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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Kaliksareni se ve¢ dugi niz godina istrazuju kao potencijalni receptori za ione i za neutralne
kemijske spojeve. Naime moze se dobiti vrlo selektivan receptor ovisno o derivatizaciji koja se
provede. Kao vezno mjesto za metal Cesto se koriste amidni skupinepri ¢emu u interakciji
odnosno koordinaciji metalnog iona sudjeluju karbonilne i eterske skupine molekule. Jedan od
problema s kojim su se kemicari susreli topljivost kaliksarena u vodi. Tu se kao zadovoljavajuce
rjeSenje namece neutralni fragment. Glikozilacijom kaliksarena dobiva se vodotopiv receptor.
Drugo vazno ispitivano svojstvo je vezanje glikokaliksarena na receptore poput lektina. Kako
je poznato stanice na svojoj povrsini posjeduju Secere i medusobno komuniciraju i ostvaruju
interakcije s raznim toksinima i virusima, preko ,,Se¢ernog koda®, ideja o sintezi molekule koja
moZe inhibirati takve reakcije postaje zanimljiva. U ovom radu proucavani su sintetski putevi

do glikokonjugata kaliksarena te njihova kompleskacijska svojstva.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Kaliksareni su ciklicki oligomeri koji se sastoje od fenolnih podjedinica koje su povezane
metilenskim mostovima u ortho poloZaju u odnosu na hidroksilnu skupinu (slika 1).! Broj
podjedinica od kojih je gradena ,,koSara® moze biti od 4 do ¢ak i1 viSe od 10. Zbog jednostavne
pripreme kaliks[4]areni, kaliks[6]areni i kaliks[8]areni su zastupljeniji. Kada govorimo o
kaliksarenima i njihovoj derivatizaciji ¢esto se koriste termini gornji i donji obod (slika 2).
Uvodenjem tert-butilne skupine na fenol u para polozaju prilikom kondenzacije u kaliksaren
postiZu se visoki prinosi te se zbog toga moze na¢i mnogo derivata koji na gornjem obodu imaju
vezanu tert-butilnu skupinu.! S druge strane, na donji obod vrlo lako se mogu uvesti
funkcionalne skupine koje vezu neutralne ili nabijene molekule. Tu nalazimo primjenu
kalisarena kao molekulskih receptora. Laka funkcionalizacija donjeg oboda ne iskljucuje i
Kaliksareni su zanimljivi i zbog svoje Supljine u kojoj mogu vezati razne vrste.! Derivati
kaliksarena danas nalaze Siroku primjenu na primjer kao senzori, katalizatori, kao vezna mjesta
za neutralne ili ionske vrste. Sedamdesetih godina proslog stoljeca rodila se zanimljiva ideja o
tome da se kaliksareni koriste kao receptori sli€ni enzimima koji bi vr$ili funkciju tako da
molekule supstrata vezu u svoju Supljinu (,,koSaru®) i pomocu raznih skupina na ograncima

omoguce da s njima interagiraju.
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Podjedinica

Slika 1. Struktura kaliks[4]arena
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§ 1. Uvod 2

Gornji obod

Donji obod

Slika 2. Modelni prikaz ,,vréa“

Kako je ve¢ navedeno, zbog slabe topljivost vecine derivata u vodi, njihova su receptorska
svojstva uglavnom istrazivana u org. otapalima.! S druge strane potencijal kalikarena kao
molekulski receptora trebao bi se ispitati u najzastupljenijem otapalu, vodi. Istrazivanja u
vodenim otopinama zapoceta su tako da su se koristili sulfonatni derivati koji su otapanjem u
vodi disociraju. Problem nabijenog receptora je kompeticija za vezno mjesto istrazivanog iona.
Kao dodatan problem, cijeli sustav je pH ovisan. Tu se rodila ideja da bi bilo dobro da su
hidrofilni dijelovi molekule neutralni. Kroz zadnjih trideset godina intenzivno su sintetizirani i
prouCavani razni glikokonjugati kaliksarena. IstraZivanaj reakcija kompleksiranja
novosintetiziranih molekula s kationima provodena su u polarnim otapalima ili Su prouc¢avana
svojstva vezanja Secernih podjedinica na proteine koji imaju vezno mjesto za Secere, najcesce
lektin, Pored toga, istrazena su i interakcije glikokonjugata kaliksarena s polimerima poput
polistirena, te oksidima metala, primjerice (TiO2).! U zadnje vrijeme priredeno je nekoliko
derivata kaliksarena topljivih u vodi (slika3).%® Pripravljeni spojevi posjedovali su amidne
skupine i Secerne podjedinice su vezane triazolnim prstenom pomocu ,click” reakcije. U
koordinaciji kationa sudjeluju karbonilni te eterski kisikovi atomi pri vezanju kationa metala na
vezno mjesto unutar Supljine molekule. Za istrazivanje kompleksiranja navedenih spojeva s
ionima metala (alkalijski kationi) u vodi koriStene su izotermna mikrokalorimetrija i UV

