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Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo prvi¢ v svoji zgodovini deluje na enotni

Spostovani!

lokaciji, kar ne izboljSuje le pedagosSkega procesa, temvec bistveno pripomore k lazjemu
sodelovanju na skupnih raziskovalnih projektih. Z namenom, da bi bolje spoznali raziskovalno
delo, ki poteka znotraj FKKT, in tako laZje nasli sticne to¢ke med razliénimi podrodji raziskav,
smo zaposleni ob podpori vodstva fakultete, Studentskega sveta ter Studentske organizacije
FKKT pripravili spoznavno srecanje "Kemijske znanosti 2015".

Le-to je potekalo kot razstava posterjev in spremljajoce Zivahne diskusije v torek, 3.
marca 2015, na hodniku 2. nadstropja FKKT med 10.00 in 11.30 dopoldan. Prijetno druzenje
smo zakljucili ob manjsem prigrizku in s podelitvijo nagrad za najboljSe posterje. Konference
so se kot aktivni udelezenci udelezili doktorski Studenti in mlajsi podoktorski raziskovalci, k
ogledu posterjev in diskusiji pa smo povabili tako Studente prve in druge stopnje, kot tudi
pedagoske delavce in starejSe raziskovalce fakultete.

Organizacijski odbor:

asist.dr. Jakob Kljun prof.dr. Matjaz Krajnc, dekan FKKT
asist.dr. Marina Klemenc¢ic Sara Drvari¢ Talian, predsednica SO FKKT
asist. Sara Sersen Vida Spindler, predsednica 5SS FKKT
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In situ AFM elektrokemijske meritve aluminijeve zlitine in
zasCitne prevleke

Mirjana Rodosek?, Ahmed A. Kretal, Angela Surca Vuk**

! Kemijski institut, Hajdrihova 19, SI-1000 Ljubljana, Slovenija

Povzetek

Mikroskopija na atomsko silo (AFM) je u€inkovita tehnika za karakterizacijo prevlek in
drugih materialov na nano nivoju. V Laboratoriju za kemijo materialov poleg klasi¢nih
elektrokemijskih meritev (potenciodinami¢nih, impedan¢nih meritev...) za detekcijo
strukturnih sprememb Ze uporabljamo spektroelektrokemijske tehnike, za katere je znacilna
zdruzitev spektroskopskih in elektrokemijskih tehnik, tako in situ kot ex situ.”? V prej$njem
letu pa smo priceli $e z razvojem in situ AFM elektrokemijske celice. V raziskavah z AFM
izraz in situ sluzi za dva tipa meritev: (i) meritve, opravljene v elektrolitu ali topilu, torej v
kapljici teko€ine na preiskovani povrsini ali neposredno v komercialni pretocni tekocinski
celici, ali (ii) meritve z uporabo potenciala na delovni elektrodi v in situ celicah, ki temeljijo
na zdruzitvi elektrokemije in mikroskopije.®> V' ta namen smo iz teflona izdelali trielektrodno
in situ AFM celico (shema 1). Kot delovno elektrodo smo uporabili aluminijevo
zlitino/prevlieko na tej zlitini, platinasto plos¢ico kot nasprotno elektrodo in referenco
Ag/AgCI elektrodo. AFM meritve so potekale na sistemu Agilent 5500, elektrokemijske pa na
potenciostatu Autolab PGSTAT 302N, in sicer smo uporabili kronokulometri¢no tehniko.

s RE (Ag/AgCl)

DE PE (Pt plos¢ica)

Shema 1: Shema in situ elektrokemijske AFM celice. DE (delovna elektroda), RE (referenc¢na
elektroda), CE (nasprotna elektroda).

Morfoloske spremembe tekom anodne polarizacije smo spremljali na aluminijevi zlitini
AA 2024-T3 in na zascitni prevleki iz dvostransko funkcionaliziranega sililnega prekurzorja
1,2-bis(trimetoksisilil)etana (BTMSE). Kot elektrolit smo uporabili 0.5 M NaCl. Rezultati in
situ AFM meritev kaZejo naras¢ajo¢e morfoloSke spremembe z nara$¢ojoCim anodnim
potencialom. Za omenjeno aluminijevo zlitino je znacCilna tocCkasta korozija, ki pogosto
najprej nastane v neposredni blizini kovinskih vklju¢kov,* ° nastajanje stabilnih mest to¢kaste
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korozije pa v literaturi pripisujejo nastajanju klastrov kovinskih vklju¢kov.® Mehanizem
raztapljanja aluminijevega matriksa v neposredni blizini kovinskih vkljuckov pa $e vedno ni
povsem pojasnjen (katodni,* anodni’ mehanizem). Na in situ AFM slikah aluminijeve zlitine
je lepo viden zacetek tocCkaste korozije in postopno nastajanje klastrov kovinskih vkljuckov,
medtem ko se na zascitni prevleki morfoloske spremembe pri¢nejo kazati predvsem na
mestih, kjer so vidne napake oz. kovinski vkljucki v zlitini, ki niso povsem prekriti.
Spremembe, opazene v in situ AFM posnetkih, smo ovrednotili tudi s staliS¢a spreminjanja
hrapavosti povrsine. Te rezultate smo podkrepili e z ex situ IR refleksijsko-absorbcijskimi
meritvami.

