit 5 —5)

Ovisnost fluorescencije bis-pirenskog derivata 4a pri razli¢itim koncentracijama prikazana je na
slici 40a. Pri ve¢im koncentracijama dolazi do znacajnog gasenja fluorescencije i nestanka
monomerne vrpce, §to je posebno izrazeno pri koncentracijama 1-1073 — 5:10~* mol/dm?3, dok je
ekscimerna vrpca i dalje prisutna §to ukazuje na agregiranje molekula bis-pirena 4a te preklapanje
pirenskih skupina. Emisija ekscimera vidljiva i pri jako malim koncentracijama uzorka (1-107" —
1-1078 mol/dm?) (slika 40b).
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(@) (b)

Rel. Fluo Int. (a.u.)
Rel. Fluo. Int. (a.u.)
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Slika 40. Emisijski spektari ovisnosti fluorescencije spoja 4a o koncentraciji: (a) raspon
koncentracija 1,00-107® — 1,00-10~2 mol/dm?® (Jex = 351 nm; slit 2,5 — 5) te (b) raspon
koncentracija: 1,00-10°% — 1,00-10~7 mol/dm? (fex = 351 nm) u DMSO

Za razliku od bis-pirenskih derivata, kod mono-pirenskih derivata 9a—d ne dolazi do preklapanja
pirenskih skupina te je vidljiva samo monomerna vrpca (slika 41.). Intenzitet fluorescencije raste

do 1-10° mol/dm3 te potom opada pri veéim koncentracijama.

600 -

—_—1*10°M
—5+10° M
—_1*10"M
— 5*10° M
—_—1*10" M
— 5*10" M
—_—1*10°M

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

T T T 1
400 450 500 550 600 650 700
Alnm

Slika 41. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9a o koncentraciji (1,00-107° —
1,00-10"2 mol/dm?®) u DMSO (fex = 351 nm; slit 2,5 - 2,5)

85



Mateja Belovari Doktorska disertacija

Temperaturno ovisni fluorescencijski spektri bis-pirenskih derivata 4a—c pokazuju opadanje
fluorescencije s porastom temperature pri ¢emu dolazi do opadanja intenziteta u cijelom
spektralnom podrucju, a kod ekscimera dolazi i do hipsokromnog pomaka (slika 42a). Opadanje
spektra nije jednoliko nego brze opada monomerna vrpca od ekscimerne §to je vidljivo i iz omjera
maksimuma ekscimera i monomera (slika 42b). Navedeni omjer, s pocCetnih 1:1, raste na 2:1 u
korist ekscimerne vrpce, $to upucuje kako se poveéanjem temperature pirenske jezgre jos vise

priblizavaju.
(a) (b)

500

— 25°C 2,01 [ |
—35°C -~
; ]
—~ 400 —45°C
5 ——55°C 1,84
« —— 65°C
~ — 75°C o u
£ 300 - g5°0 8 1,6 ./
S —95°C = /
= povratak na 25°C X9}
2 2001 P ® 14
. N ]
ko) - ./
x [
100114 1,24 /
[
=

=
o

T

T T T T T 90 1(‘)0
400 450 500 550 600 650

N
o
w
S
IN
o
a1
S
o
S
~
o
©
=]

Alnm /e
Slika 42. (a) emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 4a (¢ = 1,00-10® mol/dm®) u DMSO
0 temperaturi (Jex= 351 nm, slit 5 — 5) te (b) omjer maksimuma ekscimera i monomera iz

emisijskog spektra temperaturne ovisnosti fluorescencije spoja 4a (c = 1,00-10°® mol/dm?)

Priroda ekscimerne vrpce odredena je snimanjem spektara pobude na maksimumu emisije
monomerne (389 nm) i1 ekscimerne vrpce (490 nm) pri ¢emu su dobiveni identi¢ni spektri (slika
43.) sto znaci da ekscimerna vrpca vidljiva u spektrima bis-pirenskih derivata 4a—c nastaje
dinamickim intramolekularnim procesom. Takoder, promjenom razli¢itih parametara, poput
temperature, koncentracije te udjela DMSO/H20 ne dolazi do promjene prirode ekscimera kod bis-

pirenskih derivata 4a—c.
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Slika 43. Ekscitacijski spektar spoja 4a (c = 1,00-107° mol/dm® in DMSO) snimljen pri 389 nm

(monomerna emisija) i 490 nm (ekscimerna emisija)

4.3. Kompleksi s metalima

Pirenski derivati Cesto se upotrebljavaju kao fluorescentni kemosenzori za metalne ione.
Ispitivanjem prepoznavanja metalnih kationa (u obliku acetatnih soli) leucinskih derivata 4a i 9a
dobiveno je da oba derivata selektivno reagiraju na ione Cu?*. Emisijski spektri spojeva 4a (slika
44.) i 9a (slika 52.) pokazuju zna¢ajno gasenje fluorescencije uslijed dodatka iona Cu?*. Nastajanje
kompleksa derivata 4a i 9a s ionima Cu?* potvrdeno je i spektroskopijom UV/Vis. Titracijom spoja
4a s Cu(CHsCOO)2-H20 dolazi do nastajanja nove vrpce s maksimumom apsorpcije na 715 nm
(slika 46.). Kako bi se utvrdio utjecaj vrste aniona na stvaranje kompleksa bis-pirenskog spoja 4a
s ionima Cu?*, napravljene su UV/Vis (slika 48. + slike u Dodatku) i fluorescencijske titracije (slika
51. + slike u Dodatku) spoja 4a s razlicitim Cu-solima (Cu(CHsCOQ),-H20O, CuSQO4-5H:0,
Cu(CF3S03)2, CuCl2-2H20 i CuBr»). Ustanovljeno je kako do nastajanja nove apsorpcijske vrpce
u podrucju izmedu 700 i 900 nm dolazi sa svim ispitivanim Cu-solima, a intenzitet vrpce razlikuje
se ovisno o vrsti aniona. Najjaca apsorpcijska vrpca kompleksa nastaje s Cu(CH3COO)2-H-0,
zatim slijedi CuBr, te potom i CuSO4-5H20 i CuCl2-2H20 koji pokazuju skoro identi¢nu
apsorpcijsku vrpcu kompleksa, dok najslabiju apsorpcijsku vrpcu daje Cu(CF3SO3)2 (slika 48b).
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Slika 44. Emisijski spektar titracije spoja 4a (co = 2,44-10°° mol/dm®) s acetatnim solima
(50 ekvivalenata) u DMSO (dex =351 nm, slit 5 —5)

4a Ag* K' Na* cd>* Mg Ba* Cu? Ni* Co* Mn?* La* zn®*

Slika 45. Slika spoja 4a u interakciji s razli¢itim acetatnim solima (50 ekvivalenata)

snimljeno pod UV-lampom
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Slika 46. UV/Vis spektar titracije spoja 4a (co = 1,50-10° mol/dm?) s Cu(i1)-acetatom u
DMSO te slika kiveta spoja 4a prije i nakon dodatka iona Cu?*
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Slika 47. Ovisnost korigirane apsorbancije (351 i 715 nm) o koncentraciji Cu(l)-acetata
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Slika 48. Ovisnost korigirane apsorbancije spoja 4a o koncentraciji soli metala: (a) maksimum na
351 nm i (b) maksimum kompleksa

B Cu(CH3C0O0),-H,0: ® CuCl-2H,0; A Cu(CF3sS0s)2; ¥ CuSO45H.0: € CuBr,

Emisijski spektri spoja 4a (slike 49 — 51 + slike u Dodataku) pokazuju jednak trend smanjivanja
intenziteta monomerne i ekscimerne vrpce kod svih ispitivanih Cu-soli, ali i da postoje razlike u
spektrima ovisno o koordiniranom anionu Cu-soli. Najja¢e opadanje intenziteta fluorescencije
uoceno je prilikom titracije spoja 4a s Cu(CH3COOQ)2-H20 (slika 51.). Nakon Cu(CH3COO)-H-0,
slijede CuSQO4-5H20 te CuBr2 i CuCl>-2H20 koji pokazuju slican rezultat, dok najslabiji efekt
opadanja intenziteta fluorescencije pokazuje Cu(CF3SO3)2 kod kojeg se jako malo smanji intenzitet
fluorescencije. Ono §to se moze zakljuciti iz svih dobivenih rezultata je da spoj 4a pokazuje najjace
gasenje  fluorescencije kompleksiranjem S Cu(CH3COO)2-H2O, a najmanje gaSenje

kompleksiranjem s Cu(CF3sSOz3)..
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Slika 49. Emisijski spektar titracije spoja 4a (co = 2,44-10°® mol/dm®) s Cu(i1)-acetatom u
DMSO (Aex= 351 nm, slit 2,5 — 5)
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Slika 50. Ovisnost korigiranog intenziteta fluorescencije spoja 4a pri 389 nm i 490 nm o