spektrofotometrija te analiza NMR spektara.
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Slika 3. Strukturne formule funkcionaliziranih glikokaliksarena.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Od Bayerove ,,smole“ preko Bakelandovog Bakelita (ili plastike) do
Zinkeovih ,,cikli¢kih tetramera“ pa sve do kaliksarena

Adolph von Baeyer je 1872. godine otvorio kemicarima put prema do tada nepoznatim
reakcijama aldehida i fenola. U jednom od svojih radova izvjestio je da nakon mijes$anja raznih
aldehida i fenola nastaje ,,supstanca nalik cementu”. U drugom istrazivanju ustanovio je da
mijesanjem formaldehida i fenola nastaje takoder sli¢na ,,smola“. Zanimljivo je istaknuti da je
danas jedna od najdostupnijih i lako dostupnih kemikalija formaldehid tada bila rijetka.
Nazalost niti u jednoj reakciji nije uspio izolirati ¢isti produkt te zbog toga nije mogao niti

odrediti strukturu.t

Bayerova istrazivanja nastavlja Leo Backeland 1902. Nakon nekoliko godina iscrpnog
istrazivanja 1907. Baekeland je podnio zahtjev za patent procesa za proizvodnju Bakelita (prve
sintetske plastike) i time je zapo¢eo novu eru u kemiji. Danas Zivot bez plastike nije zamisliv,

iako u to vrijeme potencijal pripravljenog materijala nije bio prepoznat.

OH OH n

Slika 3. Moguca struktura Bakelita

Daljnji razvoj kemije formaldehida i fenola nastavljaju Alois Zinke i njegov kolega Erich
Ziegler. Godine 1942. fenol zamjenjuju p-substituiranim (alkiliranim) fenolima, primjerice tert-
butilfenol. Odlucili su se za takav pristup sintezi zbog toga $to je bakelit razgranat, a supstituent
na para polozaju usmjerava reakciju tako da se veze izmedu dva fenola moze ostvariti samo u
dva ortho polozaja. Zinke nekoliko godina kasnije supstancu koja je dobivena u bazno
kataliziranoj reakciji p-tert-butilfenola i formaldehida opisuje ciklickom tetramernom
strukturom. Nekoliko godina kasnije B. T. Hayes i R. F. Hunter objavili su rad u kojem su

detaljno opisali pripravu kaliks[4]arena. Tek je 1980-tih je napravljena direkta usporedba
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

Zinkeovog spoja s onime §to su Hayes i Hunter priredili.* Rezultati analize potvrdili su

Zinkeovu pretpostavku o ciklickoj strukturi spoja.
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Slika 4. Shema priprave kaliks[4]arena prema Hayesu i Hunteru.?

Oko 1950-tih istrazivanju reakcija fenola i formaldehida pridruzuje se i John W. Cornforth. On
je ponovio Zinkeov eksperiment i ustanovio da umjesto jednog produkta postoje dva. Oba su
imala istu molekulsku formulu. Zakljucili su da je rije¢ o konformerima cikli¢ckog tertramera.
Budu¢i da broj konformera raste s brojem fenolnih podjedinica, kaliks4areni 1 kaliks5areni ,
tako kaliks[4]aren i kaliks[5]aren imaju 4 konformera dok heksamer ima 8 a akotamer 16
konformera. Konformacija u kojoj su sve -OH odnosno -R podjedinice orijentirane s iste strane

pseudoravnine prstena, odnsno s iste strane oboda, najstabilnija je konformacija i nazvana je
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

stozac (slika 6). Pored spomenute orjentacije, postoje i konformeri u kojima prstenovi mogu se

orijentirati tako da jedan ili vise njih nalaze u ravnini.