Zahvala

Predstavljena raziskava je financirana s strani Javne agencije za raziskovalno dejavnost
Republike Slovenije (Program P1-0030, Projekt L2-5484), ki se ji M. Rodosek in A. A. Kreta
zahvaljujeta tudi za financiranje doktorskega Studija. Zahvaljujemo se za vse diskusije v
okviru HINT COST akcije MP 1202 (Hybrid Interfaces).
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Agregacija hidroksibenzoatov v vodnih raztopinah in njihov vpliv
na micelizacijo dodeciltrimetilamonijevega klorida: Rezultati
simulacij molekulske dinamike

Jure Gujt*?, Marija Bester-Roga¢', Eckhard Spohr*?

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Ve¢na pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

2 Katedra za teoreti¢no kemijo, Fakulteta za kemijo, Univerza Duisburg-Essen, Universitétsstral3e 2,
D-45141 Essen, Nemcija

Povzetek

Hidrofobni efekt (v€asih tudi hidrofobne interakcije), ki ga spremlja povecanje entropije
zaradi poruSenja mreze vodikovih vezi v teko€i vodi, je gonilna sila asociacije amfifilnih
molekul in zvijanja beljakovin.! Vendar pa igrajo pri micelizaciji ionskih surfaktantov poleg
hidrofobnega efekta zelo pomembno vlogo tudi v raztopini prisotne soli, ki z naboji na
»glavah« surfaktantov intergarirajo elektrostati¢no.?™

Nedavno objavljeni rezultati raziskav kazejo, da ima relativni polozaj karboksilne in
hidoksilne skupine pri hidroksibenzoatnem (HB) anionu velik vpliv tako na transportne
lastnostni te zvrsti®® kot tudi na micelizacijo kationskih surfaktantov kot je
dodeciltrimetilamonijev klorid (DTAC).>* Kriti¢na micelna koncentracija (cmc) DTAC se, v
primerjavi s cmc v Cisti vodi, v prisotnosti 2-HB zniza za ve¢ kot 10x, v prisotnosti 3-HB za
priblizno 5x in v prisotnosti 4-HB za priblizno 1.5x. Poleg tega pride v prisotnosti 2-HB (in v
manj$i meri tudi pri 3-HB) pri vi§ji koncentraciji surfaktanta tudi do spremembe oblike
agregatov iz sfericnih v cilindricne. Da bi omenjene razlike razumeli na molekulskem nivoju,
smo izvedli atomisticne simulacije molekulske dinamike.

V tem prispevku bodo najprej predstavljeni rezultati atomisti¢nih simulacij vodnih
raztopin vseh treh izomer HB brez DTAC in nato Se za raztopine z dodatkom DTAC. Opazili
smo, da simulacije pravilno razvrstijo izomere HB glede na njihov difuzijski koeficient.
Mobilnost izomer pada v vrstnem redu 2-HB > 3-HB > 4-HB, kar smo razlozili z razlikami v
Stevilu vodikovih vezi, ki jih posamezna izomera lahko tvori z molekulami vode. Pri vi§jih
koncentracijah soli smo opazili tudi tvorbo agregatov, ki se tvorijo preko vodikovih vezi med
molekulami hidroksibenzoata. V primeru 2-HB so najbolj pogosti dimeri, pri 3-HB in 4-HB
pa opazimo tudi vi§je agregate. Simulirali smo tudi neskon¢no dolgo cilindricno DTAC
micelo v prisotnosti vseh treh izomerov HB in opazili, da Stevilo unimer na dolZinsko enoto
pada v smeri 2-HB > 3-HB > 4-HB. V istem vrstnem redu pada tudi polmer cilindri¢ne
micele. Nadalje smo ugotovili, da 2-HB prodre globlje v notranjost micele, inducira moc¢nejso
urejenost glav surfaktantov in je moc¢neje orientiran glede na glavno os micele, kot ostali dve
izomeri. Ta opazanja lahko razlozimo z dejstvom, da je 2-HB, zaradi jasno loCenega



hidrofobnega in hidrofilnega dela molekule, najbolj amfifilna izomera in se tako najlazje
vgradi v DTAC micelo.
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Slika 1: Primer cikli¢nega agregata 4-HB anionov v SPC vodi. Hidroksilni vodikovi atomi so zaradi
boljse vidnosti vodikovih vezi obarvani oranzno. Prikazani heksamer vsebuje anion, ki tvori 4
vodikove vezi.
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Optimizacija obratovalnih pogojev za testiranje SOFC gorivne
celice