koncentraciji Cu(il)-acetata
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Slika 51. Ovisnost korigiranog intenziteta fluorescencije spoja 4a o koncentraciji soli metala: (a)

maksimum na 389 nm i (b) maksimum na 490 nm

B Cu(CH3C0O0),-H,0: ® CuCl-2H,0; A Cu(CF3sS0s)2; ¥ CuSO45H.0: € CuBr,

S obzirom na male promjene u emisijskom spektru (slika 44.) spoja 4a s ionima Co?" i Ni?*,
napravljene su i UV/Vis te fluorimetrijske titracije spoja 4a s Ni(11)-acetatom i Co(l1)-acetatom
(slike u Dodatku). Dobiveno je da fluorimetrijskom titracijom ionima Ni?* dolazi do veéeg
opadanja intenziteta fluorescencije nego titracijom ionima Co?*. Prilikom UV/Vis titracije s ionima
Ni%* javlja se novonastala vrpca na oko 425 nm s jako malom apsorbancijom novonastale vrpce.
Titracijom s ionima Co?" javlja se nova vrpca s maksimumom na 547 nm koja ima vecu
apsorbanciju nego kompleks s ionima Ni?*. Takoder, bitno je naglasiti da u oba slu¢aja ne dolazi

do znacajne promjene apsorpcijske vrpce na 351 nm kao kod Cu-soli.

Kao i kod bis-pirenskog derivata 4a, i kod mono-pirenskog derivata 9a zabiljezeno je opadanje
intenziteta fluorescencije dodatkom iona Cu?*. Snimanjem apsorpcijskih spektara mono-pirenskog
derivata 9a u prisustvu bakrovih soli, ustanovljeno je da se najjaa vrpca kompleksa javlja s
Cu(CH3CO0O0).-H20, a najslabija s Cu(CFsSOs3)., dok ostale ispitivane Cu-soli (CuSO4-5H20,
CuBr2 i CuCl2-2H20) pokazuju sli¢no ponasanje (slika 56.). Iz rezultata emisijskih spektara (slika
59.) potvrdeno je da najjae opadanje intenziteta fluorescencije uzrokuje vezanje
Cu(CHsCOO0)2:H20 na spoj 9a. CuSO4-5H,0 pokazuje manje opadanje intenziteta fluorescencije
u kompleksu sa spojem 9a nego $to je to slucaj kod bis-pirena 4a, a soli CuBrz i CuCl2-2H20 i
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Cu(CF3S03)2 pokazuju sli¢no ponasanje kao i1 kod 4a. U emisijskom spektru spoja 9a u prisustvu
Cu-soli ne nastaje ekscimerna vrpca S§to znaci kako prilikom kompleksiranja ne dolazi do

medusobnog slaganja pirenskih skupina spoja 9a u otopini (slike 52. i 54. + slike u Dodataku).
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Slika 52. Emisijski spektar titracije spoja 9a (co = 2,44-107% mol/dm?®) s acetatnim solima
(50 ekvivalenata) u DMSO (dex= 351 nm, slit 2,5 - 5)
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Slika 53. Slika spoja 9a u interakciji s razli¢itim acetatnim solima (50 ekvivalenata)

snimljeno pod UV-lampom
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Slika 54. UV/Vis spektri titracije spoja 9a (co = 1,50-10~° mol/dm?®) s Cu(i1)-acetatom u

DMSO
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Slika 55. Ovisnost korigirane apsorbancije spoja 9a pri 351 i 715 nm o koncentraciji

Cu(i)-acetata
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Slika 56. Ovisnost korigirane apsorbancije o koncentraciji soli metala: (a) maksimum na

351 nm i (b) maksimum kompleksa

B Cu(CH3COO)2-H20; ® CuCly2H20; & Cu(CF3S0s)2; ¥ CuSO4-5H20; € CuBr,

800 —0 ekv

] — 1 ekv
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S 400 — 20 ekv
S 1 — 25 ekv
L 3004 — 45 ekv
T.; 1 65 ekv
o 200 - — 85 ekv

= 105 ekv
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Slika 57. Emisijski spektar titracije spoja 9a (co = 2,44-10°® mol/dm®) s Cu(i1)-acetatom u
DMSO (Aex = 351 nm, slit 2,5 — 5)
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Slika 58. Ovisnost korigiranog intenziteta fluorescencije spoja 9a pri 389 nm o

koncentraciji Cu(il)-acetata
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Slika 59. Ovisnost korigiranog intenziteta fluorescencije spoja 9a o koncentraciji soli

metala (pri 389 nm)
M Cu(CH3COO0)2-H,0; ® CuCl22H20; & Cu(CF3S03)2; ¥ CuS04-5H;0; € CuBr;
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4.4. Agregiranje pirenskih derivata

Svojstvo agregiranja bis- (4a—c) i mono-triazolopirenskih derivata (9a—d) odredeno je u smjesama
dvaju otapala razliitih polarnosti, DMSO i vode, s razli¢itim udjelima vode (od 0 do 99,9 %).
Porastom udjela vode povecava se polarnost otopine te dolazi do formiranja samoorganiziraju¢ih
agregata. Snimanjem apsorpcijskih spektara (slika 60.) vidljiv je pad apsorbancije i znacajan
hipsokromni pomak s 351 nm na 347 nm s poveéanjem udjela vode. Kod fluorimetrijske titracije,
povecanjem udjela vode dolazi do znacajnog gasenja fluorescencije pri ¢emu monomerna vrpca
potpuno nestaje, a ostaje Siroka ekscimerna vrpca malog intenziteta, koja je izraZenija za spojeve
4b-c, koja uz to pokazuje i vidljivi hipsokromni pomak povezan sa stvaranjem agregata u vodi
(slika 61. + slike u Dodatku). Isti rezultati dobiveni su i s druga dva spoja te u puferima Tris i Hepes
(slika 61.). Osvjetljavanjem laserom serije otopina koje sadrzavaju bis-piren 4a pri razliitim
udjelima smjese DMSO/H20 vidljivo je Tyndallovo rasprSenje u uzorcima s vise od 40 % H20
(slika 62.). Vazno je naglasiti da je rasprSenje primijec¢eno pri udjelu DMSO koja je pogodna za
bioloska ispitivanja (< 1 % DMSO) dok pri 100 % DMSO rasprsenje nije uoceno, sto dokazuje da
nanoagregati spoja 4a nastaju dodatkom vode u otopinu spoja u DMSO.

0,6 4

= DMSO
= 20%H,0

2
—— 40%H,0
—— 60% H,0
—— 80% H,0

—— 98,5% H,0

0,54

04

0,34

Abs

0,24
0,1+

0,04
300 325 350 375 400 425 450 475 500

Alnm

Slika 60. UV/Vis spektar ovisnosti apsorbancije spoja 4a (¢ = 1,50-10° mol/dm®) o udjelu
smjese DMSO/H;0
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Slika 61. Emisijski spektri ovisnosti fluorescencije spoja 4a (c = 1,00-107° mol/dm?) o udjelu
sastojaka u smjesama DMSO/H,0, DMSO/Tris i DMSO/Hepes (lex= 351 nm, slit 5 —5) te

odgovaraju¢i omjeri maksimuma fluorescencije ekscimera i monomera

10,00mm

—

=) |

10.00mm

10,00mm

10,00mm

Slika 62. GasSenje fluorescencije i Tyndallov efekt kao posljedica nastajanja nanocestica spoja 4a

u vodi
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U emisijskim spektrima mono-pirenskih derivata 9 a—d (slika 63.) dobivenim titracijom s vodom
vidljivo je znacajno gaSenje fluorescencije poveéanjem udjela vode u DMSO. Derivati 9a i 9d
pokazuju identi¢na svojstva, dok spojevi 9b i 9¢ imaju vidljivu promjenu spektara pri 80 i 99,9%
udjela vode (slika 64.) gdje dolazi do nastajanja male ekscimerne vrpce na oko 475 nm, uz
izostanak monomerne vrpce ukazujuéi da pri koncentraciji 1-10~° mol/dm?3 derivati 9b i 9c stvaraju

agregate. Jednaki rezultati dobiveni su koristenjem pufera Tris (slike u Dodatku).