R R R

OH OH R R OH R OH R
OCH OH R OH

Stozac

),
HO ||OH

/

1.3-Alternirajuci 1,2-Alternirajuéi

Slika 6. Dijastereoizomeri kaliksarena (gore) i konformacije kaliks[4]arena (dolje).

Istrazivanju ciklickih tetramera pridruzuje se i naftna kompanija Baker Petrolite Company
(prije zvana Petrolite Corporation). Tvrtka je trazila nacin na koji bi mogla razdvojiti faze u
emulziji nafte i vode. Istrazivaci te tvrtke 1974. izdaju patent za novu metodu dobivanja
ciklickih tetramera, no deset godina kasnije postaje jasno da njihovom prireden oktamer

oktamer.!
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

Slika 7. Struktura kaliks[4]arena (lijevo) i kaliks[6]arena (desno).

1970-tih podrucje bioorganske kemije postaje zanimljivo zbog moguénosti sinteze molekulski
,,koSara“ koje bi bili modelni sustavi za aktivna mjesta enzima. Ideja mehanizma interakcije
bila je zamisljena tako da bi molekula kaliksarena bila receptor za supstrate te bi funkcionalne

grupe na njoj bile zaduzene za interakcije s molekulama supstrata. Slika 7. opisuje zamisljeni

/ / au
IR g T i\

Receptor Stvaranje kompleksa Kompleks supstrat-
supstra-receptor receptor

mehanizam.

Slika 8. Model kaliksarena kao receptora za supstrat

David Gutsche znatno je unaprijedio sintezu kaliksarena i njihovih derivata Pored navedenog,
istrazio je njihova kemijska i fizikalna svojstva. Zanimljivo je napomenuti da je zbog velikog
interesa za Zinkeovim cikli¢kim tetramerom ukazala potreba za trivijalnim nazivom Citave
klase makrocikli¢kih spojeva. Nakon raznih imena koje su imali kroz povijest, Gutsche je
spojeve odlu¢io nazvati prema njthovom izgledu u konformaciji stoSca, prema grckoj rijeci

calix (gr¢. vaza/kalez) i aren zbog toga Sto u svojoj strukturi sadrze arilne fragmente.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

Slika 9. Gr¢ki kalez za vino

Zanimljivo je da metilenski mostovi u strukturi kaliksarena mogu biti zamjenjeni nekim
heteroatomom. Tako su sintetizirani tiokaliksareni koji se mogu funkcionalizirati i na atomima
sumpora koji su ukljuceni u premostavanja fenilnih podjedinica. Po¢etkom 21. stoljeca poceli
su se istrazivati i drugi heterokaliksareni. Tako su sintetizirane klase heterokaliksarena:
kalikspiroli, kaliksfurani, kalikspiridini i drugi. Uz hetero spojeve, sintetizirani su i
homokaliksareni, koji su interesantni jer umjesto metilenskih mostova posjeduju mostove s 2
ili 3 ugljikova atoma. U usporedbi s kaliksarenima koji sadrze metilenske mostove navedeni se
spojevi razlikuju u sposobnosti vezanja iona ili drugih neutralnin molekula zbog vece

konformacijske slobode.®

Razumijevanje konformacije je klju¢an faktor u daljnjem razvoju kaliksarena kao potencijalnih
receptora. Najpovoljnije interakcije s gostima ostvaruju se u sluc¢aju kada se molekula nalazi u
konformaciji stoSca te je zbog toga kod sinteze kaliksarenskih receptora uvijek pozeljno da
krajnji produkt bude u toj konformacij. Cesto se u sintezama zna dogoditi da ée neki nusprodukt
biti u nekoj drugoj konformaciji, no konformeri se lako razlikuju NMR spektroskopijom.
Ukoliko su svi R- ogranci identi¢ni i nalaze se s iste strane makrocikla, spektar ¢e biti
jednostavniji zbog prisutnosti Cn simetrije u odnosu na molekulu na kojoj se jedna od skupina
nalazi na ,,drugoj* strani, odnosno ako se radi o drugom konformeru. U spektru spojeva koji se

javljju u konformaciji stoSca pri sobono temperaturi bit ¢e prisutni signali samo jedne