Tina Skalar', Martin Lubej', Marjan Marinsek"™*

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Veéna pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

Povzetek

Visokotemperaturne gorivne celice pretvarjajo kemic¢no energijo preko katalitskih reakcij
v elektricno energijo. Sestavljene so iz treh trdnih (keramicnih) materialov, ki imajo razli¢ne
temperaturne razteznostne koeficiente. Razli¢ni raztezki materialov povzrocajo mehanske
napetosti, kar ima lahko za posledico degradacijo (razpad) strukture vecslojnega sistema.
Zanesljivost gorivne celice je tako odvisna od ustvarjenih mehanskih napetosti znotraj
materialov.

V tem delu smo raziskovali pogoje obratovanja, tako eksperimentalno, kot teoreti¢no za
veCplastno testno tableto. Zapisali smo matematicni model za opis generiranih mehanskih
napetosti med segrevanjem, v stacionarnem stanju in ohlajanjem in s pomoc¢jo metode
kon¢nih elementov prisli do numeri¢ne resitve modela. Dobljene rezultate smo uporabili pri
optimizaciji geometrije celice in debeline posameznih plasti v vecplastni tableti. Za
eksperimentalno preverjanje dobljenih rezultatov modeliranja smo razvili nov testni sistem, Ki
omogoca relativno hitro sestavljanje in razstavljanje ter hitro spremembo obratovalnih
pogojev (temperature, atmosfere).

Na osnovi dobljenih rezultatov je bila predlagana optimizacija testnega sistema z
namenom zmanjSanja mehanskih napetosti v materialih.
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Slika 1: Odvisnost T od t, merjena na notranji strani kvaréne cevi pri zagonu SOFC sistema; izsek
predstavlja tocko merjenja temperature.
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Abstract

Following the thesis that waste prevention success must be measured as something in
regard to changes in socio-economic activities, so-called the decoupling of waste generation
from economic growth, in this work four methods of calculating the decoupling are studied on
the example of statistical data on the Gross Value Added (GVA) and the waste generated
from business sectors in the Republic of Slovenia and in the Republic of Croatia (2002-
2012).! First method applied is the calculation of the decoupling factors of the slopes of GVA
from the slopes of amounts of generated waste for each of the 5 year periods in the observed
period.? Results for both countries show that decoupling has taken place, although declining
towards the end of the observed period (Table 1).

Table 1: Sum of the results of the different approaches of calculating the decoupling of waste
generation from the GV A for period of 2002 - 2012 studied on data for the Republic of Slovenia and
the Republic of Croatia.

Country Method Period Score Criteria Suggest_mg
prevention
Decoupling factor 2008-2012 1.83 >0 Yes
The Projected amou?t - actual 2011-2012 0.41% >0 Yes
Republic amoggtal amounts
of -
| Polynomial of waste 2002-2012 No Inverted U No
Slovenia regression Sector fixed v curve (R2 -
ector fixe es s
effects 2002-2012 (0.75 — at 1%) significant) Yes
Decoupling factor 2008-2012 12.89 >0 Yes
The Projected amount - actual 2011-2012 5 08% >0 Yes
Republic amount I
of _ TOtaf amounts | 54092012 No Inverted U No
Croati Polynomial of waste
roatia regression Sector fixed Yes curve (R2 -
offects 2002-2012 (0.63— at 1%) significant) Yes

