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1. UVOD

Sumporovodik (H»2S) je bezbojan i vrlo otrovan plin. U okoliSu nastaje raspadom organskih
tvari uz djelovanje bakterija, nalazi se u vulkanskim plinovima kao i u prirodnom plinu.
Poremecaj u homeostazi H»S povezan je s razvojem brojnih bolesti, ukljucujuci karcinogenezu
i neurodegradaciju [1]. Vece koncentracije H>S prisutne su kod pacijenata sa sindromom Down
[2] te u urinu pacijenata oboljelih od raka [3]. No, uz navedene negativne posljedice u
organizmu, H>S ima i potencijalnu ulogu u ublazavanju oksidativnog stresa zahvaljujuci
¢injenici da posjeduje direktni i indirektni antioksidativni kapacitet. Direktni antioksidativni
kapacitet H>S proizlazi iz njegovih kemijskih svojstava koja mu omogucavaju neutralizaciju
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS). Indirektna antioksidativna
svojstva HaoS ocituju se u njegovoj regulaciji aktivnosti klju¢nih antioksidativnih enzima
ukljucujuéi superoksid dismutazu (engl. Superoxide Dismutase, SOD), katalazu i glutation
peroksidazu (engl. Glutathione Peroxidase, GPx) [4]. Prema tome, odredivanje koncentracije
H>S je od izuzetno velike vaznosti. Dizajn fluorescentne probe za odredivanje koncentracije
H>S predstavlja jedan od potencijalnih na¢ina njegove detekcije, pri ¢emu su prednosti takve

metode njezina nedestruktivnost i visoka osjetljivost.

Potencijalna fluorescentna proba u svojoj strukturi posjeduje fluorofor te receptor
odgovoran za prepoznavanje analita. Uz navedene strukturne motive, fluorescentna molekula,
moze posjedovati i skupinu koja povezuje dva navedena strukturna motiva (engl. linker). Kao
fluorofor, u velikom broju literaturno opisanih fluorescentnih proba, koriSten je 1,8-
naftalimidni strukturni motiv (slika 1). U strukturi naftalimida kao fluorofora, R predstavlja
elektron-donirajucu skupinu, dok je Rz skupina odgovorna za modulaciju fizikalno-kemijskih
svojstava pripravljene fluorescentne probe. Naftalimidni strukturni motiv je vrlo ¢esto koristen
u procesu dizajna fluorescentnih proba zahvaljuju¢i svojoj stabilnosti te velikom Stokesovom
pomaku. Osim navedenog, priprava naftalimidnih derivata podrazumijeva upotrebu
jednostavnih sintetskih puteva, najceS¢e koriStenjem derivata naftalanhidrida (slika 1) i
odgovarajueg amina. Ovakva reakcija omogucava jednostavnu pripravu velikog broja

naftalimidnih derivata u svrhu njihove razlicite primjene [5].

Cilj ovog rada ukljucio je pripravu naftalimidnog derivata, spoja 2, u svrhu njegove
primjene u detekciji H»S. U okviru rada, prikazana je priprava spoja 2 kao i pokusaj priprave
spoja b. Spoj 2 i spoj b razlikuju se u svojoj strukturi prema skupini vezanoj na arilnom dijelu

naftalimidnog sustava. U slu¢aju priprave oba spoja koriSteni su anilinski derivati, p-metilanilin

1



(p-toluidin) za pripravu spoja 2 te p-kloranilin u sluc¢aju pokusaja priprave spoja b. Navedeni
anilinski derivati odabrani su s ciljem ispitivanja utjecaja elektronskih svojstava atoma vezanih
u para- polozaju molekule na prinos reakcije s azidnim derivatom 1. U konacnici, navedeni
anilinski derivati, odabrani su s ciljem ispitivanja utjecaja elektronskih svojstava skupina u
para-polozaju molekule na intenzitet fluorescencije pripravljenih imidnih derivata. Kao
skupina odgovorna za prepoznavanje H>S odabrana je azidna skupina koja je uvedena na
naftalimidni sustav na polozaju 4, kao elektron-odvlace¢a skupina. Kako je prethodno
objasnjeno, naftalimidni derivati pokazuju veliki intenzitet fluorescencije kada u svojoj
strukturi posjeduju na polozaju 4 elektron-doniraju¢u skupinu. S ciljem konverzije azidne
skupine u amino skupinu, kao elektron-donirajuc¢e skupine, u prisustvu H»S, u okviru rada
provedeno je preliminarno ispitivanje koje podrazumijeva uvodenje H>S u otopinu spoja 2.
Navedeni rezultati ukazuju na moguénost upotrebe spoja 2 u detekciji H2S na Sto ¢e fokus biti

stavljen u nastavku ovoga istrazivanja.

a) b)

Slika 1. Strukturne formule molekula a) naftalanhidrida; b)1,8-naftalimida [6]



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje metabolizma do kojeg dolazi kada je u organizmu prisutna povecana
koli¢ina ROS. Povecanje koncentracije ROS uzrokovano je neravnotezom izmedu proizvodnje
ROS 1 njihovog nakupljanja u stanicama i tkivima te sposobnosti organizma da ukloni ROS.
Superoksid radikal, O>", vodikov peroksid, H>O>, hidroksidni radikal, *OH, pripadaju skupini
ROS, a ujedno su i vrste koje najceS¢e nastanu kao metabolicki produkti. Osim generiranja u
metabolizmu, ROS mogu nastati i pod utjecajem vanjskih ¢imbenika, kao $to su UV zracenje,
ionizirajuéa zracCenja, zagadivaci i teSki metali. Utjecaj navedenih cimbenika pridonosi

ostecenju tkiva i stanica (oksidativni stres) te je dokazano da je on uzrok mnogim bolestima [7].

Nedavna istrazivanja pokazala su kako oksidativni stres potice stvaranje reaktivnih
dusikovih vrsta (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS) i reaktivnih sumpornih vrsta (engl.
Reactive Sulfor Species, RSS) [8]. Postoje istraZivanja koja dokazuju da RSS vrste sa
svojstvima stresora slicnim onima pronadenim u ROS-u nastaju u uvjetima oksidativnog stresa
[9]. RNS vrste nastaju kada dusikov(I) oksid (NO) reagira s ROS vrstom, npr. s O>" ili H2O».
RNS vrste imaju klju¢nu ulogu u bioloskim procesima, no ako se u organizmu nalaze u velikim
koli¢inama, mogu uzrokovati Stetu [10]. U slucaju ROS njihova prisutnost u organizmu nije
posve Stetna. Procesi, poput fosforilacije proteina, aktivacije nekoliko transkripcijskih
¢imbenika, apoptoze (programirana smrt stanice), imunitet i diferencijacije, svi ovise o
pravilnoj proizvodnji ROS-a i njihovoj prisutnosti unutar stanice koju treba odrzavati na niskoj
razini [7]. Nadalje, ROS vrste mogu nastati enzimski ili neezimski kataliziranim reakcijama.
Enzimske reakcije kojima nastaju ROS najces¢e su one ukljucene u diSni lanac, fagocitozu
(uniStavanje bakterija) te u druge metaboliCke procese. Superoksidni radikal, O™, nastaje
dodavanjem jednog elektrona na molekularni kisik a u tom procesu posreduje nikotinamid
adenin dinukleotid fosfatksantin-oksidaza ili mitohondrijski sustav za prijenos elektrona (slika
2). Glavno mjesto u stanicama gdje nastaje Oz je upravo mitohondrij, organel ¢ija je glavna
zadaca proizvodnja adenozin-trifosfata (ATP). Na unutarnjoj mitohondrijskoj membrani nalaze
se enzimski kompleksi koji sudjeluju u prijenosu elektrona na molekularni kisik koji ¢e se zatim
reducirati u vodu. No 1 — 3% elektrona procuri iz tog lanca za prijenos elektrona i sudjeluju u

nastajanju O2™ [11].