Jerko Mestrovic Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 9

podjedinice. Na slici 10 se moZe vidjeti jedan od primjera *H NMR spektra novosintetiziranog
glikokonjugata kaliksarena, gdje se sve identi¢ne funkcionalne skupine nalaze na istoj strani.
Konformacija stoSca najcesce se postize uvodenjem p-tert-butilne skupine na gornji obod
kaliksarena. Dodatno, prisutnost tert-butilne skupine povecava i prinos u reakcijama u kojima
se na donji obod uvode funkcionalne skupine koje sluze kao vezna mjesta za ione i neutralne

kemijske vrste.

| i W

T T T T T T T T T T TTTTTT T T T TTITTT T IRERRR

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Slika 10. 'H NMR spektar p-tert-butilkaliks[4]arena u kloroformu.t

2.2. Glikokonjugacija kaliksarena

U reakcijama glikolizacije, to jest reakcijama uvodenja glikozida (Sec¢ernih motiva) na neku
drugu molekulu cilj je aktivirati anomerni C atom i supstituirati odlaznu skupinu s nukleofilom
koji je od interesa. U jednostavnim reakcijama glikolizacije (gdje sudjeluje samo jedan
nukleofil i anomerni C atom Secera) kao produkt nastaje ili alfa ili beta anomer, to jest nastaju
dva dijastereoizomera. Obicno se ta dva spoja mogu lako odvojiti kromatografijom ili nekom
drugom metodom, no glikozilacija kaliksarene nesto je slozenija. U slucaju navedenih
makrocikala (konkretno kod kaliks[4]arena) sinteza je otezana budu¢i da postoje Cetiri
nukleofilna mjesta koja reagiraju s anomernim atomima Secera dajuci cijeli niz mogucih

konformera.

Jerko Mestrovic Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 10

Devedestih godina dvadesetog stoljec¢a prve je reakcije glikolizacije na kaliks[4]arenima
provela grupa talijanskih kemicara pod vodstvom A. Dondonia i R. Ungaroa.® koristenih
sintetskih putova prikaazana je na slici 11. Priprava glikokonjugata se zasnivala na Mitsunobu
reakciji kaliks[4]arena 1 sa spojem 2 (tetraacetilirane glukoze). Uvodenje acetilne zastite na
Secer je bitno zbog izbjegavanja velikog broja potencijalnih nusprodukata. Kao produkt reakcije
dobili su smjesu dva diastereoizomera a,a-bisglikozid i o, -bisglikozid u omjeru 1:1. Uspjeli
su izolirati oba spoja (3to su i dokazali 'H NMR spektroskopijom) no s jako malim
iskori§tenjem. Bitno je napomenuti da su oba spoja bili u konformaciji stosca §to je bilo
pozeljno zbog daljnjih istrazivanja (kompleksiranje s metalima). Na zalost nakon uklanjanja
acetilnih zastita natrijevim metoksidom u metanolu, spojevi nisu bili topljive u vodi, stoga
ispitivanja njihovih kemiskih svojstva nije bilo moguée provesti. Kasnije je isti tim u reakciju
glikolizacije iSao s manofuranoznim diacetonidom. Uspjesno su izolirana dva spoja, medutim

deacetonizacija nije uspjela pa nisu dobiveni nezasticeni spojevi. (Slika 12).

OAc

N DEAD / PPh,
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Slika 11. Sinteza prvih glikokonjugata.

<0 > o
8, % et

5

Slika 12. Manofuranozni derivati kaliks[4]arena.
Kako je ve¢ bilo spomenuto, uvodenjem funkcionalnih skupina na gornjem ili donjem obodu
moze se pospjesiti rigidnost 1 tako osigurati da konacan spoj bude u zeljenoj konformaciji

stosca. U istom radu opisane su jo$ dvije sinteze, pri ¢emu je glikozilacija provedena na
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§ 2. Prikaz odabrane teme 11

gornjem obodu kaliks[4]arena. Na donji obod uvedene su propilne skupine, a kao donor
glikozidne veze posluzio je spoj 8. Benzoilna zastita je koristena kako bi usmjerila reakciju
prema f diastereoizomeru. U reakciji je koriSten bakrov(II) triflat kao promotor, a u reakciji
supstitucije izlazna skupina je bila tioesterska. Nakon uklanjanja benzoilnih zaStita natrijevim
metoksidom dobiveni su spojevi 9 i 11 uz dosta dobra iskoristenja ( 60-65%). Spoj 11 (prvi
izolirani tetraglikozid) bio je topljiv u vodi (5:10° mol dm).
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Slika 13. Sinteza spojeva 9i 11.