Second method applied is the difference between the amount of projected waste and the
actual amount of generated waste in the last year of the observed period. Projected amount of
waste was calculated by using the linear regression on the data on GVA and the amounts of
generated waste for the past years in the observed period, and then calculating the projected
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amounts by using the GVA in the last year. Results for both countries also show that projected
amounts of waste are larger than actual amounts generated suggesting waste prevention
(Table 1). As a third method polynomial regression is applied in order to find evidence that
amounts of generated waste in regard to economic growth follow the inverted U shape curve.?
This has been done in two ways: by simple regression on the total amounts of generated waste
and by the individual fixed effects model on four different business sectors (Construction,
Manufacturing, Services and Mining). Although the analyses of the total amount of generated
waste does not show that inverted U shape curves can be observed, if the individual sector
fixed effects model is applied, there is evidence for both countries that inverted U shape curve
can be observed (Table 1). Fourth method applied is the calculation of the Logarithmic Mean
Divisia Index (LMDI) in order to decompose the activity of generation of waste into three
influencing effects: the activity effect (overall business activity in observed group of sectors),
the structure effect (mix activities in the observed group of sectors) and intensity effect (intern
sectorial intensity).* The results for both countries show that the decline in the amounts of
generated waste in mostly connected with the changes in the intensity effects — the amounts of
waste needed to be generated for the same or larger amount of GVA (Figure 1).

Republic of Croatia Republic of Slovenia
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Figure 1: The results of LMDI analysis of waste generation conducted on the four business sectors in
the Republic of Croatia and in the Republic of Slovenia for the period of 2002 - 2012.
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Hydrolysis of the amide bond in N-acetylated L-methionylglycine
and L-histidylglycine in the presence of different dinuclear
platinum(l1) complexes
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Abstract

Recent studies of the reactions between dinuclear Pt(1l) complexes and methionine- and
histidine-containing peptides showed that these complexes can be promising reagents for
hydrolytic cleavage of the amide bond.'?* In the present study, the hydrolytic reactions of Ac-
L-Met-Gly and Ac-L-His—Gly dipeptides in the presence of dinuclear {[Pt(L)(H>O)].(u-
pz)}** complexes (L is bidentate coordinated diamine: 1,3-pn, 1-Et-1,3-pn and 2,2-diMe-1,3-
pn; pz is bridging pyrazine ligand) were studied by *H NMR spectroscopy. All reactions were
performed with equimolar amounts of the reactants in the pH range 2.0-2.5 in D,0O as solvent
and at 37 °C. It was found that {[Pt(L)(H,0)]2(z-pz)}** complexes affect hydrolytic cleavage
of the Met-Gly amide bond in Ac-L-Met—Gly and that the rate of this reaction does not
depend on the steric bulk of the catalyst. However, in the reaction of dipeptide Ac-L-His-Gly
with these complexes, under the above mentioned experimental conditions, the rate of
hydrolysis of the His—Gly amide bond decreases as the steric bulk of the platinum(Il) complex
increases (1,3-pn > 1-Et-1,3-pn > 2,2-diMe-1,3-pn).

O

1
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o 5 e

{[Pt(L)(Ac-L-Met-Gly-S)] (u-p2)[Pt(L)(H,O)}**  {[Pt(L)(Ac-L-His-Gly- N3)](ﬂ-pZ)[Pt(L)(H20)]}4+

Pt

Figure 1: Schematic presentation of the hydrolytically active platinum(I1)-peptide complexes
observed in the reaction of aqua derivatives of dinuclear {[Pt(X)(H.0)]2(x-pz)}** complexes (X is 1,3-
pd, 2,2-diMe-1,3-pd or 1,3-pnd), with Ac-L-Met-Gly (a) and Ac-L-His-Gly (b) dipeptides.



Table 1. *H and **C NMR chemical shifts (5, ppm) for the free 1,3-pd, 1,3-pnd and 2,2-diMe-1,3-pd
ligands and the corresponding pyrazine-bridged Pt(Il) complexes in D,O as solvent with TSP as the
internal standard.

Diamine (X)/Pt(Il) complex* '"HNMR BC NMR
(6, ppm) (6, ppm)
1,3-pd 1.60 (m, C2), 28.52 (C2),
2.65 (m, C1 and C3) 39.40 (C1 and C3)
{[Pt(1,3-pd)Cl](1-pz)}** 1.89 (m, C2), 29.82 (C2), 44.55 (C1),
2.79 (m, C1 and C3), 45.66 (C3),
9.02 (s, p2) 153.56 (pz)
2,2-diMe-1,3-pd 0.84 (s, C4 and C5), 24.72 (C4 and C5),
2.41 (s, C1 and C3) 35.81 (C2),
51.69 (Cl and C3)
{[Pt(2,2-diMe-1,3-pd)Cl],(u-pz)}** 1.01 (s, C4 and C5), 25.57 (C4 and C5),
2.38and 2.49 (2s, Cland C3),  36.14 (C2), 53.97 (C1),
9.05 (s, pz) 54.99 (C3), 153.58 (pz)
1,3-pnd 0.86 (t, C5), 12.08 (C5), 31.94 (C4),
1.45 (m, C2 and C4), 40.27 (C2), 41.49 (C3),
2.66 (m, C1 and C3) 52.02 (C1)
{[Pt(1,3-pnd)Cl]o(-p2)}** 0.97 (m, C5), 12.03 (C5), 33.84 (C4),
1.82 (m, C2 and C4), 42.84 (C2), 43.27 (C3),