%9a 9b
400 4 400 -
3501 | —0%H,0 3501 —0%H,0
-~ — —20%H,0
5 3004 20 % H,0 = %y
S ——40%H,0 < —40%H,0
= 2907 — 60 % H,0 = ——609%H,0
c
= 2004 ——80%H,0 £ —80%H,0
S ——99,9%H,0 S ——99,9 % H,0
I 150+ z
° _
@ 100 2
50
O B T T — T T T T 1
T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 W00 450 500 Sto 600 60 700
Alnm A/nm
9c od
400 - 400
350 - ——0%H,0 350 —0%H,0
—_ ——20%H,0 - — 20 % H,0
5 3007 — 40 % H,0 5 8004 — 40 %H,0
© 2 3 .
~ 250 —— 60 % H,0 7 250 — 60 % H,0
E ——80%H,0 c —80%H,0
o 2001 ——99,9%H,0 o 2001 ——99,9%H,0
e =
[ L 150
T o
& ¥ 100
50
0 T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
A/ nm A/nm

Slika 63. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spojeva 9a-d (¢ = 1,00-10°® mol/dmq) o
udjelu smjese DMSO/H20 (Zex =351 nm, slit 2,5 - 5)
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Slika 64. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9b (¢ = 1,00-10® mol/dm?) o udjelu

smjese DMSO/Tris (ex = 351 nm, slit 2,5 — 5)

Slika 65. Gasenje fluorescencije spoja 9a u vodi (pod UV-lampom)
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_ ) ) g
Slika 66. Slika titracije spoja 9b u vodi (pod UV-lampom)

lako pri koncentraciji 1-10°° mol/dm? spojevi 9a i 9d ne pokazuju ekscimernu vrpcu, pri veéim
koncentracijama spojeva 9a i 9d emisijski spektri pokazuju prisutnost zna¢ajne ekscimerne vrpce
Sto bi ukazivalo na to da i spojevi 9a i 9d stvaraju agregate (slika 67.). Osim emisijskim spektrom,

nastajanje agregata pri koncentraciji 1-10~* mol/dm? vidljivo je i zamuéenjem otopine.

700 -
600 —
500 —
400 —
300 —

200 -

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

100

—T T T T 1 r T T °r T T 1
400 450 500 550 600 650 700 750
Alnm

Slika 67. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9a o koncentraciji (¢ = 1,00-107° —
1,00-10* mol/dm?®) u vodi (Aex= 351 nm, slit 2,5 - 5)
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4.5. Karakterizacija nanocestica

Veli¢ina agregata pirenskih derivata 4a—C te 9a—d odredena je koriStenjem metode dinamickog
rasprSenja svjetlosti (DLS). Stvaranje nanocestica potvrdeno je za spojeve 4a—c i 9b—c (slika 68. i
tablica 2.) dok u otopinama spojeva 9a i 9d nisu detektirani agregati $to odgovara rezultatima
dobivenim pri fluorescencijskim titracijama s vodom. Razlike u veli¢ini agregata potvrduju utjecaj
strukture na agregirajuca svojstva. S obzirom na emisijske spektre spojeva 9a i 9d, testirane su iste
koncentracije i DLS-om te je potvrdeno nastajanje agregata pri veéim koncentracijama (slike u
Dodatku).

Tablica 2. Srednje vrijednosti veli¢ina nanocestica po broju

Spoj Veli¢ina / nm
da 42
4b 74
4c 33
9b 75
9c 37
(a) (b)
22 22 -
20 4a 20 - H —09b
18 —4b 184 H %
—_4c
16 1 ” 16
14 4 14 -
§, 12 4 § 12
m 104 m 10
8 8
6 6
44 44
2 2
0 T T T T O T L T T T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Hidrodinamicki promjer / nm Hidrodinamicki promjer / nm

Slika 68. Raspodjela veli¢ine po intenzitetu za spojeve (a) 4a—c i (b) 9b—c (¢ = 1,00-10°°
mol/dm?3, 99,9 % H,0)
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Morfologija nanocestica odredena je pomocu transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) i
mikroskopije atomskih sila (AFM). TEM slika (slika 69.) bis-pirenskog derivata 4a u 99 % H.O
pokazuje agregate s definiranim sfernom morfologijom, a veli¢ina agregata je odredena upotrebom
mikroskopije atomskih sila (AFM). Na AFM slici (slika 70.) moZe se opaziti sferna struktura
nanoagregata bis-pirenskog derivata 4a veli¢ine izmedu 1,226 1 48,864 nm.

Slika 70. AFM nanocestica spoja 4a

Poznato je kako surfaktanti mogu modulirati veli¢inu i oblik nanocestica.”” Dodatkom neionskog
surfaktanta Triton X-100 (TX-100) u otopinu spoja 4a—c i 9b—c u H20 (99 %) dolazi do porasta
intenziteta fluorescencije te porasta monomerne emisije uslijed ,,razbijanja“ nanoagregata (slika 71
—72 + slike u Dodatku). Dodatkom TX-100 dolazi do deagregacije pirenskih derivata, odnosno
hidrofobna priroda surfaktanta TX-100 pogodna je za otapanje pirena u vodenom mediju te
razdvajanja pirenskih jezgri. Selektivnost surfaktanta ispitana je i testiranjem otopina spojeva 4a—
c i 9a—d s anionskim surfaktantom natrijevim dodecil-sulfatom (SDS) pri ¢emu dobiveni rezultati

pokazuju da nema promjene fluorescencije za bis-pirenske derivate 4a—c ¢ak ni pri koncentraciji

103



Mateja Belovari

Doktorska disertacija

SDS-a od 120 mm, dok je za mono-pirenske derivate vidljiva pojava samo male monomerne vrpce
(slike u Dodatku).

€Y (b)
800 2.4 -
—— 0 mM TX-100
[ ]
700 —— 8 mM TX-100 [ ] [ ]
= 20 mM TX-100 2,24

~ 6004 —— 40 mM TX-100 [ ]
=) —— 60 mM TX-100
& 004 —— 80 mM TX-100 204
W = 100 mM TX-100 s
= —— 120 mM TX-100 =2
g 400 =
=] = 18- ]
= o) |
L. 300 o
) =
@ 200 1,6+

100 14/®
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Alnm ¢ (TX-100) / mM

Slika 71. (a) Emisijski spektar spoja 4a (¢ = 1,00-10® mol/dm?3, Zex = 351 nm, slit 5 — 5) tretiran

razli¢itim koncentracijama surfaktanta TX-100 u H20 [<1% DMSO] te (b) omjer monomera i
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Slika 72. (a) Emisijski spektar spoja 9b (¢ = 1,00-107® mol/dm?, Jex= 351 nm, slit 5 — 5) tretiran
razli¢itim koncentracijama surfaktanta TX-100 u H20 [< 1 % DMSO] te (b) pripadajuci graf

maksimuma monomera emisije pri razlicitim koncentracijama TX-100
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Slika 73. Fluorescencija spojeva 4a i 9b pod UV-lampom (100 % DMSO, 99,9 % H»O te u 99,9
% H20 uz dodatak 120 mm TX-100)

4.6. Titracije s fluorescentnim bojama

Forsterov rezonancijski prijenos energije (FRET) predstavlja neradijacijski proces kojim se
pobuduju molekule donora te prenose energiju na molekule akceptora u osnovnom stanju $to
rezultira gaSenjem fluorescencije donora. Taj proces jako ovisi 0 udaljenosti kojom je emisija
jednog fluorofora povezana s pobudom drugog fluorofora te imaju veliku osjetljivost i selektivnost.
Prilikom FRET-procesa najc¢escée dolazi do promjene boje te se stoga FRET upotrebljava u svojstvu
kolorimetrijske metode odredivanja prisustva odredenih analita.!?®12* Rodamin 6G (R6G) jedna je
od najcesce koristenih sintetickih boja koja ima Siroku primjenu (npr. u kozmetickoj,
prehrambenoj, farmaceutskoj 1 tekstilnoj industriji). Iako je R6G Siroko rasprostranjena sinteticka
boja, nazalost, uzrokuje razli¢ite iritacije koZe ili diSnog sustava, a s njom se povezuju i
kancerogenost te toksi¢nost za ljude i Zivotinje prilikom duzeg izlaganja. Iz toga razloga sve se
vise istrazuju naéini uklanjanja sinteti¢kih boja iz otpadnih voda.'?® S obzirom na to da R6G ima
jako dobra fluorescencijska svojstva, moguce je primijeniti FRET-proces za detekciju R6G u

odredenom otapalu.'