NADPH + 20, =———= NADP'* 4+ 20, 4+ H

Slika 2. Reakcija nastajanja O>" [11]

Nastali superoksidni anion prelazi u vodikov peroksid pod djelovanjem enzima SOD (slika 3).

20,7 4 H ———> 0O, 4 HO,

Slika 3. Reakcije nastajanja H2O> [11]

Reakcijom superoksidnog aniona s vodikovim peroksidom nastaje hidroksidni anion 1
radikal koji se smatra najreaktivnijom kisikovom vrstom koji moZe ostetiti proteine, lipide,
ugljikohidrate kao i molekulu DNA [11]. No, iako se oksidativni stres povezuje najvise s
reaktivnim kisikovim vrstama, novija istrazivanja pokazala su da na oksidativni stres utjeCu i
RSS i RNS. Sumpor je dio stani¢nog antioksidativnog sustava ali dokazano je da postoje RSS
sa slicnim svojstvima stresora kao 1 kod ROS i upravo RSS nastaju u uvjetima oksidativnog
stresa. Tioli, spojevi koji u svojoj strukturi posjeduju -SH skupinu, kao i disulfidi, mogu se lako
oksidirati do sumporovih vrsta u kojima je sumpor u visem oksidacijskom stanju [9]. RSS, u
ovom slucaju reaktivni tiolni radikal, moZe nastati na sljedeca tri nacina: 1) vodik donira
elektron tiolu, 2) oksidacijom kataliziranom od strane enzima i 3) tiol moze reagirati s ROS.
Ako se organizam nalazi u stanju oksidativnog stresa, koncentracija ROS je veca te su samim
time Sanse za stvaranje RSS vece [9]. Uz ve¢ spomenute ROS 1 RSS, nedavna istrazivanja su
pokazala da oksidativnom stresu, koji se smatra jednom od glavnih uzroka preranog starenja,
pridonose 1 reaktivne dusikove vrste, RNS. Glavni izvor RNS je NO. Brze reakcije NO s
radikalima postale su jedan od glavnih izvora RNS. Najistrazenija reakcija je reakcija sa Ox™ u
kojoj dolazi do formiranja peroksinitrata, ONOO™. ONOO" je kemijski nestabilan u fizioloskim
uvjetima a njegovom izomerizacijom nastaje nitrat. Novija istraZivanja su pokazala da ONOO"
mozZze reagirati sa svim glavnim biomolekulama (lipidi, proteini, ugljikohidrati, itd.) neovisno o

koncentraciji NO ili O>" [12].



2.1.1. HoS

H>S je plin otrovan za ljude i ve¢inu zivotinja jer inhibira stani¢no disanje na sli¢an nac¢in kao
i cijanovodik. Kada se udiSe ili proguta njegova sol, dolazi do oSteCenja organa uz pojavu
simptoma koji variraju od poteskoca s disanjem do konvulzije i smrti [13]. No, H>S ima i razne
fizioloske regulatorne uloge, kao npr. u bubreznom, kardiovaskularnom, srediSnjem zivéanom
i probavnom sustavu, ali je, takoder, nereguliran u raznim patoloskim procesima ukljucujuci
rak, kardiovaskularne bolesti i neurodegeneraciju [14]. H2S pripada skupini spojeva koji u
ljudskom organizmu imaju ulogu plinovitog prijenosnika (engl. Gasotransmitters) te se u toj
skupini, osim njega, nalaze NO 1 CO. Za razliku od ostalih signalnih molekula, H>S moze

slobodno prolaziti kroz membrane stanice. Takoder je prisutan unutar i izvan stanice [15].

Nastajanje HoS unutar stanice je povezano s djelovanjem triju enzima: cistationin y-liaza
(engl. Cystathionine y-Lyase, CSE), cistationin fS-sintaza (engl. Cystathionine p-Syntase, CBS)
1 3-merkaptopiruvat sulfurtransferaza (3-Mercaptopyruvate Sulfurtransferase, 3-MST), osim
navedenog H2S moze nastati i drugim enzimskim ili neenzimskim reakcijama i procesima §to
dodatno pridonosi ukupnoj koli¢ini H>S u organizmu [16]. Svaki od triju enzima koji su
odgovorni za nastajanje H»S stimulirani su raznim stanjima ili tvarima. CSE stimulirana je
raznim oblicima stani¢nog stresa, oksidativnim stresom, nedostatkom hranjivih tvari i ROS.
CSE se smatra glavnim izvorom H»S u kardiovaskularnom 1 respiracijskom sustavu, no i u
bubrezima, jetri, maternici i drugim organima. Kada je u mirovanju, CSE se nalazi u citosolu
stanice. CBS, je pretezito zastupljen u srediSnjem Ziv€anom sustavu, jetri 1 gusSteraci, ali se
takoder nalazi u mnogim drugim organima razlic¢itih sustava ukljucujuci gastrointestinalni trakt,
plu¢a, masno 1 limfno tkivo, kao i kardiovaskularni sustav, di$ni, miSi¢no-kostani i urogenitalni
sustav. U mozgu, CBS se nalazi u svim regijama na razliitim razinama, a najvece koli¢ine
prisutne su u hipokampusu, malom mozgu 1 mozdanoj kori [16]. Razine 3-MST-a zna¢ajno
variraju u razli¢itim organima, pri ¢emu jetra, bubrezi, testisi, mozak i endokrini organi sadrze

najvece kolic¢ine 3-MST-a, a slezena, timus, pluca i tanko crijevo sadrze manje koli¢ine.

Nadalje, H>S se u tijelo moze unijeti pomocu hrane, moze nastati kao produkt crijevnog
mikrobioma te kao produkt mnogih neenzimskih reakcija [16]. Toksi¢nost koja nastane u
organizmu usred viSka H>S Cesto se povezuje s inhibicijom oksidaze citokroma c, koja je
sastavni dio kompleksa IV u procesu oksidativne fosforilacije, pri ¢emu dolazi do metabolicke
acidoze (povecanje kiselosti u krvi). Takoder, H>S ometa vezanje kisika za hemoglobin i

mioglobin te time onemogucava prijenos kisika do tkiva [17].



2.2. Fluorescencija

Fluorescencija podrazumijeva pojavu emisije svjetlosti tvari, atoma ili molekule, koja je
razmjerna apsorbiranoj elektromagnetskoj energiji. Nastaje pri apsorpciji fotona pri ¢emu
dolazi do prelaska elektrona u pobudeno stanje, stanje viSe energije, te se taj isti apsorbirani
foton emitira pri povratku elektrona u osnovno stanje [18,19]. Energija emitiranog fotona je
uvijek manja od energije apsorbiranog fotona, dakle foton koji se apsorbira ima kracu valnu

duljinu od fotona koji je emitiran, $to se naziva Stokesovim pomakom [19, 20] (slika 4).

A
3 A
2 — Nezraceci prijelaz
S i

T

Apsorpciia
Fluorescencija
oy
5 {
=
g i
0

Osnovno stanje

Slika 4. Jablonski dijagram (preuzeto i prilagodeno iz [20])

Glavna mjerljiva tvar kod fluorescencije je tzv. emisijski spektar. U osnovi, emisijski
spektar je zapis varijacije intenziteta emitirane svjetlosti kao funkcije valne duljine, dok je
uzorak osvjetljen svjetlos¢u, tj. izvorom pobude pri fiksnoj valnoj duljini. Najcesce, spektar
pobude obuhvaca Sirok raspon valnih duljina, koji €esto, ali ne i uvijek, odgovara apsorpcijskom
spektru fluorofora [18]. Koliko jako ¢e neki spoj fluorescirati, ovisi o drugom parametru koji
je poznat pod nazivom kvantni prinos. U fluorescenciji, to je omjer broja emitiranih fotona i
broja apsorbiranih fotona. Npr. ako fluorofor apsorbira 100 fotona, a zatim emitira 100 fotona,

kaze se da je njegov kvantni prinos 100 % ili 1 [18].