2.82 (m, C1 and C3), 9.06 (s, pz)  56.52 (C1), 153.71 (pz)

“H and °C NMR chemical shifts of free pz are at 8.66 (s) and 143.86 ppm, respectively.
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PolSarzna emulzijska kopolimerizacija n-butil akrilata z
modificirano glukozo

Natalija Pokerznik®, Urska Sebenik’, Matjaz Klrajnc*1

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Ve¢na pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

Povzetek

Trenutno se raziskave na podroc¢ju materialov bolj usmerjajo v funkcionalne in ne toliko v
strukturne lastnosti. Po drugi strani pa se osredotoCajo na uporabo kemijskih spojin iz
obnovljivih virov. Modificirani ogljikovi hidrati dobro sovpadajo z zgoraj omenjenimi
smermi raziskovanja. Proizvodnja ekolosko prijaznejSih produktov in zamenjava standardnih
kemikalij na naftni osnovi z obnovljivimi viri je vse bolj popularna.® Na Zalost pa je uporaba
obnovljivih virov v industriji e vedno precej zanemarjena.’® Polarzna emulzijska
polimerizacija je pomemben proces v proizvodnji emulzijskih produktov, kot so barve,
premazi, lepila in sinteti¢ni elastomeri. Omogoca sintezo lateksov z zeleno sestavo polimera
in s specificno morfologijo delcev. NajpomembnejSa lastnost polSarznega procesa, ki
omogoca Stevilne prednosti, je moznost kontroliranega vodenja procesa z ustreznim nacinom
dodajanja monomera in drugih komponent (iniciatorja, pufra, emulgatorja) v reaktor. Da
izkoristimo prednosti polSarznega procesa je nujno, da le-tega vodimo pod pogoji
pomanjkanja monomera.> Namen teh raziskav je preucevati vpliv hitrosti dodajanja
monomera in koli¢ine dodanega surfmera na osnovi glukoze na hitrost polimerizacije in
lastnosti emulzije.

Pri polSarzni emulzijski kopolimerizaciji Smo uporabljali: surfmer na osnovi glukoze, butil
poliglukozidni ester maleinske kisline (BGMAH), n-butil akrilat (n-BA) kot monomer,
amonijev persulfat (APS) kot iniciator, rhodasurf ON-870 (RS) in aerosol EF-800 (EF-800)
kot emulgatorja ter natrijev karbonat (Na,COs3) kot sredstvo za nevtralizacijo. Pri vseh
sintezah smo uporabljali destilirano deionizirano vodo (DDI).

Za tvorbo kali smo v reaktor zatehtali celotno koli¢ino kontinuirne faze (DDI, BGMAH,
RS, EF-800, APS) ter z Na,COj3 uravnali pH vrednost med 5,5-6,0. Nato smo dodali majhno
koli¢ino n-BA. Po 20 minutnem prepihovanju reakcijske mesanice z duSikom smo priceli S
segrevanjem plasca reaktorja na 75 °C. Ko je bila zelena temperatura dosezena, smo 30 min
mesali, nato pa priceli s kontinuirnim dodajanjem preostalega n-BA s peristalti¢no ¢rpalko pri
dolo¢enem pretoku. Ko je bil ves n-BA dodan v reaktor, smo reakcijsko mesanico $e 40 min
mesali, nato pa ohladili na 20 °C v 30 min.

Konverzijo v reaktorju smo spremljali z in-situ tehniko z uporabo Mettler Toledo ReactIR
sonde. Temperaturo steklastega prehoda smo dolocili z diferenéno dinami¢no kalorimetrijo,
velikost delcev pa smo izmerili s tehniko staticnega laserskega sipanja.
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S spreminjanjem pretoka smo zeleli potrditi, da polSarzen proces res vodimo pri pogojih
pomanjkanja monomera. S pomocjo grafa konverzija v odvisnosti od ¢asa smo pokazali, da se
s spreminjanjema pretoka dovajanja monomera spreminja naklon krivulje celokupne
konverzije, kar pomeni, da smo s tem vplivali na hitrost polimerizacije. Ker pa na hitrost
polimerizacije vpliva tudi koncentracija polimernih delcev v emulziji in Stevilo radikalov na
delec, smo dolocili $e velikost delcev v emulziji. Izkazalo se je, da kljub spreminjanju pretoka
dovajanja monomera velikost delcev ostaja enaka, s ¢imer smo potrdili, da koncentracija
monomera v polimernih delcih kontrolira hitrost polimerizacije. Ko smo povecevali vsebnost
BGMAH v polimeru, se je hitrost polimerizacije poveCevala. Ker pa je porazdelitev velikosti
delcev tekom polimerizacije ostala monomodalna, smo ugotovili, da koli¢ina BGMAH
povecuje koncentracijo prostih radikalov na polimerni delec. Z DSC analizo smo opazili dve
temperaturi steklastega prehoda. Nizji Ty (okrog -47 °C) lahko pripiSemo homopolimeru iz n-
BA, medtem ko visji Tq (okrog 84 °C) izhaja iz delov homopolimera iz BGMAH.