Nazalost, kasnije su ustvrdili da su reakcije kataliziranje Lewisovim kiselinama rezultirale
nepozeljne nusprodukte (kaliksareni s premostenim distalnim hidroksimetilnim skupinama).
Jedno od rjesenja problema bilo je uvodenje duzih lanaca s hidroksilnim grupama pa su tako

uspjeli izolirati jos tri glikokonjugata.

Zanimljivije rjeSenje bilo je glikozidacija pomoc¢u amidne veze, na nacin da kaliksaren koji
bi bio preveden u kiselinu reagira s aminom koji na sebe ima vezan glikozid. Nakon $to je
sinteza glikokonjugata reakcijom tetra-propoksi kaliks[4]arena dikiseline s 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-galaktozamin bila neuspjeSna (zbog slabe reaktivnosti galaktozamina), kao donor O-
glikozidne veze koristen je O-etilamino galaktozom i dobiven je ciljani spoj. Roy i Kim’ u
svome radu uveli su p-tert-butilne skupine na gornjem obodu s ciljem da ¢e se zbog povecane

lipopfilnosti taj dio molekule vezati na hidrofobne domene enzima. Seéerni dio priredenoog
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§ 2. Prikaz odabrane teme 12

glikokonjugata trebao je ostvariti interakcije s veznim mjestom enzima. Sintetski put je
ukljucivao komercijalno dostupnog p-tert-butilkaliks[4]arena 12 koji je preveden u tetraetil
ester u reakciji s etil 2-bromacetatom i bazno hidroliziran u tetra kiselinu 13 te zatim preveden
u tetra klorid 14 uz tionil klorid. Direkthom aminacijom spoja 14 i N-acetilgalaktozamin 15

nastao je zeljeni tetra glikokaliks[4]aren 16.

. tBut-Bu  tBu tBu +But-Bu  tBu
tBu +ButBu  tBu tBu ut-Bu
Sy N TRy N
\\H; /\ 1. BrCH,CO,Et, K,CO3 ‘ H\ I 1.s00l, ’ H\/ //
I AN Y [ A— - N
> — < Y% ‘ i
o \ ™ o
‘ i 2. KOH/EtOH vl d b o b 4
OH OH OH HO P 0 A cloc2 7 Oy P-coai
HO ;\ OH cloc  cio¢
07 0OH 47 ~OH
12 © 14
13
t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu
() A
t-Bu tBut-Bu  t-Bu A ‘, ]\/ // HOOH

N N\ AcO_OAc 1. EtN 0 0 o o AGHN

‘ H\/ // + 0 _— 0}/ ;\ \\2 o
é ) 7 AcO 2. NaOMe NH OO NH NG OH

H

0 o NFge HO ©
cloc—" {  \___>—coc ~ " NH,Cl I HN H e
cocl  cocl HO, o
HN o
HO 0

o
14 15 o Pwiac %EH
HO HO
OH 16

HO

Slika 14. Sintetski put spoja 16.
Na sli¢an nacin prireden je i spoj s osam $e¢ernih podjedinica 17. Oba spoja su pro¢iséena i 1H
NMR spektroskopijom utvrdeno je su pripravljeni zelejni spojevi. Spojevi su zatim testirani na
vezanje biljnog lektina (VVA). Spoj 17 reagirao je s lektinom pri ¢emu je nastao iznimmno
stabilni netopljivi produkt.koji je disocirao tek uz dodani veliki suvisak (250 puta vecéa
mnozina) inhibitora. Osim tetra glikokaliks[4]arena prireden je jo§S 1 heksadekamerni

glikokaliks[4]aren.
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on OH
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17

Slika 15. Struktura okta glikokalis[4]arena.