2.2.1. Mehanizmi u procesu dizajna fluorescentne probe

U procesu dizajna fluorescentne probe, prilikom odabira osnovnih strukturnih motiva bitno je
uzeti u obzir mehanizam rada fluorescentne probe. Vecina dosad sintetiziranih fluorescentnih
proba temelji se na molekularnoj interakciji koje se razlikuju po na¢inima rada. Prvi i najcesce
koriSteni mehanizam rada fluorescentnih proba je fotoinducirani prijenos elektrona (engl.
Photoinduced Electron Transfer, PeT). Kod fluorescentnih proba ¢ije se djelovanje zasniva na
PeT mehanizmu, receptor odgovoran za reakciju s analitom donira elektrone fluoroforu ili
obrnuto [21]. Drugi naj¢es¢i mehanizam i onaj koji je koristen u procesu dizajna fluorescentnih
proba u sklopu ovog rada, je intramolekularni prijenos naboja (engl. Intramolecular Charge
Trasfer, 1CT). Mehanizam rada temeljen je na doniranju elektrona m-veze receptoru
odgovornom za prepoznavanje analita. Kod fluorescentnih proba ¢iji se mehanizam djelovanja
zasniva na PeT-u, osim fluorofora i receptora odgovornog za prepoznavanje analita postoji i
skupina koja povezuje ta dva strukturna motiva (engl. linker). S druge strane, u slucaju ICT
fluorescentnih proba fluorofor i receptor odgovoran za reakciju s analitom povezani su preko
kovalentne veze te upravo ta veza omogucuje intramolekularni prijenos naboja. Takoder, jedan
od mehanizama koji se koristi pri dizajnu fluorescentnih proba je prijenos energije preko
fluorescentne rezonancije (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET). To je
proces u kojem dolazi do prijenosa energije izmedu razlicitih fluorofora. Tipi¢na fluorescentna
proba ¢iji se mehanizam rada temelji na FRET-u sastoji se od dva razlicita fluorofora, pri cemu
je jedan od njih donor energije, a drugi akceptor energije [21]. U ovome poglavlju detaljnije su

opisana dva naj¢eS¢a mehanizma koriStena u procesu dizajna fluorescentne probe: PeT i ICT.

2.2.1.1. Fotoinducirani prijenos elektrona - PeT

PeT je podijeljen na dvije vrste a razlika izmedu navedenih vrsta osnovana je na smjeru
prijenosa elektrona izmedu fluorofora i receptora odgovornog za reakciju s analitom. Postoji
akceptorom pobudeni PeT (engl. Acceptor-Exited PeT, a-PeT) i donorom pobudeni PeT (engl.
Donor-Exited PeT, d-PeT). Karakteristika a-PeT je prijelaz elektrona s receptora odgovornog
za prepoznavanje analita skupine na fluorofor, a prijelaz ¢e se odviti jer se najviSa zauzeta
molekulska orbitala (engl. Highest Occupied Molecular Orbital, HOMO) receptora nalazi
izmedu HOMO 1 najniZe nezauzete molekulske orbitale (engl. Lowest Unoccupied Molecular

Orbital, LUMO) fluorofora (,,prazna” HOMO i LUMO) te ¢e elektron prije¢i iz HOMO
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receptora odgovornog za prepoznavanje analita skupine u ,praznu“ HOMO (LUMO)
pobudenog fluorofora (slika 5). Radi toga, elektron koji se nalazi u LUMO fluorofora ne moze

se vratiti u osnovno stanje sto rezultira gasenjem fluorescencije (slika 6, slika 8a) [23, 24].

ENERGIJA
ﬂ‘
VISOKA
Nepopunjene
molekulske
orbitale
LUMO _ ————
Pobuda svjetlom
Izlazna
1 > I energija
HOMO o o — S —
o0 o Popunjene o—6—
o0—o— molekulske 0 o —
o0 o orbitale o0 o
NISKA

U osnovnom stanju U pobudenom stanju

Slika 5. Dijagram HOMO i LUMO orbitala (preuzeto i prilagodeno iz [23])
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FLUOROFOR R

Slika 6. Shema PeT mehanizam potencijalne fluorescentne
probe; R=recognition group (preuzeto i prilagodeno iz [24])

U slucaju d-PeT, elektroni prelaze s fluorofora na receptor odgovoran za prepoznavanje analita
zbog manjka elektrona u njoj. Kada se na fluorofor djeluje zraenjem, elektron iz njegove
HOMO orbitale prelazi u njegovu LUMO orbitalu i odmah dolazi do tranzicije pri kojoj se ne
emitiraju fotoni, a elektron prelazi u praznu LUMO orbitalu receptora odgovornog za

prepoznavanje analita Sto rezultira gasenjem fluorescencije (slika 7, slika 8b) [24].



FLUOROFOR

Slika 7. Shema PeT mehanizam potencijalne
fluorescentne probe; R=recognition group (preuzeto i
prilagodeno iz [24])

A a-PeT B

LUMO ! LUMO

LUMO

HOMO: HOMO
0 o0

Receptor odgovoran za Receptor odgovoran za
Fluorofor reakciju s analitom Fluorofor reakciju s analitom

LUMO—.—

Slika 8. Energetski dijagram orbitala u PeT mehanizmu ukljucujuéi a-PeT (a) i d-PeT (b)
(preuzeto 1 prilagodeno iz [24])

PeT se smatra pametnim dizajnom u razvoju tzv. ,,off-on“ ili ,,on-off* fluorescentnih
indikatora. Tijekom procesa prepoznavanja tvari, receptor odgovoran za prepoznavanje analita
¢e se vezati za analit (engl. Target) 1 do¢i ¢e ili do toga da je PeT onemogucen i fluorescencija
je omogucena (,,off-on*) ili da je PeT aktiviran i fluorescencija je ugasena (,,on-off**). Pojava
PeT-a ovisi o kemijskim svojstvima analita jer je upravo on odgovoran za varijacije izmedu
HOMO-LUMO energetskih razina receptora odgovornog za prepoznavanje analita [24]. Dizajn
PeT fluorescentnih indikatora moze se podijeliti na 4 tipa ovisno o promjeni

oksido/redukcijskog potencijala receptora odgovornog za prepoznavanje analita (slika 9):
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oksidacijski potencijal receptora odgovornog za prepoznavanje analita se poveca
nakon prepoznavanja molekule (analita) i ne moze viSe imati ulogu efektivnog
elektron-donora S§to ¢e rezultirati zabranom a-PeT nakon vezanja s tom molekulom —
spoj fluorescira

smanjenjem oksidacijskog potencijala receptora odgovornog za prepoznavanje analita
dolazi do nemoguénosti efikasnog primanja elektrona zbog cega ¢e do¢i do zabrane d-
PeT — spoj fluorescira

analit mozZe odcijepiti receptor odgovoran za prepoznavanje analita rezultirajuci
nemogucénosc¢u odvijanja a-PeT — spoj fluorescira

analit moze odcijepiti receptor odgovoran za prepoznavanje analita rezultirajuci

nemogucnosc¢u odvijanja d-PeT — spoj fluorescira [24].