m

Slika 1: Kemijska struktura kopolimera n-BA/BGMAH.

S procesom polsarzne emulzijske polimerizacije smo pripravili stabilne emulzije, ki so
imele monomodalno porazdelitev velikosti delcev tekom celotne polimerizacije. Pogoji
pomanjkanja monomera so bili potrjeni s preu¢evanjem kinetike. Koli¢ina dodanega BGMAH
vpliva na koncentracijo prostih radikalov.
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Povzetek

Epitelijska celicna adhezijska molekula (EpCAM) je transmembranski glikoprotein tipa I,
ki se nahaja na celi¢éni membrani Stevilnih epitelijskih celic. Poleg tvorbe homofilnih celi¢nih
stikov sodeluje tudi pri celicni signalizaciji preko katere pospesi celi¢no proliferacijo.
IzraZzanje EpCAM je povecano pri Stevilnih karcinomih, kjer dokazano vpliva na izrazanje
onkogenov (povzeto po 1).

Obstoj oligomernih oblik proteina EpCAM je Ze dokazan.>® Na podlagi nedavno redene
kristalne strukture (Slika 1) lahko ugotovimo, da dimerizacija pote¢e med proteinoma na isti
celici, celiéni stik pa naj bi nastal z interakcijo dveh dimerov na sosednjih celicah.” Poleg
vpliva na sposobnost agregacije celic bi naj nastanek stika vodil tudi v proteoliti¢éno odcepitev
znotrajceliCnega dela, kar vodi v aktivacijo signalizacijske kaskade, preko katere EpCAM
pospesi celi¢no proliferacijo.” Poznavanje natanénega mehanizma oligomerizacije bi
omogocilo boljSe razumevanje vloge proteina v razvoju epitelijskih tkiv, kot tudi snovanje
novih strategij v boju proti raku, pri katerih je mogoce opaziti pove€ano izrazanje EpCAM-a.

Z metodo mikrotermoforeze (MST) smo okarakterizirali sposobnost oligomerizacije ve¢
razlicnih konstruktov proteina EpCAM in njegovega zunajceli¢nega dela. Analizirali smo
glikozilirano in neglikozilirano obliko zunajcelicnega dela (gEpEX oz. ngEpEX),
neglikozilirano obliko brez N-kon¢ne domene (w/o-Nter) in neglikozilirano obliko celotnega
proteina (ngEpFL).

| Celicna membrana ‘

Slika 1: Struktura dimerne oblike proteina EpCAM s prikazom sladkornih enot N-kon¢na domena
je prikazana z zeleno, tiroglobulinska z vijoli¢noin C-kon¢na z modro bravo. a) Stranski prikaz. b)
Prikaz povrsine, preko katere potece tetramerizacija.
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Graf 1: Analiza tetramerizacije razli¢nih konstruktov EpCAM. Krivulje predstavljajo prileganje
matemati¢nega modela disociacije dvomolekularnega kompleksa, na osnovi katerega lahko
izraCunamo pripadajoce konstante disociacije.

Iz primerjave meritev v koncentracijskem obmocju, v katerem poteka tetramerizacija
(Graf 1) lahko potegnemo ve¢ zaklju¢kov. N-kon¢na domena za tetramerizacijo ni nujno
potrebna, vendar pa prispeva k stabilnosti tetramerov. Neglikozilirana oblika proteina
tetramerizira pri nizjih koncentracijah od glikozilirane, kar odpira vpraSanja o vplivu
glikozilacije na stabilnost celi¢nih stikov proteina EpCAM in vivo, saj je znano, da je protein
v rakastih celicah bolj glikoziliran kot v zdravem tkivu.® Izmed obravnavanih oblik so bili
najbolj stabilni tetrameri celotnega proteina. Nacin, preko katerega transmembranski deli
vplivajo na stabilnost tetramerov je Se vedno predmet naSih raziskav. Z nadaljnjimi
raziskavami Zelimo preveriti Se vpliv nekaterih klju€nih aminokislinskih ostankov na povrsini
proteina na nastanek tetramerov.
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Povzetek