Pobudom bis-pirenskog derivata 4a u vodi pri koncentraciji 1-107° mol/dm?® vidljiva je Siroka
ekscimerna vrpca s maksimumom emisije na 490 nm i slaba monomerna vrpca s maksimumom na

389 nm §to dokazuje nastanak nanocestica spoja 4a (slika 74.). Dodatkom 0,1 ekvivalenta otopine
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rodamina 6G u otopinu spoja 4a dolazi do naglog opadanja ekscimerne vrpce spoja 4a i znacajnog
hipsokromnog pomaka na 478 nm te nastanka nove vrpce s maksmimumom emisije na 552 nm
koja pripada rodaminu 6G $to povezujemo s FRET-procesom izmedu nanocestica spoja 4a i
rodamina 6G. Daljnjim povecanjem koncentracije rodamina 6G u otopini ekscimerna vrpca spoja
4a eksponencijalno se smanjuje dok nova vrpca koja pripada rodaminu 6G s maksimumom emisije
na 552 nm linearno raste s poveéanjem koncentracije rodamina u otopini (slika 75.). Postojanje
FRET procesa izmedu spoja 4a i rodamina 6G potvrdeno je i titracijom spoja 4a s rodaminom 6G
pri razlicitim temperaturama (25 °C, 35 °C 1 45 °C) pri ¢emu je iz oCitanja maksimuma emisijske
vrpce na 552 nm uoceno da pri razli¢itim temperaturama dolazi do linearnog povecanja intenziteta

fluorescencije neovisno o temperaturi (slika 76.).

1000 ~

T552 nm

900 1
800 1
7001
6001
500 1
400
3001

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

200 -
100 -
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—
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Alnm

Slika 74. Titracija spoja 4a (c = 1,00-10~° mol/dm?®) s rodaminom 6G (0 — 0,5 ekvivalenata, Aex =
351 nm, slit 5 - 5) u H.0 [1 % DMSO]
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Slika 75. Promjena maksimuma spoja 4a (pri 478 nm) i rodamina 6G (pri 552 nm) ovisno o

koncentraciji rodamina 6G u otopini (oc€itano iz spektra na slici 76.)
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Slika 76. Promjena maksimuma rodaminske vrpce promjenom koncentracije pri razli¢itim

temperaturama (0,1 — 0,4 ekvivalenata, Zex = 351 nm, slit 5 — 5) u H20 [1 % DMSO]
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Slika 77. Koncentracijski spektar ¢istog rodamina 6G 1 usporedba otopine s i1 bez spoja 4a

4.7. Karakterizacija gelova

U teorijskom dijelu opisali smo razli¢ite gelske sustave dobivene iz pirenskih derivata. Kako je
oksamidna skupina prisutna u ve¢ poznatim kiralnim aminokiselinskim i aminoalkoholnim
spojevima koji tvore supramolekulske gelove testirali smo gelirajuéa svojstava spojeva 4a— i 9a—
d (tablica 3.). Gelirajuca svojstva pripravljenih spojeva studirana su u vodi i nizu organskih otapala
razli¢itih polarnosti. Geliranje se ispituje u zacepljenim epruvetama. Uzorak se otopi u otapalu i
ohladi na sobnu temperaturu pri ¢emu se prati je li nastao gel. Smatra se da je gel nastao ako nakon
okretanja epruvete ne dolazi do curenja otapala i ako gel ne promijeni oblik. Rezultati ispitivanja
prikazani su u tablici 3. Od svih ispitivanih derivata, ustanovljeno je kako samo spoj 9a tvori gelove

u aromatskim otapalima (toluen i p-ksilen) te u smjesi polarnih otapala (DMSO/H.0, 1:4).
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Tablica 3. Gelirajuéa svojstva pirenskih derivata

Doktorska disertacija

4a 4b 4c 9a 9b 9c
DMSO S S S S S S
0,4 mL
0,2 mL
DMSO +
DMSO +
DMSO + H,0 P 0,4 mL P P P
0,8 mL H20
H.O
(0G)
(0G)
DMSO (200 pL
( HL) p P P S S P
+ EtOH
DMSO (200 pL
( HL) P S P S S P
+ toluen
DMSO (200 pL
( HL) P S P S S P
+ p-xylene
p-xylene I I I 1,2mL TG PG/P I
toluen I I I 0,4 mL P |
EtOH I I I P P |

e 5 mg uzorka je otopljeno u 200 pl otapala
OG - neproziran gel, TG — proziran gel, | — netopljivo, S — otopina, PG — parcijalni gel, P — talozi

Morfologija gelske mreze studirana je transmisijskom elektronskom mikroskopijom. TEM

fotografije gela spoja 9a u toluenu pokazuju strukturu tankih i fleksibilnih niti mikrometarskih

duljina (slika 79.)
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Slika 78. (a) slika gela u toluenu na dnevnom svjetlom i pod UV-lampom; (b) usporedba otopine

spoja 9a (ljubicasta fluorescencija) i gela spoja 9a (zelena fluorescencija) pod UV-lampom

Slika 79. TEM fotografije gela spoja 9a u toluenu

Promatranjem promjena kemijskih pomaka u *H NMR spektru u ovisnosti o temperaturi mogu se
saznati vazne informacije o organizaciji otopljenih agregata gelatora prisutnih u ravnoteZi s
gelskom mrezom. Na slici 80. prikazana je temperaturna ovisnost kemijskih pomaka triazolnog
CH te oksamidnih NH-protona mono-pirenskog derivata 9a u ds-toluenu. Unutar temperaturnog
intervala od 25 °C do 80 °C za gel spoja 9a u ds-toluenu dolazi do ukupnog kemijskog pomaka od
0,051 0,03 ppm prema visem magnetskom polju za NH-protone oksamidne skupine te do ukupnog
kemijskog pomaka od 0,19 ppm prema nizem magnetskom polju za triazolni CH. Signali koji
odgovaraju pirenskim protonima takoder su malo pomaknuti prema nizem magnetskom polju. Iz
navedenih podataka jasno je da su NH-protoni oksamidne skupine ukljucene u vodikovoj vezi

izmedu molekula spoja 9a, kao i u medumolekulske n—n-interakcije izmedu pirenskih skupina.
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Slika 80. Temperaturno ovisni *H NMR spektar gela spoja 9a u toluenu (25 °C — 80 °C)

Fluorescencijska spektroskopija je vrlo znaajna metoda za pra¢enje medumolekulskh interakcija
jer se mogu pratiti odredene interakcije u sustavu, posebno aromatske interakcije te njihove
promjene pod utjecajem temperature. 1z temperaturno ovisnih emisijskih spektara spoja 9a u p-
ksilenu (slika 81b) vidljivo je da grijanjem polako dolazi do naruSavanja strukture gela. Gel spoja
9a u p-ksilenu ima jaku ekscimernu vrpca s maksimumom emisije na 474 nm pri 25 °C, dok
monomerne vrpce nema. Jaka ekscimerna vrpca u gelu posljedica je medumolekulskog slaganja

pirenskih jedinica untar gelskih agregata. Povecanjem temperature dolazi do opadanja intenziteta
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fluorescencije i batokromnog pomaka maksimuma emisije, a pri 65 °C javlja se pojava monomerne

vrpce uzrokovano otapanjem gela.
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Slika 81. Temperaturna ovisnost fluorescencije (a) otopine spoja 9a (¢ = 1,00-10® mol/dm?) u p-
ksilenu (lex = 351 nm, slit 5 — 5) te (b) gela spoja 9a (¢ = 1,21-1072 mol/dm?3) u p-ksilenu (lex=
351 nm, slit 10 — 5)

Emisijski spektar gela spoja 9a u toluenu takoder pokazuje, kao i kod gela u p-ksilenu, izrazenu
ekscimernu vrpcu s maksimumom emisije na 481 nm te izostanak monomerne vrpce pri 25 °C
(slika 82b). Povecanjem temperature dolazi do smanjivanja intenziteta fluorescencije te pri 45 °C
dolazi i do pojave monomerne vrpce uz ekscimernu vrpcu dok na 65 °C dolazi do otapanja gela i
porasta intenziteta fluorescencije, te do batokromnog pomaka maksimuma emisije ekscimerne
vrpce. Drugacije ponasanje toluenskog gela od p-ksilenskog gela navodi na zakljucak da otapalo

ima veliki utjecaj na svojstva gela.
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Slika 82. Temperaturna ovisnost fluorescencije (a) otopine spoja 9a (c = 1,00-107® mol/dm?) u
toluenu (fex = 351 nm, slit 5 — 5) te (b) gela spoja 9a (¢ = 2,42-1072 mol/dm?) u toluenu (lex = 351
nm, slit 5 — 10)

Zarazliku od gelova spoja 9a u aromatskim otapalima, u emisijskom spektru gela spoja 9a u smjesi
DMSO/H20 (1:4) vidimo drugadije ponasanje (slika 83.). Pri 25 °C u emisijskom spektru su
vidljive monomerna i ekscimerna vrpca (Im/le = 1,5). Porastom temperature dolazi do rasta
intenziteta fluorescencije i blagog opadanja ekscimerne vrpce dok se istovremeno, do 75 °C
intenzitet monomerne vrpce ne mijenja. Pri 85 °C dolazi do blagog porasta monomerne vrpce, a na

95 °C i do porasta cijelog spektra (Im/lIe = 1,53) pri ¢emu dolazi do otapanja gela.