Kao jo§ jedan od nacina uvodenja glikozidne skupine proucavana je Suzukijeva reakcija u
prisutnosti Pd(0) kao katalizatora. Cilj istrazivanja bio je povecati makrocikli¢ku regiju , a time
I afinitet za vezanje proteina. Zamisljeni spojevi su priredeni no nazalost, no nazalost nakon
skidanja zastita bilo ih je teSko prodistiti zbog njihovog amfifilnog karaktera stoga su
iskoristenja sintetskog postupka bila relativno mala. Uz Suzukijevu reakciju, provedena je i s

Pd(0) katalizrana Sonogashira reakcija.®

Kao jedno od rijeSenja za uvodenje O-glikozidne veze predloZena je reakcija azid-alkin
cikloadicije ®. Naime pri povisenoj temperaturi prilikome reakcije azida i alkina nastaje triazolni
prsten. Navedeni sintetski put nije odvise koristen u kemiji kaliksarena. Naime, reakcija je
neregioselektivna sto rezultira nastankom 1,4- i 1,5-disubstituirani prstenovi. Medutim, ukoliko
se reakcija provodi uz prisustvo bakra(1)!® ( (katalizator) nastaje samo 1,4-disupstituirani
triazolni prsten CUAAC).
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Slika 16. Nedavno sintetiziran derivat click reakcijom.®

Jedna od najveéih prednosti povezivanja Se¢erne podjedinice i kaliksarenske kosSare click
reakcijom je to $to su prinosi znatno veci u odnosu na ostale sintetske putove. Reakcija je
regiospecifi¢na, nema nezeljenih nusprodukata i po¢iséivanje nije zahtjevno. Uz to vrlo je lako
sintetizirati spoj koji posjeduje vezna mjesta za katione i topljiv je u vodi. Time se smanjuje

broj koraka sinteze i moguénost raspadanja spoja ili nezZeljene reakcije.
2.3. Kompleksacijska svojstva derivata kaliksarena

Supramolekularna kemija kemija je nekovalentnih interakcija (veza). Prilikom nastanka
produkta dolazi do povezivanja gosta i domacina (liganda) koordinacijom gosta na
funkcionalne skupine receptora ili njegovom inkluzijom u domacina. Kako je ranije navedeno,
istrazivanaj u supramolekulskoj kemiji zapoceta su istraZivanjem krunastih etera i1
ciklodekstrina krajem 60tih godina.! Funkcionalne skupine osnovnih kalikarena sadrze iste
donorne atome kao i krunasti eteri, stoga su nakon otkri¢a receptorskih svojstava krunastih
etera zapoceta 1 odgovarajuca istrazivanja kaliksarena. Budu¢i da su krunasti eteri
konformacijski znatno slobodniji, kaliksareni su daleko koristeniji templatni spojevi za pripravu
supramolekulskih ionofora. Procesi kompleksiranja proucavaju se u ¢vrstom stanju i u

otopinama.

Reakcija kompleksiranja kationa M* i liganda (kaliksarena) L, pri ¢emu nastaje kompleks ML*

moze se opisati jednadzbom (1).

Jerko Mestrovic Zavr$ni rad
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M*+ L ——= ML* )

Standardna konstanta stabilnosti za ovu reakciju glasi (2)

K° = na?i 2)

i

u kojoj aj predstavlja relativni aktivitet pojedine vrste prisutne u otopini, a vi predstavlja
stehiometrijski koeficijent iz jednadzbe (1).

Jednadzba (3) pokazuje odnos izmedu relativnog aktiviteta i koncentracije pojedine vrste u
otopini

_ vileil 3)

pri ¢emu je yi koeficijent aktiviteta pojedine vrste prisutne u otopini, a ¢’ standardna
koncentracija. 1z jednadzbi (2) i (3) dobiva se izraz za standardnu konstantu nastajanja
kompleksa ML

Ymir [ML]c®

K = v ML)

(4)

Kada se u jednadzbi (4) izraz (5) zamjeni koncentracijskom konstantom ravnoteze K dobije se

izraz (6)

_ M)
K= ©)
o Ymirc®
K= Ym+YL K ©)

U slucaju kada su otopine razrijedene ( koeficijent aktiviteta iznosi priblizno 1). Pri visim
koncentracijama kompleks i slobodni kation su jednako nabijeni (zbog neutralnosti liganda

njihovi  koeficijenti aktiviteta mogu se pokratiti pa se dobije jednadzba (7).