Pogosta prisotnost fitinske kisline oziroma fitatov (Phy) ter njihovih koordinacijskih
spojin z Zelezom(IIl) v citosolu in jedru evkariontskih celic odraza signifikanten bioloski
pomen, ki pa je ve¢inoma Se nepojasnjen. Glavni cilj predstavljenega raziskovalnega dela je
bila karakterizacija topnih kompleksov zelezovih(IIl) fitatov z voltametri¢nimi metodami,
predvsem v obmod¢ju nevtralnega in alkalnega pH. V odvisnosti od pH, molskega razmerja
med ligandom in kovino, ter ¢asa in potenciala nalaganja lahko z uporabo visece Zivosrebrove
elektrode (HMDE, ang. hanging mercury drop electrode), ki je bila za Studij Zelezovih fitatov
uporabljena prvi¢ doslej, opazimo tri katodne in dva anodna tokovno-napetostna vrhova na
multicikliénih voltamogramih. Pokazali smo, da je stehiometrijsko razmerje med ligandom in
kovino v primeru topnega kompleksa enako 6:1, ter da se produkt, ki nastane tekom redukcije
zelezovega(Ill) fitata, nalaga na povrSini Zivega srebra, kar se posledicno odraza v nastanku
razli¢nih anodnih adsorpcijskih vrhov.
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Slika 1: (A) Cikli¢ni voltamogrami za 4,0 mM Fe¥* pri molskem razmerju Nepy:Nee = 6:1, posneti na

HMDE (hitrost snemanja: 50 mV/s) pri razli¢nih vrednostih pH, uravnane z ustreznim dodatkom
0,1 M HNO;s in/ali 0,1 M NaOH. (B) Odvisnost potenciala katodnega vrha C, od pH raztopine.
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Povzetek

Tonske tekocine (“lonic Liquids” - ILs) so soli, ki imajo talis¢e pod 100 °C in so obi¢ajno
zgrajene iz (vecjega) organskega asimetri¢nega kationa in organskega ali pa anorganskega
aniona. Fizikalno-kemijske lastnosti ILs so mo¢no odvisne od narave kationov in anionov. V
primerjavi s konvencionalnimi organskimi topili imajo skoraj zanemarljiv parni tlak, niso
hlapne in vnetljive, so elektrokemic¢no in termi¢no zelo stabilne, in so odli¢na topila za
Stevilne anorganske in organske spojine. Zaradi teh lastnosti se ILs ze veliko uporabljajo v
kemiji, biotehnologiji, kemijskem in elektrokemijskem inzenirstvu. Ker so ILs tekoce v
Sirokem temperaturnem obmocju in imajo visoko elektri¢no prevodnost in nizko dielektricno
konstanto, bi se lahko uporabljali tudi kot elektroliti v baterijah in gorivnih celicah.
Zamenjava elektrolitov v raztopinah obi¢ajnih organskih topil z ILs namre¢ lahko zelo poveca
njihovo varnost.

Slabost ILs je njihova visoka viskoznost, saj lahko negativno vpliva na transportne
lastnosti. Z dodajanjem organskih ko-topil, kot so laktoni ali pa ciklicni karbonati, pa
viskoznost sistema lahko zelo znizamo.

Znano je, da imajo ILs na osnovi dicianamida kot aniona, niZjo viskoznost in vecjo
prevodnost v primerjavi z drugimi ionskimi tekoCinami. Zaradi velike sposobnosti
koordinacije dicianamidnega aniona, so tudi kovinske soli v teh ILs bolj topne.*

V okviru predstavljenega raziskovalnega dela smo merili elektricno prevodnost,
viskoznost in gostoto binarnih mesanic 1-butil-1-metilpirolidinijevega dicianamida
([BMPyrr][DCA]) in y-butirolaktona v temperaturnem obmodju od 0 °C do 50 °C.
Volumetrijske in transportne lastnosti razlicnih binarnih zmes sta predstavljena odvisno od
temperature in sestave zmesi. Rezultate smo primerjali z literaturnimi podatki za raztopine 1-
butil-1-metil-pirolidinijevega  bis(trifluorometilsulfonil)imida ([BMPyrr][NTf;]) in y-
butirolaktona.?