113



Mateja Belovari Doktorska disertacija

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

50 4
04

1 1 ] T I I I I
400 450 500 550 600 650 700 750

%/ nm

Slika 83. Temperaturna ovisnost fluorescencije gela spoja 9a (¢ = 1,07-102 mol/dm®) u DMSO :
H20 =2 : 8 (Aex =351 nm, slit 10 — 10)

4.8. Bioloska ispitivanja

4.8.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti
Nakon spektroskopske i fizikalno-kemijske karakterizacije, novopripravljeni spojevi ispitani su u
in vitro uvjetima, koriStenjem stanica tumora ¢ovjeka. Za mono- i bis-pirenske spojeve ispitana je
citotoksi¢nost, tj. antiproliferativni utjecaj ispitivanog spoja na stanice tumora $to se izvodi pomocu
MTT-testa. MTT-test je kolorimetrijski test koji detektira aktivnost mitohondrijske dehidrogenaze
u zivim stanicama. Stanice se inkubiraju sa spojem MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid) te u mitohondrijima Zivih stanica dolazi do njegove redukcije pri ¢emu
nastaje formazan. Redukcija rezultira promjenom boje iz zute u ljubiCastu jer se stvaraju
tamnoljubicasti kristali¢i formazana koji nisu topljivi u vodi, ali su topljivi u DMSO. Nastala
ljubicasta otopina se zatim spektrofotometrijski kvantificira na ¢itau za mikrotitarske plocice pri
valnoj duljini od 600 nm. Intenzitet ljubiCastog obojenja (koliina nastalog formazana)
proporcionalna je broju Zivih stanica. Sto je vise nastalog formazana, to je tamnija ljubigasta boja,
odnosno veca je apsorpcija. Rezultati se prikazuju kao relativne vrijednosti apsorbancije u odnosu
na apsorbanciju netretiranih stanica (ctrl). MTT-testovi rade se u mraku jer je reagens osjetljiv na

svjetlost.127128
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MTT-testovi napravljeni su u vise replika razli¢itih koncentracija spojeva na stani¢nim linijama
A549 i RD. Bitno je napomenuti da je DMSO, koji je otapalo za spojeve, takoder citotoksic¢an u
koli¢ini koja odgovara koli¢ini spojeva u konc. 1-10° mol/dm?, dok u svim manjim
koncentracijama DMSO viSe nije citotoksican te je stoga odredivana toksi¢nost spojeva pri
koncentracijama 1-10° — 1.10°® mol/dm® . Usporedujuéi klase spojeva, mono-pireni pokazuju
slabu toksi¢nost u ispitanim koncentracijama, tj. spojevi 9b i 9c nisu toksi¢ni, dok je spoj 9a
toksi¢an samo u najvecéoj koncentraciji (1-10°® mol/dm?3). Za razliku od mono-pirena, bis-pireni su
toksi¢ni pri viSe razli¢itih koncentracija. Spojevi 4a i 4¢ su podjednako toksi¢ni (do oko 50 % pri
koncentraciji 1-107® mol/dm?), a najmanje toksi¢an je spoj 4b (do oko 75 % pri koncentraciji 1-10°°
mol/dm?3) (slika 84.). Rezultati ukazuju na to da dvije pirenske jedinice poveéavaju citotoksi¢nost
inace netoksi¢nih spojeva bez obzira na stani¢nu liniju. Literaturno je poznato da tip funkcijske
skupine moZze imati veliki utjecaj na bioloSka svojstva pirenskih derivata. Na primjer, opisano je
da prisutnost metilfenilne skupine ne samo da povecava citotoksi¢nost pirena koji sadrzavaju
aminofosfonate nego takoder mijenja i njihovu selektivnost.'?® Toksi¢nost kod stani¢nih linija raka

prostate takoder je dobivena za derivate pirena konjugirane s kumarinskom jedinicom.!?
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Slika 84. MTT test na stani¢nim linijama A549 i RD
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4.8.2. Konfokalna mikroskopija

Nakon ispitivanja toksi¢nosti, a s obzirom na to da spojevi fluoresciraju provjereno je imaju li
spojevi unutarstanicni fluorescentni signal. Stanice A549 inkubirane su medijem koji je sadrzavao
spojeve 4a— i 9a—C te je stani¢na lokalizacija pra¢ena pomocu laserske konfokalne skenirajuce
mikroskopije. Inkubacijom spojeva na Zivim stanicama dobiveno je da spoj 4b ima svojstvo
samoagregiranja te ne ulazi u stanice nego se ,,lijepi” po stakalcu te ga nije moguce upotrijebiti za
oslikavanje stanica (slika u Dodatku). Spoj 9a bio je lokaliziran manjim dijelom unutar stanice
(difuzno rasprSen), a ve¢im dijelom izvan stanice §to govori da ni on ne moze lako uéi u stanice.
Slaba (difuzna) zelena emisija primijecena je ravnomjerno kroz citoplazmu stanica za spojeve 4c i
9b, dok je spoj 9c pokazao znacajan fluorescentni signal (slika 85.) koji je sli¢io lokalizaciji

mitohondrija.

Fluorescentne tocke koje su vidljive inkubacijom spoja 4a na stanicama su aglomerati pirena koji
nastaju u citoplazmi zbog vodenog medija. Fluorescentni signal spoja 4a rasprsen je u citoplazmi
stanica uz nakupine fluorescentnih agregata (to¢aka) Sto potencijalno ukazuje da bi se spoj 4a
mogao lokalizirati u nekim stani¢énim organelima. Napravljena je kolokalizacija spoja 4a s
markerima za rane endosome, Golgijevo tijelo 1 lizosome, medutim, za sve markere pokazan je

mali Pearsonov koeficijent korelacije §to upucuje na to da se 4a ne nakuplja u tim odjeljcima.
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4a

9¢c

Slika 85. LCSM slike stanica A549 nakon inkubacije s pirenskim derivatima 4a i 9c (raspon
koncentracija: 1-107° — 1-1072 mol/dm?, pripremljene u DMSO, Aex = 405 nm, Aem = 410 — 480

nm). Refleksijska interferencijska kontrastna mikroskopija (RICM) prikazana je sivom bojom.

Napravljena je i titracija spoja 4a pri razli¢itim koncentracijama na stanicama A549. Najjaci signal
na stanicama je pri koncentraciji 1-107° mol/dm? pri ¢emu je signal tockast zbog nastalih
aglomerata, tj. nanoGestica. Pri koncentraciji od 1-10~* mol/dm?signal je malo slabiji, na 1-107°
mol/dm?jako slab, dok se pri koncentraciji 1-10~® mol/dm?3signal ne vidi, §to odgovara i rezultatima

fluorimetrijske titracije s vodom (slika 86.).
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Slika 86. Konfokalna slika unutarstani¢ne distribucije signala spoja 4a razli¢itih koncentracija na

stanicama A549

Kad se inkubira na fiksiranim stanicama, lokalizacija spoja 9c sli¢i onoj u mitohondrijima te je
proucavana kolokalizacija spoja 9¢ s MitoTrackerom, markerom mitohondrija, u zivim stanicama,
kao §to je prikazano na slici 87. Kada je inkubiran na zivim stanicama, spoj 9¢ pokazuje slabu
kolokalizaciju s mitohondrijima (prosje¢ni Pearsonov koeficijent je 0,263), Sto ukazuje na to da se

spoj 9¢ moze lokalizirati u mitohondrije, ali s malom specifi¢noscu.
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Slika 87. Konfokalna slika unutarstani¢ne kolokalizacije izmedu spoja 9¢ (1-10~° mol/dm?,
zeleno, Aex = 405 nm, Aem =410 — 480 nm) i MitoTrackera (100 nM, crveno, Aex= 647 nm, Aem =