K°=c° K )
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Za odredivanje ravnoteznog sastava reakcijske smjese (ravnoteznih koncentracija sudionika
reakcije) mjeri se neka fizikalna veli¢ina koja je ovisna o koncentracijama sudionika reakcije,
kao $to su to na primjer apsorbancija, provodnost, toplina i drugi. Eksperiment se provodi na
nacin da se otopine reaktanata mijeSaju pri razli¢itim omjerima (otopina jednog reaktanta titrira

otopinom drugoga).®

Kako je ve¢ prije istrazeno da izmedu fenolnih skupina kaliksarena 1 kationa nema znacajnih
interakcija'?, stoga je za ucinkovito vezanje kationa kaliksarene potrebno funkcionalizirati.
Primjerice amidni derivati kaliksarena stbaraju iznimno stabilne komplekse s kationima
alkalijskih i zemnoalkalijskih metala 3 (slika 17). Pritom su se tercijarni amidi pokazali kao
znatno ucinkovitiji receptori spomenutih kationa od odgovarajuc¢ih sekundarnih amida, $to se
dobrim dijelom moZe pripisati intramolekulskim vodikovim vezama.* Kod nastajanja
kompleksa sa sekundarnim amidnim derivatima energija reorganizacije veznog mjesta uvelike
smanjuje energijsku povoljnost kompleksiranja (povecava reakcijsku entalpiju). Valja
napomenuti da na afinitet kaliksarena za katione uvelike utjeCe i konformacija receptora.
Reakcija kationa i veznog mjesta liganda najpovoljnija je u sluc¢aju koordinicije karbonilnim i
eterskim kisikovim atomima, odnosno kada je recpetor u konformaciji stoSca. To se najcesSce
postize uvodenejm terrt-butilnih skupina na gornji obod kaliksarena koje sprjecavaju rotaciju

fenolinih podjedinica oko pseudo ravnine kaliksarenskog prstena.

22

Slika 17. Amidni derivat kaliks[4]arena.
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Kako je ve¢ spomenuto, veliki potencijal primjene kaliksarena kao receptora ionskih i
nerutralnih vrsta bio je ograni¢en njihovom slabom topljivosti u vodi. Potreba za neutralnim, i
u vodi topljivim kaliksarenima rezultirala je razvojem glikokonjugata kaliksarena u kojim
prisustvo Secernih podjedinica osigurava topljivost makrocikala u vodi i polarnim organskim

23

otapalima. U istraZivanjima opisanim u~°, sintetizirani glikokonjugati kaliksarena

kompleksirani su alkalijskim metalima u vodi, metanolu i formamidu.
4 l&l
HO,
/ \;k/o OHOH ?
o N—N
21 OH N/

L 7 Nty

Slika 18. Struktura spojeva 21 i 22.

Reakciej kompleksiranja istrazene su spektofotometrijski i kalorimetrijski. U navedenom radu
potvrdeno je da je vezno mjesto u makrociklickoj Supljini glikokonjugata kaliks[4]arena
najbolje za ione Na*, $to ne znaci da vezanje drugih metala nije povoljno. Nadalje ustanovljeno
je da je kompleksiranje oba derivata kaliks[4]arena entropijski bitno povoljnije kod metanola
(najstabilnije) i formamida u odnosu na vodu (efekt je izrazeniji kod liganda s manjim brojem

glukoznih podjedinica). Neki od rezultata istraZivanja su prikazani u tablici 1 i 2.
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Tablica 1. Termodinamicki parametri reakcija kompleksiranja liganda 21 s alkalijskim

kationima u vodi pri 25°C.

kation  Ig K(ML") + SE° A.G" +SE AH"+SE A.S°+SE
kJ mol™ kJ mol™ Jmol* K™
Li* 1,216 + 0,007¢ —6,94 + 0,04° —d —d
Na* 2,72 +0,01° —15,55 £ 0,05° ~58,5+0,5 —144+2
2,923 + 0,002°
K* 0,71 +0,03° —4,0£0,2° —d —d

8 SE = Standardna pogreska aritmeti¢ke sredine (N = 3).
® Odredeno mikrokalorimetrijski.

¢ Odredeno spektrofotometrijski.

d Kompleksiranje je preslabo za pouzdano mikrokalorimetrijsko odredivanje termodinamickih parametara.