11



H,S
) o9

Slika 9. Cetiri dizajna PeT fluorescentnih indikatora; F= fluorofor, R= receptor odgovoran za
reakciju s analitom (preuzeto i prilagodeno iz [24])
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Fluorofor moze biti vezan za elektron-donirajucu ili elektron-odvlace¢u skupinu pri ¢emu
fluorofor moze djelovati kao elektron-donor ili elektron-akceptor i dopusta da se d-PeT i a-PeT
odvijaju. Zbog toga, isti fluorofor, u ovom slucaju naftalanhidrid, moze se koristiti u pripravi

velikog broja PeT fluorescentnih indikatora [24].

2.2.1.2. Intramolekularni prijenos naboja - ICT

Uz prethodno opisani PeT mehanizam, najceS¢e koriSteni mehanizam u procesu dizajna
fluorescentnih proba je mehanizam ICT. Navedeni ICT proces odvija se u molekulama u kojima

su donirajuce i akceptorske skupine povezane dvostrukim () vezama [25] (slika 10).

oIt~ o

a)

Q
|
_
Il
A A

b)

Slika 10. Intramolekularni prijenos naboja u a) polienim sustavima i u b) aromatskim donor-
akceptor molekulama [25]

Kada je ICT proces proveden u molekuli, elektronski naboj se prenosi s jednog kraja
molekule na drugi, pri ¢emu se naboj akcelerira i do¢i ¢e do emisije elektromagnetskih valova.
Zbog raspodjele naboja tijekom ICT-a, molekula ¢e imati ve¢i dipolni moment u usporedbi s
dipolnim momentom molekule u osnovnom stanju [25]. Velika raspodjela elektronskog naboja
u molekuli mijenja sile koje djeluju na razli¢ite atome, Sto prisiljava molekulu da zauzme novu

konfiguraciju u kojoj ¢e ukupna sila koja djeluje na pojedinu molekulu biti 0. Radi toga,
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geometrija pobudene molekule moze se znatno razlikovati od geometrije molekule u osnovnom
stanju. Elektroni u molekuli ¢e znatno brze poprimiti novu konfiguraciju, dok ¢e jezgra, koja je
znatno veéa, zauzeti novi polozaj nakon nekog vremena (u pikosekundama) [25]. Te dvije
konfiguracije, prvotna pobudena i energetski povoljnija konfiguracija, medusobno su odvojene
energetskom barijerom, koja ¢e ovisiti o otapalu u kojem se nalazi molekula. Ovisno o visini
energetske barijere, temperaturi i jacini veza stvorenih izmedu molekule i otapala, ICT
molekula, u teoriji, moze prikazati dvije emisije, jednu emisiju iz pobudenog stanja molekule
(koja ¢e biti normalne ili krac¢e valne duljine) 1 drugu emisiju iz energetski povoljnijeg stanja
(koja ¢e imati dulju valnu duljinu). Ukoliko je otapalo polarnije, oekuje se da ¢e ICT proces
biti brzi jer ¢e polarno otapalo stabilizirati polarnu ICT molekulu [25]. Fluorescentni indikatori
¢iji se princip rada temelji na ICT mehanizmu koriste se u raznim istrazivanjima u detekciji
stanica zbog svoje neinvazivnosti, jednostavne regulacije, visoke osjetljivosti i brzog odgovora.
Nadalje, ICT mehanizam ujedno predstavlja i pretpostavljeni mehanizam na kojemu se zasniva

princip rada fluorescentne probe pripravljene u okviru ovog zavrsnog rada, spoja 2 [26].

2.3. Dizajn fluorescentnog indikatora za H»S

Fluorescentna proba koristi se za detekciju Sirokog spektra ciljnih spojeva na temelju
molekularne interakcije ili kemijske reakcije. Potencijalna fluorescentna proba u svojoj
strukturi posjeduje fluorofor, receptor odgovoran za prepoznavanje analita a ovisno o
mehanizmu djelovanja fluorescentne probe, moze posjedovati i linker u svojoj strukturi.
NajceS€e strategije na kojima se =zasniva princip djelovanja fluorescentne probe
podrazumijevaju interakciju fluorescentne probe s analitom (engl. Lock And Key Mechanism).
Medutim, taj mehanizam najviSe odgovara detekciji proteina, no nije prikladan za vecinu
fluorescentnih indikatora koji se koriste kao detektori ROS 1 RNS, vrste tvari koje uzrokuju
oksidativni stres stanice. ROS i RNS vrste strukturno su sli¢ne, imaju kratko vrijeme Zivota, i
vrlo su reaktivne u biolo§kom sustavu pa su zbog toga indikatori koji se temelje na kemijskim

reakcijama s tim reaktivnim vrstama najpogodniji za njihovu detekciju [5].

2.3.1. Fluorofori

Fluorofori su molekule koje posjeduju fluorescentna svojstva. Fluorofor apsorbira foton te
emitira foton niZze energije. Takoder, pokazuju kemijsku stabilnost te fotostabilnost, a kao
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fluorofor mogu se koristiti razliciti heterocikli¢ki spojevi (fluorescin, rodamin, cijanin.) kao i
aminokiseline (fenilalanin, tirozin, triptofan) [27]. Neki od najcesc¢e koristenih fluorofora u

svrhu detekcije ROS-a i RNS-a su:

1) Rodamin pokazuje znatna fotofizikalna svojstva te fotostabilnost. Sastoji se od tri
benzenska prstena i heteroatoma, atoma kisika. Rodamin nastaje otvaranjem prstena u
spironolaktonu te to dovodi do znatno poboljSane molarne apsorpcije i fluorescentnog

kvantnog prinosa rodamina (slika 11) [5].

H,oN NH}

O %
=

Slika 11. Strukturna formula molekule rodamina [5]

i1) Cijanin kao fluorescentni indikator ima visoku molarnu apsorpciju, veliki
fluorescentni kvantni prinos te su jasno razlucive razlike izmedu valnih duljina
apsorbirane i emitiranje svjetlosti. Klasi¢ni cijanin fluorescentni indikatori sastoje se
od dva heterocikli¢ka prstena koji sadrze duSikove atome, od kojih je jedan pozitivno
nabijen. Dva heterocikli¢ka prstena povezana su konjugiranim polimetilnim lancima

koji sadrze neparan broj ugljikovih atoma (slika 12) [5].

X
(;/ PN X 1. R,/R, =CH,CH,CH,
R, n NJ 2.X =1
Ry
I

Slika 12. Strukturna formula cijanina, spoja I [5]
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iii)

Hemicijanini se koriste u proucavanju dinamickih promjena ROS-a i RNS-a u
bioloskim sustavima zbog jednostavnog modificiranja 1 odline bioloske
kompatibilnosti. Hemicijanini se naj¢eS¢e sastoje od heterociklickog prstena koji
sadrzi u strukturi atom dusika koji je pozitivno nabijen i djeluje kao elektron-akceptor,
elektron-donora (hidroksi, metoksi, amino ili amidne skupine) i konjugiranog

strukturnog motiva koji povezuje te dvije strukture (slika 13) [5].

Slika 13. Strukturna formula molekule hemicijanina, spoja II [5]

Bor-dipirometan (engl. Boron-dipyrromethene, BODIPY) je vrsta fluorescentnih
indikatora koji imaju visoki fluorescentni kvantni prinos te su fotostabilni. BODIPY
se koristi za obiljeZavanje biomarkera oksidativnog stresa. Strukturu BODIPY cine
dva simetri¢na pirolna prstena i Sesteroclani heterocikli¢ki prsten koji sadrzi bor 1

dusik (slika 14) [5].