657 — 695 nm) te izraunati Pearsonov koeficijent korelacije

Buduc¢i da je dokazano da pirenski spojevi imaju nespecifican signal, Zeljeli smo vidjeti na koji
nacin spoj ulazi u stanicu. Takoder, s obzirom na to da bis-pirenski spoj 4a radi nanocestice, ne

moZe na bilo koji na¢in u¢éi u stanicu.
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Izvanstani¢ni materijal kao S$to su tekucina, otopljene tvari, hranjive tvari, protutijela,
makromolekule, komponente stani¢ne membrane i druge Cestice, u stanice ulaze endocitozom,
uvrtanjem stani¢éne membrane. Do danas je definirano niz tipova endocitoze (slika 88.), a medu
njima najviSe se istiCu receptorom posredovana endocitoza (klatrinom ili kaveolinom) i receptor-
neovisna endocitoza (makropinocizota i fagocitoza). Endocitoza ima indirektnu ulogu u
proliferaciji, rastu stanice, stanicnom prezivljavanju, aktivaciji imunosnog odgovora,
neurotransmisiji, embriogenezi, prijenosu signala za komunikaciju s okolinom, ovisno o tvari koja
se unosi u stanicu. Jedan od tipova endocitoze je makropinocitoza koja ukljucuje nespecifi¢an unos
izvanstani¢nog materijala u mjehuri¢ima naziva makropinosomi, ¢ija veli¢ina varira izmedu 0,2 i
10 um. Makropinocitoza je vazna za mnoge fizioloSke procese zbog svoje neovisnosti o proteinima
i lipidima te zbog specifiénog naéina uno$enja izvanstani¢nog materijala u stanicu.**-**2 Dokazali
smo da pirenski spojevi formiraju nanocestice veli¢ine izmedu 30 i 80 nm te smo stoga napravili
test s dekstranom koji je marker za dokazivanje ulaska spojeva u stanicu procesom
makropinocitoze. Dobiveni rezultati pokazuju djelomi¢no poklapanje $to je vidljivo sa slike 89. i
iz Pearsonovog koeficijenta ¢ija vrijednost iznosi 0,422, ¢ime je potvrdena makropinocitoza kao

povoljan put za ulazak spoja 4a u stanicu.

Makropinocitoza Fagocitoza

Klatrinom

posredovana Novi
endocitoza Kaveolin/lipidne splavi putevi GEEC Flotilin Arfé

¥ 50 0 C}&gcy

- Citoplazmatska TT Klatrin Dinamin & Kaveolin e Flotilin
membrana

Slika 88. Vrste endocitoze koje virusi koriste za ulazak u stanice covjeka. Velike Cestice u stanicu
se unose putem fagocitoze, dok se manje ¢estice unose ostalim tipovima endocitoze, kao §to su
endocitoze posredovane klatrinom, kaveolinom, lipidnim splavima, IL-2, GEEC, flotilinom i
Arf6. Za mnoge od njih vaZan je protein dinamin koji odvaja nastali endocitozni mjehuri¢ od
citoplazmatske membrane, a kod nekih tipova endocitoze mjehuri¢ je obavijen specifi¢nim

proteinom. 132
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Slika 89. Konfokalna slika unutarstani¢ne kolokalizacije izmedu spoja 4a (1-1072 mol/dm?,
zeleno, Aex =405 nm, dem =410 — 480 nm) i dekstrana (0,5 mg/mL, crveno, Aex = 550 nm, Aem =

560 — 600 nm) te izracunati Pearsonov koeficijent korelacije

Uzimajuéi u obzir sve navedene rezultate, moze se zakljuciti da spoj 4a pokazuje citotoksi¢nost
kada se koristi u mikromolarnim koncentracijama te ima izrazitu fluorescenciju u stanicama koja
bi se potencijalno mogla koristiti za opticku dijagnostiku i lije¢enje raka. Ipak, potrebna je daljnja

bioloska karakterizacija.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije pripravljeni su novi pirenski derivati, bis- (4a—c) i mono-
triazolopirenski derivati (9a—d) metodama klasi¢ne organske sinteze, a za dobivanje triazolne
skupine koristena je Cu-katalizirana klik-reakcija. Novopripravljenim spojevima opisana su
spektroskopska svojstva, proucavao se nac¢in medusobnog vezivanja molekula i struktura agregata

te im je ispitana bioloSka aktivnost.

Mono-pirenski derivati (9a—d) pokazuju monomernu emisiju s maksimumom emisije na 389 nm
¢iji se intenzitet smanjuje dodatkom vode. Derivatima 9a i 9d u potpunosti se gasi emisija, dok
mono-pireni 9b i 9¢ uz izostanak monomerne vrpce, pokazuju nastanak ekscimerne vrpce pri
udjelu vode od 99,9 %. Ovakvo ponasanje mono-pirenskih derivata povezano je s nastajanjem
agregata u vodi. Mjerenjima DLS u smjesi otapala 99,9 % voda/DMSO utvrdeno je da nastaju
nanoagregati hidrodinami¢kog promjera izmedu 37 — 75 nm za spojeve 9b—c. Za razliku od mono-
pirenskih derivata, bis-pirenski derivati pokazuju monomernu i ekscimernu emisiju s
maksimumima na 389 nm, odnosno 490 nm, kao posljedica dinami¢kog intramolekularnog procesa
1 interakcije izmedu dvije pirenske jedinice. Bis-pirenski derivati takoder agregiraju u smjesi
otapala 99,9 % voda/DMSO gdje nastaju agregati hidrodinami¢kog promjera 33 — 74 nm.
Morfologija nanoagregata odredena je pomocu transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) i
mikroskopije atomskih sila (AFM). Obje tehnike pokazuju agregate s definiranom sfernom

morfologijom.

S obzirom na to da pirenski derivati opéenito imaju svojstva kompleksiranja s metalima, leucinski
derivati bis-pirena 4a te mono-pirena 9a testirani su na interakcije s razliitim metalima te je
dobiveno da oba derivata stvaraju komplekse s Cu?*. Testiran je i utjecaj aniona te je dobiveno da
oba spoja najbolju interakciju ostvaruju s Cu(ll)-acetatom, a najlosiju sa Cu(ll)-triflatom. Takoder,
ispitana je interakcija izmedu bis-pirenskih derivata i rodamina 6G te je potvrdeno nastajanje

FRET-procesa.

Izmjerena su gelirajuca svojstava spojeva 4a—c i 9a—d. Od svih ispitivanih spojeva, ustanovljeno
je da samo spoj 9a tvori gelove u aromatskim otapalima (toluen i p-ksilen) te u smjesi polarnih
otapala (DMSO/H20, 1:4). Mjerenjem emisijskih spektara pripremljenih gelova dobiveno je da,
iako u otopini pokazuju samo monomernu vrpcu, nastankom gela dolazi do nastajanja ekscimerne

vrpce. Pracenjem utjecaja temperature na fluorescenciju gela uoceno je da je ponaSanje emisije
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gela u toluenu bitno razli¢ito nego u p-ksilenu Sto ukazuje na razliCiti utjecaj otapala te slozeniji
mehanizam otapanja gela i samoorganizacije molekula gelatora. Pracenjem promjena kemijskih
pomaka u *H NMR u ovisnosti o temperaturi ustanovljeno je kako su NH-protoni oksamidne
skupine ukljucene u vodikovoj vezi izmedu molekula spoja 9a, kao 1 u medumolekulske n—n-
interakcije izmedu pirenskih skupina. Morfologija gelske mreze gela spoja 9a u toluenu odredena
je transmisijskom elektronskom mikroskopijom (TEM) pri ¢emu se vide tanke i fleksibilne niti

mikrometarskih duljina.

Ispitivanjem antiproliferativnog utjecaja sintetiziranih spojeva na stanice tumora ustanovljeno je
da mono-pirenski derivati (9a—d) pokazuju slabu toksi¢nost na stani¢nim linijjama A549 i RD. Za
razliku od mono-pirenskih derivata, bis-pirenski derivati (4a—C) su toksi¢ni pri viSe razli¢itih
koncentracija. Rezultati ukazuju na to da dvije pirenske jedinice povecavaju citotoksi¢nost inace
netoksi¢nih spojeva bez obzira na stani¢nu liniju. Inkubacijom stanica A549 medijem koji je
sadrzavao spojeve 4a—C i 9a—C te pracenjem lokalizacije pomocu laserske konfokalne skenirajuce
mikroskopije, uoéeno je da spoj 4b ima svojstvo agregiranja te ne ulazi u stanice, dok ostali spojevi
ulaze u stanicu, ali ne i u stani¢nu jezgru nego ostaju difuzno rasprSeni u citoplazmi. Fluorescentni
signal spoja 4a rasprsen je u citoplazmi uz nakupine fluorescentnih agregata koji predstavljaju
aglomerate pirena koji nastaju u citoplazmi zbog vodenog medija. Ispitivanjem nacina ulaska bis-
pirenskog derivata 4a u stanicu, kolokalizacijom s dekstranom potvrdena je makropinocitoza kao

povoljan put za ulazak spoja 4a u stanicu.

Ovo istrazivanje doprinosi proSirenju samoslagajucih fluorescentnih materijala koriste¢i piren kao
fluorescentnu jedinicu te oksamidne i aminokiselinske jedinice povezane triazolnom skupinom. Od
svih sintetiziranih bis- i mono-triazolopirenskih derivata, posebno treba izdvojiti bis-piren 4a kao
potencijalni molekularni alat za opti¢ku dijagnostiku i lijeenje tumora te 9a kao fluorescentni
gelator.