Tablica 2. Termodinamicki parametri reakcija kompleksiranja liganada s Cetiri (21) i S 0sam

(22) glukoznih podjedinica s alkalijskim kationima u vodi pri 25 °C. Parametri koji se odnose

na 21 oznaceni su crnom, a oni koji se odnose na 22 plavom bojom.
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A G° +SE A H°+SE A S°+SE
otapalo kation Ig K(ML") + SE? e L '
P g K( ) kJ mol™ kJ mol™ Jmolt K™
Lit 1,216 + 0,007¢ —6,94 + (0,04° 4 Wy
1,46 +0,01¢ ~8,33 £ 0,06°
S N 272%001° 1555005 —58.5+05 ~144 £2
<>3 a 4,95 +0,02° ~28,23 +0,09° ~58,6+0,8 ~102+3
Kt 0,71 + 0,03¢ —4.0+0,2° —d —d
2.25+0,03° ~12,9 +0,2° 3742 82+ 8

2 SE = Standardna pogreska aritmeticke sredine (N = 3).

b Odredeno mikrokalorimetrijski.

¢ Odredeno spektrofotometrijski.

d Kompleksiranje je preslabo za pouzdano mikrokalorimetrijsko odredivanje termodinamickih parametara.

Neutralni glikokonjugati kaliksarena zanimljivi su i zbog svoje sposobnosti vezanja na razne
proteine koji imaju vezna mjesta za Secere, primjerice na lektine koji imaju vaznu ulogu u
stanicnom prepoznavanju. Ostvarene interakcije vrlo su specificne, medutim slabe ukoliko
spojevi sadrze jednu $eéernu podjedinicu.}* Medutim, stabilnoist nastalih produkata bitno je
veca ukoliko je nekoliko Se¢ernih podjedinica ostvaruje interakcijes jednim (ili viSe) receptora
istodobno. Proucavane su interakcije glikokonjugata s raznim toksinima i virusima. Poznato je
da neki toksini prepoznaju stanice na ¢ijim povr§inama se nalaze ugljikohidrati.’® Jedan od
ciljeva proucavanja interakcija lektin-glikokonjugat je pronaci i povoljne inhibitore takvih
reakcija. U radu S. Vidal, S. E. Matthews, A. Imberty i suradnika proucavani su razni
glikokonjugatni izomeri kaliks[4]arena (slika 19) te njihovo vezanje na PA-IL lektin
(Pseudomonas aeruginosa, poznati patogen koji uzrokuje infekciju pluca). Ustanovljeno je da
se zbog Klasterskog i kelatnog efekta konformacija tetragalaktoznog derivata kaliks[4]arena

PA-IL veze najsnaznije. Rezultati spomenutih istrazivanja su prikazani u tablici 3.
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ey

A (1:0) B (2:0) C (2:0) D (3:0)
|
E (4:0) F(2:2) G (3:1)

Slika 19. Reprezentacija sintetiziranih glikokonjugata kaliks[4]arena (A-G) i monovalentni

referent (1).
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Tablica 3. Termodinamicki parametri vezanja sintetiziranih glikokonjugata A-G i

monovalentnog referenta (1) na PA-IL pri 25 °C.

A4,G°+SE  AH°+SE  TA,.S°+SE

Ligand Topologija lg K + SE? LA ——
g botogl g k] mol-1 k] mol-1 k] mol-1

| 5,18 = 4,52 221 36+ 14+t
B 2:0 b

C 2:0 b

D 3:0 331+259  -325+05 -281+05  44+1
E 4:0 262+2,2 37:1 7146 3447
G 3:1 230+ 0,69 38+1 989 60+ 9
F 2:2 225+ 0,78 3941 104+1 6541

@ SE = Standardna pogreska aritmeticke sredine (N = 2-3).

Pored navedenih istraZivanja glikokalisarena, ispitana je 1 moguénost njihova vezanja na

polistirenske plo¢e ina TiOp, u svrhu razvijanja novih analiti¢kih separacijskih tehnika.'’8

Navedene dvije funkcije kaliksarena (vezanje lektina i kompleksiranje iona i neutralnih vrsta)
ne treba gledati odvojeno. Velik potencijal za daljnji razvoj glikokaliksarena upravo je u
moguénosti kombiniuranja vise funkcionalnosti. U tom slu¢aju moguée je zamisliti molekulu
koja bi se vezala na Secerni receptor (u ovom slucaju na povrsini stanice) i direktno na mjesto
od interesa dopremila na primjer aktivnu tvar.

Kada govorimo o to¢noj strukturi kompleksa, ona se dobije najcesce rendgenskom difrakcijom

1 Cesto se struktura u ¢vrstom stanju poistovjecuje s onom u otopini.
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