7 X N\
F F
III

Slika 14. Strukturna formula molekule BODIPY, spoj III [5]
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v)

vi)

Postoje fluorofori c¢ije se djelovanje zasniva na principu emisije inducirane
agregacijom (engl. Aggregation-Induced Emission). To je pojava pri kojoj su molekule
slabo fluorescentne ili uopée ne fluoresciraju u razrijedenim otopinama, no jako
fluoresciraju u svom izvornom agregatnom stanju [28]. Tradicionalno, fluorescentne
molekule emitiraju svjetlost u razrijedenoj otopini, no kako njihova koncentracija
raste, dolazi do gaSenja fluorescencije usred intermolekularne n-m interakcije. Ova
pojava se naziva gasSenje uzrokovano agregacijom (engl. Aggregation-Caused
Quenching, ACQ). Indikatori kao Sto su tetrafenilen (slika 15) i trifenilamin (slika 16),
¢ije se djelovanje temelji na opisanoj pojavi, strukturno se lako modificiraju,
jednostavna je sinteza te regulacija spektralnih svojstava. Naveliko su koriSteni u

dijagnostici/terapiji raka te u otkrivanju biomarkera oksidativnog stresa [5].

IV

Slika 15. Strukturna formula molekule tetrafenilena, spoj IV [5]

q
A

Slika 16. Strukturna formula molekule trifenilamina, spoj V [5]

Kumarin pokazuje znatna fotofizikalna svojstva, takoder je biokompatibilan te se
strukturno lako modificira. Kumarin emitira zra¢enje kratke valne duljine, zbog toga

dolazi do modifikacija u njegovoj strukturi na nacin da se u strukturu uvode elektron-
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vii)

donirajuce skupine (hidroksi, amino ili dietilamin skupine) na ugljikovom atomu na
polozaju 6 ili 7 ili dolazi do uvodenja elektron-akceptorske skupine na ugljikovom
atomu na polozaju 3 ili 4. To ¢e dovesti do ,,push-pull* efekta u molekuli §to ¢e dovesti

u konaénici do emitiranje crvene svjetlosti (slika 17) [5].

Slika 17. Strukturna formula molekule kumarina [5]

1,8-naftalanhidridi pokazuju kemijsku stabilnost te visoku otpornost na pojavu
izbjeljivanja svjetlos¢u (engl. Photobleaching). Navedeni pojam podrazumijeva
pojavu kod koje molekula fluorofora trajno izgubi sposobnost fluoresciranja zbog
foton-inducirane kemijske promjene i kovalentne modifikacije [29]. 1,8-naftalanhidird
je sustav s manjkom elektrona u kojem naftalen ima ulogu n-mosta, a imidni dio sluzi
kao elektron-akceptor. U strukturi naftalanhidrida, Ry skupina je elektron-donirajuca
skupina, a Rz je skupina odgovorna za modulaciju fizikalno-kemijskih svojstava (slika

18) [3].

18



0._N.__O 0._N__O O N0

Ry OH NH,
VI vil VI

5. R,=Me, n-Bu 11. R,=NHEt, R,=Et

6. R,=Br, R,=n-Pr 12. R,=NHn-Pr, R,=n-Pr

7.R,=CN, R,=n-Pr 13. R, =NHiPr, R,=iPr

8. R,=NHn-Pr, R,=Ph 14. R =NH,, R,=n-Bu

9. R,=NHn-Bu 15. R,=NMe,, R,=n-Bu

10. R =NHMe, R,=Me  16. R, =NHCOMe, R,=n-Bu
17. R, =NHNH,, R,=NH,

Slika 18. Strukturna formula 1,8-naftalanhdrida, spoja VI, 4-hidroksi-1,8-naftalanhidrida,
spoja VII i 4-amino-1,8-naftalanhidrida, spoja VIII [5]

2.3.2. Linkeri

Linker je most koji povezuje fluorofor 1 receptor odgovoran za reakciju s analitom te je on
odgovoran za modulaciju optickih svojstava fluorescentnog indikatora. Linkeri koji se koriste
u strukturama fluorescentnih indikatora za detekciju ROS 1 RNS vrsta mogu se podijeli u Cetiri

kategorije:

a) C-C/N/S jednostruke veze ili m-mostovi
b) Eterske veze, npr. O, S, Se, Te, itd.
¢) Esterske i amidne veze

d) Piridinij (slika 19a) 1 kinolinij (slika 19b) [20].
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a) b)

Slika 19. Strukturna formula molekule piridinija (a) i kinolinija (b) [20]

2.3.3. Receptor odgovoran za reakciju s analitom (activating/recognition group)

Receptor odgovoran za reakciju s analitom je odgovaraju¢a skupina za prepoznavanje analita s
ciljem omogucavanja selektivnog odgovora fluorescentne probe [30]. Postoje razne vrste
receptora odgovornih za reakciju s analitom za pojedini spoj, a u okviru ovog poglavlja opisane
su funkcionalne skupine koristene kao receptori odgovorni za reakciju s H»S, koji je ujedno

ciljni analit ovog zavr$nog rada.

Jedna od koristenih funkcionalnih skupina u svrhu detekcije H2S je azidna skupina. Wu
i suradnici [31] sintetizirali su fluorescentnu probu koja sadrzi 1,8-naftalimidni skelet kao
fluorofor te azidnu skupinu kao receptor odgovoran za reakciju s HoS (slika 20). Azidna skupina
Cesto je koriSten receptor upravo zbog svoje jednostavne sinteze te odgovarajue brzine

reakcije.

Oy 0._O

Ng
IX

Slika 20. Strukturna formula fluorescentne probe s azidnom skupinom, spoj IX [31]

Nadalje, nitro skupina je takoder koriStena kao receptor u svrhu detekcije H»S.
Istrazivanja su pokazala da se nitro skupina, snazna elektron-odvlaceca skupina, u prisutnosti
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H>S moze reducirati do amino skupine (slika 21). Mehanizam sintetizirane fluorescentne probe

zasniva se na prethodno objasnjenom ICT mehanizmu (poglavlje 2.2.1.2) [32].

CN
\ NC{\
@ s e
CH
L e
2

Slika 21. Shema redukcije, nitro skupine fluorescentne probe, spoja X u amino skupinu [32]

Gong i suradnici [33] sintetizirali su NIR (engl. Near Infrared Spectroscopy)
fluorescentnu probu, spoj XII, koja se koristi za in vitro i in vivo detekciju H>S. U strukturi
fluorescentne probe nalazi se benzoksadiazol (NBD) eter kao receptor odgovoran za reakciju s

HoS (slika 22).

XIII

Slika 22. Shema mehanizma fluorescentne probe, spoja XII, pri detekciji H2S [33]
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Kao funkcionalna skupina koriStena kao receptor za detekciju H>S u sintetiziranoj

fluorescentnoj probi, spoju XIV, je 2,4-dinitrofenil. Mehanizam ove fluorescentne probe

takoder prati prethodno objasnjeni ICT mehanizam (poglavlje 2.2.1.2) (slika 23) [34].