122



Mateja Belovari Doktorska disertacija

6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

ACQ — gasenje fluorescencije uzrokovano agregiranjem (engl. Aggregation-caused quenching)
ADP — adenozin-difosfat

AECM — umjetni izvanstani¢ni matriks (engl. Artificial extracellular matrix)
AFM — mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy)

AIE — emisija izazvana agregiranjem (engl. Aggregation-induced emission)
AMP — adenozin-monofosfat

ATP — adenozin-trifosfat

A549 — stanice carcinoma pluca ¢ovjeka

DLS — dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering)
DMF — N,N-dimetilformamid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

DMSO - dimetilsulfoksid

FBS — fetalni govedi serum (engl. Fetal bovine serum)

FRET — Forsterov rezonancijski prijenos energije (engl. Forster resonance energy transfer)
GSH — glutation

HBE — stanice bronhijalnog epitela ¢ovjeka

HEK — stanice bubrega ljudskog embrija

HeLa — stanice raka grlica maternice

IR — infracrveno

LPS — lipopolisaharid

MCF-7 — stanice raka dojke
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MDA-MB-231 — stanice raka dojke

MS — masena spektrometrija

NIH/3T3 — stanice fibroblasta

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

PbAEs — amfifilni poli(f-aminoester)

PPi — pirofosfatni anion

RD — stanice rabdomiosarkoma

RKO - stanice carcinoma debelog crijeva ¢ovjeka

RNA — ribonukleinska kiselina

r.t. — sobna temperatura

SDS — natrijev dodecil-sulfat

SEM - skenirajuca elekronska mikroskopija (engl. Scanning Electron Microscopy)
TEM — transmisijska elektronska mikroskopija (engl. Transmission Electron Microscopy)
THF — tetrahydrofuran

TMS — tetrametilsilan

TX-100 — Triton X 100

UV — ultraljubicasto

Vis — vidljivo
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Slika 113. 3C NMR spektar spoja 9b
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Slika 115. *H NMR spektar spoja 7¢

147



Mateja Belovari

171.05

_~159.93
~-159.32
137.27
129.00
128.26
"-126.55

Doktorska disertacija

175

-

Slika 116. 3C NMR spektar spoja 7¢
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Slika 117. *H NMR spektar spoja 8¢
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Slika 118. 3C NMR spektar spoja 8c
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Slika 119. *H NMR spektar spoja 9c
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Slika 120. 3C NMR spektar spoja 9c
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Slika 121. IR spektar spoja 9c
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Slika 122. *H NMR spektar spoja 8d
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Slika 123. 3C NMR spektar spoja 8d
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Slika 125. 3C NMR spektar spoja 9d
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Slika 126. IR spektar spoja 9d

8.3. Dodatak potpoglavlju 4.2.1.
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Slika 127. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,77-107° mol/dm?®) spoja 4a u DMSO
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Slika 128. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,77-107° mol/dm?3) spoja 4a u Tris puferu (pH = 7,4, ¢ = 10 mM)
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Slika 129. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,77-107° mol/dm?) spoja 4b u DMSO
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Slika 130. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,77-107° mol/dm?) spoja 4c u DMSO
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Slika 131. Temperaturna ovisnost absorbancije spojeva 4a (c = 1,77-10° mol/dm?®), 4b (c =
1,48-10° mol/dm?®) i 4c (c = 1,48-10"° mol/dm®) u DMSO
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Slika 132. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,48-107° mol/dm?®) spoja 9a u DMSO
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Slika 133. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,48-107° mol/dm?) spoja 9b u DMSO
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Slika 134. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,48-107° mol/dm?) spoja 9¢c u DMSO
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Slika 135. UV/Vis spektar koncentracijske ovisnosti (koncentracijski raspon 3,00-107° —
1,48-107° mol/dm?®) spoja 9d u DMSO
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Slika 136. Temperaturna ovisnost apsorpcije spojeva 9a—d u DMSO (c = 1,48-107° mol/dm?)
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Slika 137. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 4b o koncentraciji (ex = 351 nm, slit
2,5-5;¢=1,00-10"°-8,92:10°° mol/dm*; DMSO)
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Slika 138. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 4c o koncentraciji (1ex = 351 nm, slit
2,5-5;¢=1,00-10"°-8,92-10"° mol/dm*; DMSO)
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Slika 139. Emisijski spektri temperaturne ovisnosti fluorescencije spojeva 4b—c (c = 1,00-10°°

mol/dm3, dex =351 nm, slit 5 — 5, DMSO) te odgovarajuc¢i omjeri maksimuma ekscimera i

monomera iz emisijskog spektra temperaturne ovisnosti fluorescencije
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Slika 140. Emisijski spektar koncentracijske ovisnosti fluorescencije spojeva 4b—c (c = 1,00-10°°
—1,00-10"% mol/dm®) u DMSO (/ex = 351 nm; slit 2,5 — 5)
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Slika 141. Ekscitacijski spektri spojeva 4b—c (¢ = 1,00-107° mol/dm? in DMSO) snimljeni pri 389

nm (monomerna emisija) i 490 nm (ekscimerna emisija)
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Slika 142. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9b o koncentraciji (ex = 351 nm, slit
2,5-25;¢=1,00-10"° - 8,92:10°° mol/dm?) u DMSO
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Slika 143. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9c o koncentraciji (ex = 351 nm, slit
2,5-25;¢=1,00-10"° - 8,92:10°° mol/dm?) u DMSO
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Slika 144. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 9d o koncentraciji (lex =352 nm, slit
2,5-25;¢=1,00-10"° - 8,92:10°° mol/dm?®) u DMSO
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Slika 145. Emisijski spektri temperaturne ovisnosti fluorescencije spojeva 9a—d (c = 1,00-10°°
mol/dm?3, Zex = 351 nm, slit 2,5 — 5, DMSO)
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Slika 146. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spojeva 9a—d o koncentraciji (1,00-107® —
1,00-102 mol/dm?) u DMSO (fex = 351 nm; slit 2,5 — 2,5)
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Slika 147. UV/Vis spektri titracije spoja 4a (co = 1,50-10° mol/dm®) s CuSO4.5H:0 i

CuCl22H20 te pripadajuc¢i maksimumi apsorbancije (351 nm i maksimum kompleksa)
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Slika 148. UV/Vis spektri titracije spoja 4a (co = 1,50-10° mol/dm®) s Cu(CF3SQOs). i CuBr; te

pripadaju¢i maksimumi apsorbancije (351 nm i maksimum kompleksa)
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Slika 149. Emisijski spektri titracije spoja 4a (Co = 2,44-10°® mol/dm®) s CuSO4.5H,0 i
CuCl22H20 (Jex= 351 nm, slit 2,5 — 5) te pripadaju¢i maksimumi fluorescencije pri 389 i 490 nm
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Slika 150. Emisijski spektri titracije spoja 4a (Co = 2,44-107° mol/dm?®) s Cu(CF3sSOs) i CuBr:

(Aex=351 nm, slit 2,5 — 5) te pripadajuc¢i maksimumi fluorescencije pri 389 i 490 nm
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Slika 151. Emisijski spektar tocke t9 (105 ekvivalenata) pri 25 °C, 65 °C i 85 °C (CuBr»)
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Slika 152. UV/Vis spektri titracije spoja 4a (co = 1,50-10° mol/dm?) Ni(11)-acetatom u DMSO
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Slika 153. UV/Vis spektar titracije spoja 4a (co = 1,50-107° mol/dm?) s Co(1)-acetatom u DMSO
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Slika 154. UV/Vis spektar titracije spoja 4a (co = 1,50-107° mol/dm®) s TBAAc u DMSO
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Slika 155. Emisijski spektar titracije spoja 4a (co = 2,44-10°% mol/dm?®) s Ni(i)-acetatom i Co(1)-

acetatom u DMSO (4ex = 351 nm, slit 2,5 — 5), ovisnost korigiranog intenziteta fluorescencije

(3891 490 nm) o koncentraciji Ni(11)-acetata i Co(11)-acetata te emisijski spektri tocke t13 (105
ekvivalenata) pri 25 °C, 65 °C i 85 °C
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Slika 156. Ovisnost korigiranog intenziteta fluorescencije o koncentraciji soli acetata (LIJEVO:
389 and DESNO: 490 nm)

BCu(CH3C00)2-H20; ® Ni(CH3C00)2-4H,0; & Co(CH3COO0),-4H:0;
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Slika 157. UV/Vis spektri titracije spoja 9a (co = 1,50-107° mol/dm?) s CuSO45H0 i