Slika 23. Shema mehanizma fluorescentne probe, spoja XIV [34]

2.4. Fluorescentne probe za detekciju H2S

Cilj ovoga rada je dizajn i priprava fluorescentnih proba za detekciju HaS te ¢e se u sljede¢em
poglavlju pobliZe opisati literaturno opisane pripravljene fluorescentne probe. Prvu od takvih
fluorescentnih proba dizajnirali su Wang 1 suradnici [35]. Fluorescentna proba, spoj X VI, je dio
serije derivata kumarina koje Ce se koristiti za detekciju HoS. Specifi¢nost spoja XVI je u tome
da moZe selektivno detektirati HoS 1 H2O:. U strukturi spoja XVI kao receptor za reakciju s H2S

nalazi se azidna skupina (slika 24).
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Slika 24. Shema mehanizma fluorescentne probe, spoja XVI (preuzeto i prilagodeno iz [35])

Uz spoj XVI, Zhao i suradnici [5] dizajnirali su aktiviranu fluorescentnu probu, spoj
XXII, ¢iji je cilj bila upotreba u detekciji HaS (slika 25). Kao receptor odgovoran za reakciju s

H,S koristen je 4-nitrobenzen tiol.
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prepoznavanje
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Slika 25. Shema fluorescentne probe, spoja XXII, u detekciji HaS [5]

Zhang 1 suradnici [6] pripravili su spoj XXIV, fluorescentnu probu ¢iji je glavni
strukturni motiv naftalimidni skelet koji u svojoj strukturi ima vezane strukturno razlicite
anilinske derivate. Mehanizam rada spoja XXIV zasniva se na ve¢ objasnjenom procesu ICT
(poglavlje 2.2.1.2). Na naftalimidnom skeletu probe vezana je azidna skupina koja se u
prisutnosti HoS reducira u amino skupinu §to rezultira tzv. ,,turn on fluorescentnim signalom

(slika 26)..

OH OH

0. _N__O 0. _N__O
i E H,S

N3 NH,

Y

XXIV XXV

Slika 26. "turn-on" fluorescentni signal spoja XXIV [6]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Za sintezu su koriSteni komercijalno dostupni polazni spojevi i otapala: 4-brom-1,8-
naftalanhidrid (Sigma-Aldrich), N,N-dimetilformamid (99,8%; Acros Organics BVBA), 4-
kloranilin (98%, Acros Organics BVBA), p- metilanilin (99%, Acros Organics BVBA), natrijev
azid, etil-acetat, heksan. Za pracenje tijeka reakcije, kontrolu Cisto¢e spojeva i preliminarnu
identifikaciju produkta koristena je tankoslojna kromatografija na plo€icama silikagela (60 F
254, 0,25 mm, Fluka). Vizualizacija je provedena apsorpcijom UV zradenja (254 nm). 'Hi *C
NMR spektri snimljeni su na instrumentu Bruker AV 600 na sobnoj temperaturi pri 500 MHz 1
125 MHz u deuteriranom dimetilsulfoksidu (DMSO-ds) kao otapalu. IR spektri snimljeni su na
uredaju Shimadzu FTIR 88400S u podru¢ju 4000—400 cm™. Za kromatografiju na stupcu

silikagela koriSteni su sljedeci sustavi otapala:
Sustav otapala A: Etil-acetat/heksan =1 : 1
Sustav otapala B: Etil-acetat/heksan =1 : 3

Sustav otapala C: Etil-acetat/heksan =1 : 4.

3.1.1. Priprava 6-azido-1H,3H-benzo[delizokromen-1,3-diona (1)

U tikvicu su dodani 4-brom-1,8-naftalanhidrid (204 mg, 0,7 mmol) i suhi DMF (3 mL). Na
tikvicu je stavljena klor-kalcijeva cjevcica, a reakcijska smjesa je mijeSana na magnetskoj
mijeSalici. Kada je 4-brom-1,8-naftalanhidrid otopljen, reakcijskoj smjesi dodan je NaN3 (140
mg, 2,1 mmol). Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom (sustav otapala A).
Nakon 2 h reakcijskoj smjesi je dodana voda, pri ¢emu dolazi do nastanka taloga. Dobiven talog
je izdvojen iz reakcijske smjese vakuum filtracijom. Dobivena je krutina Zute boje, spoj 1 (144

mg, 82 %) (slika 27); 175,8° — 185,4 °C; Rr= 0,76 (sustav otapala A).
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Slika 27. Strukturna formula molekule spoja 1

'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 / ppm: 7.80 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-3), 7.92 (t, 1H, J = 7.8 Hz,
H-6), 8.52 (dd, 2H, J = 3.3, 8.2 Hz, H-5, H-7), 8.57 (d, 1H, J =7.1 Hz, H-2).

3C NMR (125MHz, DMSO) 6 / ppm: 115.244, 116.841, 119.712, 124.117, 128.120, 129.994,
131.274, 133.780, 133.809, 144.644, 160.577, 161.160.

3.1.2. Priprava 6-azido-2-(4-metilfenil)-1 H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (2)

Spoj 1 (50 mg, 0,2 mmol) otopljen je u etanolu (7 mL). Reakcijska smjesa je zagrijana uz
povratno hladilo preko uljne kupelji i mijeSana na magnetskoj mijesalici. Kada otapalo po¢ne
refluksirati, reakcijskoj smjesi je dodan p-metilanilin (44 mg, 0,4 mmol). Tijek reakcije pracen
je tankoslojnom kromatografijom (sustav otapala A). Hladenjem reakcijske smjese prvo na
sobnoj temperaturi, zatim u hladnjaku tijekom no¢i, nastaje talog koji je izdvojen iz reakcijske
smjese vakuum filtracijom. Dobivena je krutina Zuto-smede boje, spoj 2 (30 mg, 26 %) (slika

28); Rr=0,75 (sustav otapala A).
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Slika 28. Strukturna formula molekule spoja 2

"H NMR (500 MHz, DMSO) 6 / ppm: 2.39 (s, 3H, CH3), 7.26 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H-Ar), 7.33
(d, 2H, J =8.1 Hz, H-Ar), 7.82 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-3), 7.93 (t, 1H, J = 8.2 Hz, H-6), 8.51 (d,
2H, J =8.1 Hz, H-5, H-7), 8.55 (d, 1H, J=7.1 Hz, H-2).

3C NMR (125MHz, DMSO) § / ppm: 116.510, 119.288, 123.3111, 124.246, 127.852, 128.984,
129.274, 129.813, 132.049, 132.142, 133.797, 143.451, 163.610, 164.059.

3.1.3. Pokusaj priprave 6-azido-2-(4-klorofenil)- 1 H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona
sintetskim putem 2

3.1.3.1. PokusSaj priprava 6-brom-2-(4-klorofenil)-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (a)

Za pripravu spoja a, otopljen je 4-brom-1,8-naftalanhidrid (100 mg, 0,36 mmol) u etanolu (7
mL). Reakcijska smjesa je zagrijana uz povratno hladilo preko uljne kupelji 1 mijeSana na
magnetskoj mijesalici. Kada otapalo pocne refluksirati, reakcijskoj smjesi dodan je p-kloranilin
(30 mg, 0,28 mmol). Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom (sustav otapala
C). Reakcija je ostavljena preko noci te je nastali talog izdvojen iz reakcijske smjese vakuum
filtracijom. IR spektroskopijom pretpostavljeno je kako izolirani produkt, nije ciljni produkt,

produkt a.
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Slika 29. Strukturna formula molekule spoja a

3.1.3.2. Pokusaj priprava 6-azido-2-(4-klorofenil)-1 H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (b)
sintetskim putem 2

Spoj a (20 mg, 0,055 mmol) otopljen je u suhom DMF (3 mL). Kada je spoj a u potpunosti
otopljen, dodan je natrijev azid (16,2 mg, 0,25 mmol). Reakcija je provedena na sobnoj
temperaturi te je mijeSana na magnetskoj mijeSalici. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom
kromatografijom (sustavi otapala A i C). Nakon 2 h, u reakcijsku smjesu dodana voda pri cemu
se talozi produkt koji je izdvojen iz reakcijske smjese vakuum filtracijom. 'H i *C NMR
spektroskopijom, pretpostavljeno je kako, izolirani produkt, nije ciljni produkt, spoj b, umjesto

toga izolirana je reakcijska smjesa neizreagiranih polaznih reaktanata.

Ci
Oy _N._0
N3

Slika 30. Strukturna formula molekule spoja b

28



3.1.4. Uvodenje H»S u otopinu spoja 2

Spoj 2 (1 mg) otopljen je u etanolu (5 mL) u staklenoj bocici. U drugoj staklenoj bocici
reakcijom FeS i HCl razvijen je H2S. Dvije staklene bocice spojene su plasti¢nom cijevi koja
omogucava uvodenje generiranog H2S u otopinu spoja 2. Nakon uvodenja H»S, otopina spoja

2 fluorescira pod UV lampom (365 nm).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

H>S jedna je od triju signalnih molekula u naSem organizmu koja sudjeluje u raznim fizioloSkim
1 patoloskim procesima kao $to su neurotransmisija, apoptoza, regulira stani¢ni metabolizam te
posjeduje antioksidativna svojstva. Oksidativni stres nastaje u sluc¢aju neravnoteze izmedu
nastajanja ROS-a i moguénosti organizma da ukloni te reaktivne vrste [4]. H2S, kao takav,
posjeduje izravna i neizravna antioksidativna svojstva. Izravno antioksidativno svojstvo H2S
moze se pripisati njegovim kemijskim svojstvima koja mu omogucuju neutralizaciju ROS-a.
On moze reagirati s O2" pri ¢emu nastaju hidrosulfidni anion, HS", i vodikov peroksid, H2O».
Na taj na¢in smanjuje se koncentracija O>", snazne ROS vrste. Nadalje, H>S moze izravno

neutralizirati H>O», stvaraju¢i vodu i elementarni sumpor [4].

S obzirom na navedeno, razvoj preciznih metoda za odredivanje koncentracije H>S kao
i za detekciju H>S je od vrlo velike vaznosti. U literaturi je opisan veliki broj metoda za
detekciju H2S ukljucujuéi plinsku kromatografiju kao i kolorimetrijske testove za razvoj
fluorescentnih proba. Prednost fluorescentnih proba je njihova nedestruktivnost te visoka
osjetljivost $to su vrlo bitne karakteristike koje omogucavaju selektivnu detekciju H»S. Kako je
spomenuto u poglavlju 2.3., potencijalna fluorescentna proba u svojoj strukturi posjeduje
najceS¢e tri strukturna motiva koja podrazumijevaju fluorofor, receptor odgovoran za
prepoznavanje analita i linker. Linker moze biti prisutan u strukturi fluorescentne molekule, ali
1 ne mora, §to ¢e ovisiti 0 mehanizmu na kojemu se zasniva fluorescencija pripravljane

fluorescentne probe.

U okviru ovoga rada dizajnirana je fluorescentna proba, spoj 2, s ciljem njegove
upotrebe u detekciji H>S. Spoj 2 u svojoj strukturi posjeduje 1,8-naftalimidni sustav kao
fluorofor te azidnu skupinu kao receptor odgovoran za reakciju s H>S. Azidna skupina u
strukturi spoja 2 uvedena je na polozaj 4 naftalimidnog skeleta, a na naftalimidni skelet kao
fluorofor vezana je direktno bez uvodenja linkera. Prema tome, potencijalni mehanizam
fluorescencije dizajnirane fluorescentne probe zasniva se na ICT mehanizmu. Spoj 2 koji u
svojoj strukturi posjeduje azidnu skupinu kao elektron-akceptorsku skupinu, pokazuje mali
intenzitet fluorescencije. U prisustvu HoS azidna skupina kao elektron-akceptorska skupina
reducira se u amino skupinu kao elektron-doniraju¢u skupinu. Uvodenjem amino skupine kao

elektron-doniraju¢e skupine, u strukturu naftalimidnog skeleta, povecava se intenzitet
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fluorescencije. Spoj 2, koriSten je u preliminarnim ispitivanjima kao fluorescentna proba za
detekciju H»S. Navedeni rezultati pokazuju moguénost uporabe spoja 2 kao fluorescentne probe

za detekciju H»S, Sto ¢e biti temelj za buduca istrazivanja.

4.2. Priprava spoja 2 i pokusaj priprave spoja b sintetskim putem 1

U okviru ovoga rada pripravljen je spoj 2, naftalimidni derivat s ciljem njegove upotrebe u
detekciji HoS. Za pripravu ciljanog spoja 2, proveden je literaturno opisani sintetski put 1 [6]
uz modifikaciju na nacin da je dodana duplo veca koli¢ina NaN3, koji je dodan direktno u
reakcijsku smjesu bez prethodnog otapanja u vodi. Dakle, prvi korak podrazumijeva reakciju
polaznog spoja 4-brom-1,8-naftalanhidrida s NaN3, u suhom DMF, u svrhu uvodenja azidne
skupine kao receptora odgovornog za reakciju s analitom, H>S. Navedena reakcija rezultirala
je pripravom spoja 1 uz prinos od 81,8 %. Sljedeci korak podrazumijevao je reakciju spoja 1s
odabranim anilinskim derivatom, p-metilanilinom, u etanolu uz refluks. Provedena reakcija
rezultirala je pripravom spoja 2 uz prinos 25,3 % (slika 32). S ciljem ispitivanja utjecaja
elektronskih svojstava skupine vezane u para-polozaj anilinskog derivata na prinos reakcije sa
spojem 1 te u konacnici s ciljem ispitivanja utjecaja elektronskih svojstava navedenog
supstituenta na intenzitet fluorescencije, provedena je reakcija spoja 1 s p-kloranilinom (slika
33). Navedena reakcija nije rezultirala uspje$nom pripravom spoja b, $to je pretpostavljeno 'H
i 13C NMR spektroskopijom. S ciljem uspjesne priprave spoja b provedeno je optimiziranje
reakcijskih uvjeta, konkretno produZenje vremena reakcije te povecanje ekvivalenata p-
kloranilina u odnosu na polazni spoj, 4-brom-1,8-naftalanhidrid. Niti u ovom slucaju priprava

spoja b nije bila uspjesna.

CH,q

NaN, p-NHPhCH, 0Oy _N._O
QO suhi DMF OO EtOH
! e
Br N
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Slika 32. Priprava spoja 2 sintetskim putem 1
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Slika 33. Pokusaj priprave spoja b sintetskim putem 1

Aromatski amini, opéenito, pokazuju slabiju nukleofilnost i bazi¢nost u odnosu na
alifatske amine. No, prisutnost razliitih supstituenata u strukturi anilina moze utjecati na
promjenu bazicnosti i nukleofilnosti. U strukturi p-metilanilina, koji je koriSten kao anilinski
derivat za pripravu spoja 2, prisutna je metilna skupina. Alkilne skupine, op¢enito, doniraju
elektrone preko o-veze kojom su vezane na benzenski prsten. Takav efekt naziva se induktivna
stabilizacija. Uz induktivni efekt, u strukturi p-metilanilina prisutna je 1 c-konjugacija koja
podrazumijeva interakciju jedne od metilnih C-H o-veza s m-elektronima aromatskog prstena.
S druge strane, rezonancijski efekt odnosi se na konjugaciju elektronskog para supstituenata s
n-elektronima aromatskog prstena [36]. Opisana o-konjugacija djeluje na isti nacin kao
rezonancijski efekt, no puno slabije. Prema tome, u strukturi molekule p-metilanilina prisutne
su dvije funkcionalne skupine, amino skupina koja pokazuje rezonancijski elektron-donirajuci
efekt te metilna skupina koja pokazuje induktivni elektron-doniraju¢i efekt. U slucaju p-
metilanilina konjugacijom nevezanog elektronskog para atoma duSika s m-elektronima
aromatskog prstena dobivena je rezonancijska struktura u kojoj je, na atom ugljika na kojemu
je negativni naboj, prisutna elektron-doniraju¢a, metilna skupina (slika 34). Takva struktura
daje najmanji doprinos rezonancijskom hibridu, no elektronska gusto¢a na atomu dusika je veca

Sto u konacnici atom dusSika ¢ini boljim nukleofilom [36].
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Slika 34. Rezonancijske strukture p-metilanilina [35]

U slucaju p-kloranilina, atom klora, i opéenito halogeni elementi, pokazuje dva suprotna
efekta. Prvi efekt podrazumijeva doniranje elektrona konjugacijom nevezanog elektronskog
para s m-elektronima aromatskog prstena (rezonancijski efekt) dok drugi efekt ukljucuje
odvlacenje elektrona kroz o-veze, zahvaljujué¢i velikoj elektronegativnosti atoma klora
(induktivan efekt) [36]. Delokalizacijom nevezanog elektronskog para atoma duSika s
elektronima aromatskog prstena dobivena je rezonancijska struktura u kojoj je negativan naboj
na atomu ugljika na kojemu je vezan atom klora. Takva struktura daje veéi doprinos
rezonancijskom hibridu, no u konacnici smanjuje nukleofilnost atoma dusika (slika 35).