CuCl22H0 te pripadaju¢i maksimumi apsorbancije (351 nm i maksimum kompleksa)
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Slika 158. UV/Vis spektri titracije spoja 9a (co = 1,50-10° mol/dm?®) s Cu(CF3SQOs) i CuBr; te

pripadaju¢i maksimumi apsorbancije (351 nm i maksimum kompleksa)
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Slika 159. Emisijski spektri titracije spoja 9a (Co = 2,44-107° mol/dm?®) s CuSO4.5H,0 i

CuCl22H20 (Aex =351 nm, slit 2,5 — 5) te pripadaju¢i maksimumi fluorescencije pri 389 nm
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Slika 160. Emisijski spektri titracije spoja 9a (Co = 2,44-107° mol/dm?®) s Cu(CF3sSOs) i CuBr:

(Aex=351 nm, slit 2,5 — 5) te pripadajuc¢i maksimumi fluorescencije pri 389 nm
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Slika 161. Emisijski spektar toc¢ke t13 (105 eq) pri 25 °C i 65 °C (CuSQO4-5H20)

8.6. Dodatak poglavlju 4.4.
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Slika 162. UV/Vis spektri ovisnosti apsorbancije spojeva 4a—c (svi spojevi, ¢ = 1,50-10°
mol/dm?®) o udjelu smjese DMSO/H.0
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Slika 163. Emisijski spektri ovisnosti fluorescencije spoja 4b (¢ = 1,00-10°° mol/dm?3) o udjelu
smjese DMSO/H20, DMSO/Tris i DMSO/Hepes (dex = 351 nm, slit 5 — 5) te odgovarajuéi omjeri

maksimuma fluorescencije ekscimera i monomera
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Slika 164. Emisijski spektri ovisnosti fluorescencije spoja 4c (¢ = 1,00-10® mol/dm?3) o udjelu

smjese DMSO/H20 i DMSO/Tris (Aex =351 nm, slit 5 — 5) te odgovaraju¢i omjeri maksimuma

fluorescencije ekscimera i monomera
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Slika 165. Emisijski spektar spoja 4a (c = 1,00-107° mol/dm?®) u smjesi DMSO/H20 (6:4) (Jex =
351 nm, slit5-5) pri 25 °C i 55 °C.
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Slika 166. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spoja 4a (Aex =351 nm, slit5-5; c =
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Slika 167. Temperaturna ovisnost fluorescencije spoja 4a (¢ = 1,00-10°® mol/dm?®) u smjesi
DMSO/H20 (6:4) (Zex =351 nm, slit 5 — 5) te ovisnost maksimuma intenziteta fluorescencije o

temperaturi uzorka
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Slika 168. UV/Vis spektri ovisnosti apsorbancije spojeva 9a—d (¢ = 1,50-10~° mol/dm?) o udjelu
smjese DMSO/H,0
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Slika 169. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spojeva 9a—c (¢ = 1-10~° mol/dmq) o udjelu
smjese DMSO/Tris (ex = 351 nm, slit 2,5 — 5)
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Slika 170. Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spojeva 4a—c o koncentraciji (c =

1,00-10°°

—1,00-10"* mol/dm®) u vodi (Jex= 351 nm, slit 5 —5)
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Slika 171.

Emisijski spektar ovisnosti fluorescencije spojeva 9b—d o koncentraciji (c = 1,00-10°®

—1,00-10"* mol/dm?®) u vodi (Jex = 351 nm, slit 2,5 — 5)
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Slika 172. Emisijski spektar spoja 4a (¢ = 1,00-107° mol/dm?, Aex = 351 nm, slit 5 — 5) tretiran
razli¢itim koncentracijama surfaktanta TX-100 u Tris puferu (pH = 7,4, ¢ = 10 mM) [<1%

DMSO]
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Slika 173. Emisijski spektri spojeva 4a—c (¢ = 1,00-107% mol/dm?, Aex = 351 nm, slit 5 — 5)
tretirani razli¢itim koncentracijama surfaktanta SDS u H20 [<1% DMSO]
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Slika 174. Emisijski spektri spojeva 4b—c (¢ = 1,00-107° mol/dm?3, Aex= 351 nm, slit 5 — 5)
tretirani razli¢itim koncentracijama surfaktanta TX-100 u H20 [<1% DMSOQ] te pripadajuci

omjer monomera i ekscimera maksimuma emisije pri razli¢itim koncentracijama TX-100

186



Mateja Belovari

Doktorska disertacija

9a

9c

9d

300

1000 1000
900 —— 0 MM TX-100 900 — 0 MM TX-100
250 —O0mMTX-100 800 —— 8 mM TX-100 800 — 8mM TX-100
- —— 8 mM TX-100 = —— 20 MM TX-100 - — 20 MM TX-100
s, — 20 MM TX-100 2 700 20 MM TX-100 S 700 — 40 MM TX-100
g - Zg mx g&gg = 60 mM TX-100 < —— 60 mM TX-100
£ 8o mM 100 g 6 —— 80 MM TX-100 g 600 —— 80 mM TX-100
S = —— 90 MM TX-100 = — 90 MM TX-100
150 — 90 MM TX-100 500 500 100 MM TX-100
S — 100 mM TX-100 S — 100 mM TX-100 S o
[ — 120 MM TX-100 T 400 —— 120 MM TX-100 Z 400 — ﬁg mm Iﬁgg
< 100 — 140 mM TX-100 = < MMM
5} ] 300 o 300
i1 x 14
200
50 200
100 100
0 0 0
T . e Y ] . ; " . - - )
400 450 500 550 600 700 400 450 500 S50 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
Alnm Alnm Alnm
300+ 1000 4 900 -
n [
250 "y . ] ]
7 - 800 n a " - 750 = _ "
" | | u n ] ]
= 2004 = ~ 600
= - = £ 600
c n € 600+ n c
(=2} (2] (2]
g 1504 8 8 4501
= £ 4004 £
£ 100 £ £ 300
(=] (=} [=}
=l 2 200 2
o 504 [ b WL 150
]
0+ o/ ® o4{®
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 120 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 140

¢ (TX-100) / mM

¢ (TX-100) / mM

¢ (TX-100) / mM

Slika 175. Emisijski spektri spojeva 9b—d (¢ = 1,00-107® mol/dm3, Jex = 351 nm, slit 5 — 5)

tretirani razli¢itim koncentracijama surfaktanta TX-100 u H20 [<1% DMSOQ] te pripadajuci graf

maksimuma monomera emisije pri razli¢itim koncentracijama TX-100
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Slika 176. Emisijski spektri spojeva 9a—d (c = 1,00-10°° mol/dm?, Jex= 351 nm, slit 5 — 5)
tretirani razli¢itim koncentracijama surfaktanta SDS u H2O [<1% DMSO]
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8.8. Dodatak poglavlju 4.6.
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Slika 177. Promjena maksimuma pirenske ekscimerne vrpce promjenom koncentracije pri
razli¢itim temperaturama (0,1 — 0,4 ekvivalenata, Aex = 351 nm, slit 5 —5) u H20 [1 % DMSOQO]

Rel. Fluo. Int. (a.u.)

4b 4c
1000
0 ekv
900 T —0,1 ekv
= 0,2 ekv
800 - 552 nm —03ekv -
700 = 0,4 ekv >
0,5 ekv 8
600 -
484 nm =
500 :
S
400 - T
300 - ko
o
2001 475n
100+
0 T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Alnm Alnm

Slika 178. Titracija spojeva 4b—c (c = 1,00-10° mol/dm®) s Rodaminom 6G (0 — 0,5
ekvivalenata, Jex =351 nm, slit5—5) u H20 [1 % DMSO]
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8.9. Dodatak poglavlju 4.7.
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Slika 179. Temperaturni *H NMR spektar gela spoja 9a u toluenu (80 °C — 25 °C — odozgo prema
dolje)
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8.10. Dodatak potpoglavlju 4.8.2.

Slika 180. Fluorescentni signal spojeva 4a—c i 9¢ na zivim A549 stanicama (1,00-10° mol/dm?@,
90 min, 37 °C, zeleno, Jex =405 nm, Jem = 410 — 510 nm)

DMSO

Slika 181. LCSM slike stanica A549 nakon inkubacije sa pirenskim derivatima 9a i 9b (raspon
koncentracija: 1-107° — 1-1073 mol/dm?3, zeleno, Zex = 405 nm, Jem = 410 — 480 nm). Stanice
inkubirane s DMSO prikazane su kao negativna kontrola. Refleksijska interferencijska kontrastna
mikroskopija (RICM) prikazana je sivom bojom.
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Slika 182. Fluorescentni signal spoja 9a na zivim A549 stanicama (1,00-10~° mol/dm?, 90 min,
37 °C, zeleno, Zex = 405 nm, Aem = 410 — 510 nm)
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