Navedeno objasnjenje moze predstavljati jedan od potencijalnih razloga neuspjesnosti priprave

spoja b.
i +
NH, NH NH; NH, NH,
._. oo
- P— _ = -—
Ci cl Cl ¢l cl

Slika 35. Rezonancijske strukture p-kloranilina [35]

4.2.1. Uvodenje H2S u otopinu spoja 2

Spoj 2, naftalimidni derivat s metilnom skupinom na arilnom dijelu molekule, koristen je u
preliminarnim ispitivanjima koja podrazumijevaju uvodenje H2S u otopinu spoja 2. Kako je

spomenuto u poglavlju 4.1. u slucaju kada se u strukturi spoja 2 nalazi azidna skupina kao
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elektron-akceptorska skupina, za ocekivati je manji intenzitet fluorescencije nego u slucaju
prisutnosti amino skupine kao elektron-donirajuée skupine u strukturi spoja 2 [29]. U tu svrhu
u otopinu spoja 2 uveden je H»S, razvijen reakcijom FeS i HCI. Otopina spoja 2, nakon uvodenja
HsS, stavljena je pod UV lampu (365 nm) pri ¢emu dolazi do fluoresciranja otopine, dok
otopina polaznog azida prije uvodenja H>S ne fluorescira (slika 36). Ovakvi rezultati sugeriraju
moguénost upotrebe spoja 2 kao potencijalne fluorescentne probe za detekciju H>S, na cemu ¢e

se zasnivati daljnja istrazivanja.

Slika 36. Uvodenje H»S u otopinu spoja 2 (fosfatni pufer, pH=7,4)

4.3. Pokusaj priprave spoja b sintetskim putem 2

S obzirom na neuspjesnu pripravu spoja b, sintezi spoja b, pokusalo se pristupiti i koriStenjem
drugog sintetskog puta. Prvi korak, novog predloZenog sintetskog puta 2 podrazumijevao je
reakciju polaznog spoja 4-brom-1,8-naftalanhidrida s p-kloranilinom pri ¢emu dolazi do
nastanka spoja a, koji u svojoj strukturi posjeduje naftalimidni skelet. U sljede¢em reakcijskom
koraku spoj a reagira s natrijevim azidom s ciljem uvodenja azidne skupine, kao receptora
odgovornog za reakciju s ciljnim analitom, H>S, u osnovnu naftalimidnu strukturu (slika 37).
PredloZeni sintetski put, nije rezultirao pripravom ciljnog produkta, spoja b Sto je
pretpostavljeno IR spektroskopijom, 'H i '*C NMR spektroskopijom. Na temelju navedenih
rezultata moze se zakljuciti kako atom dusika p-kloranilina niti u slu¢aju novog predlozenog
sintetskog puta nije dovoljno nukleofilan za reakciju s polaznim spojem 4-brom-1,8-
naftalanhidridom. Potencijalno objasnjenje predstavlja elektron-odvlace¢i induktivni efekt

atoma klora, $to je detaljno objasnjeno u poglavlju 4.2.
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Slika 37. Pokusaj priprave spoja b sintetskim putem 2
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5. ZAKLJUCAK

1)

2)

3)

Sintetskim putem 1 pokusSalo se pripraviti spoj 2 i spoj b. Oba spoja u svojoj strukturi
sadrze 1,8-naftalimidni sustav kao fluorofor te azidnu skupinu kao receptor odgovoran
za reakciju s H»S. Sintetskim putem 1 uspjesno je sintetiziran spoj 2, dok spoj b nije

uspjesno pripravljen.

S obzirom na neuspjeSnu pripravu spoja b, za pripravu spoja b, predlozen je novi
sintetski put 2. Razlika izmedu sintetskog puta 1 i 2 je u tome $to se u prvom koraku
sintetskog puta 1 uvodi azidna skupina na polozaj 4 naftalanhidridnog skeleta, dok prvi
korak sintetskog puta 2 podrazumijeva reakciju polaznog spoja 4-brom-1,8-

naftalanhidrida i p-kloranilina. Spoj b nije uspjesno pripravljen niti sintetskim putem 2.

Kako bi se ispitala moguénost upotrebe spoja 2 kao fluorescentnog indikatora za
detekciju HoS, provedena su preliminarna ispitivanja koja podrazumijevaju uvodenje
H>S u otopinu spoja 2. Otopina polaznog azida, spoja 2, nije fluorescirala pod UV
lampom, dok nakon uvodenja H>S otopina fluorescira pod UV lampom (365 nm).
Ovakvi preliminarni rezultati pokazuju mogucnost upotrebe spoja 2, kao fluorescentnog
indikatora za detekciju H>S, na Sto ¢e naglasak biti stavljen u nastavku ovoga

istraZivanja.
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7. PRILOZI
7.1. Popis kratica

3-MST 3-merkatoptopiruvat sulfurtrasferaza (engl. 3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase)

*OH Hidroksidni radikal

a-PeT Akceptorom pobudeni PeT (engl. Acceptor-exited PeT)

d-PeT Donorom pobudeni PeT (engl. Donor-exited PeT)

BODIPY Bor-dipirometan (engl. Boron-dipyrromethane)

CBS Cistation fS-sintaza (engl. Cystathionine S-syntase)

CSE Cistation y-liaza (engl. Cystathionine y-lyase)

CO Ugljikov(II) oksid

d dublet

dd dublet dubleta

EtOH Etanol

FeS Zeljezov(1I) sulfid

FRET Prijenos energije preko fluorescentne rezonancije (engl. Fluorescence

Resonance Energy Transfer)

GPx Glutation peroksidaza (engl. Gluthatione Peroxidasei)

H>0O; Vodikov peroksids

HaS Sumporovodik

HOMO NajviSa zauzeta molekulska orbitala (engl. Highest Occupied Molecular
Orbital)

HCI Klorovodi¢na kiselina

ICT Intramolekularni prijenos naboja (engl. Intramolecular Charge Transfer)



LUMO Najniza nezauzeta molekulska orbitala (engl. Lowest Unoccupied Molecular

Orbital)

NADPH Nikotinamid dinukleotid fosfat

NaN3 Natrijev azid

NMR Nuklearna magnetska rezonancija

NO Dusikov(II) oksid

02" Superoksidni anion

ONOO Peroksinitrat

p engl. para

PeT Fotoinducirani prijenos elektrona (engl. Photoinduced Electron Transfer)
RNS Reaktivne dusikove vrste (engl. Reactive Nitrogen Species)
ROS Reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species)
RSS Reaktivne sumporne vrste (engl. Reactive Sulfor Species)

S singlet

SOD Superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase)

t triplet

uv Ultraljubicasto (engl. Ultraviolet )



7.2. 'Hi >C NMR spektri pripravljenih spojeva
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