Slika 1 prikazuje primerjavo elektri¢ne prevodnosti obeh sistemov pri 25 °C. Razvidno je,
da ima [BMPyrr][DCA] vi§jo prevodnost kot [BMPyrr][NTf;], a oba sistema dosezeta
maksimum pri X~ 0.2. Pozicija tega maksimuma je pomemben podatek za optimizacijo
elektrolitov za uporabo v baterijah in gorivnih celicah. V nadaljevanju raziskav bomo
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binarnim meSanicam z najvecjo elektriéno prevodnostjo dodajali ustrezne litijeve soli in

opazovali njihov vpliv na elektri¢no prevodnost in viskoznost sistema.

dicianamid

Slika 1: Odvisnost elektricne prevodnosti sistemov [BMPyrr][NTf,] + y-butirolakton (%) in

[BMPyrr][DCA] + y-butirolakton (®) od molskega deleza IL pri 25 °C.
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Povzetek

V zadnjih letih se vse ve¢ pozornosti namenja kovinam, ki s svojo naras¢ajo¢o vsebnostjo
povetujejo onesnazenost povriinskih voda." Kovine prihajajo v okolje v razli¢nih oblikah,
najpogosteje v iosnki obliki, pa tudi v obliki nanodelcev. Na strupenost kovin moc¢no vplivajo
okoljski dejavniki? zato je bil namen naSega dela ugotoviti, kateri dejavniki so povezani z
zmanjSanjem ali poveCanjem vpliva kovin na vodne organizme. Ugotavljali smo vpliv
huminske kisline (naravno prisotne organske snovi) na strupenost Sestvalentnega kroma
(Cr(V1)). Kot testni organizem smo uporabili malo vodno le¢o Lemna minor, spremljali smo
hitrost rasti rastline in vsebnost klorofila a in b. V drugem delu raziskave smo se osredotocili
na vpliv UV svetlobe na strupenost nanodelcev TiO,. Test smo izvedni z raki Gammarus
fossarum, opazovali smo smrtnost.

Na koncu poskusa (168 h) smo pri primerjavi rezultatov opazili, da ima huminska kislina
pomemben vpliv na strupenost kroma. V eksperimentih, kjer je bil prisoten samo krom (0,15
mg-L™), se je hitrost rasti rastline upocasnila za 18%. Se vegji vpliv je imel krom na vsebnost
klorofila a in b, saj se je njegova vsebnost zmanjsala kar za 51%, medtem ko se je
koncentracija klorofila b znizala za 38% (Tabela 1). Ob prisotnosti huminske kisline krom ni
vplival na rast rastline niti na vsebnost klorofilov. Ko smo dolo¢ili obliko kroma v mediju
smo ugotovili, da se je v prisotnosti huminske kisline ves krom Cr(VI) reduciral v Cr(lll).
Cr(I1I) je teZko biodostopen, ker se v vodi obori ali se veze na huminsko.® To je tudi verjetno
razlog za antagonisti¢en vpliv huminske kisline na strupenost kroma.

Tabela 2: Hitrost rasti rastline (p), vsebnost klorofilov a (Chl a) in b (Chl b) v kontoli, v prisotnosti
kroma (Cr) ter v prisotnost kroma in huminske kisline (Cr+HK).

kontrola Cr Cr+ HK
u (dan'l) 0.217+0.014 0.178 £0.006 0.206 + 0.020
(m(g:hgl'? ) 0.249 £+ 0.000 0.121 £0.017 0.254 +£0.017
FW
Chlb
(mg.g-lFW) 0.081 £0.004 0.109 £0.021 0.103£0.016

V drugem delu eksperimenta smo izpostavili rake Gammarus fossarum za 96 h vplivu
nanodelcev TiO, brez in s prisotnostjo UV svetlobe naravne intenzitete. 2 mg-L™ TiO, ni
povzrocal nobenega vpliva na rake. Pri kombinaciji iste koncentracije TiO, in UV svetlobe
(samo 6 h/dan) smo opazili visoko smrtnost rakov (47%). TakSen sinergisti¢en vpliv je
posledica nastajanje radikalov pri osvetlitvi TiO, z UV zarki. Nastali radikali so zelo moc¢ni
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oksidanti, ki poSkodujejo celice in lahko povzrocijo tudi smrt vodnih organizmov.4 Rezultati
Studije so pokazali pomen okoljskih dejavnikov in v primeru kovin bi ti faktorji morali biti
vkljuceni v oceno tveganja.
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Povzetek

S pomocjo meritev ozkokotnega rentgenskega sipanja (SAXS), dinami¢nega in staticnega
sipanja laserske svetlobe (DLS in SLS) ter dinamic¢nih reoloskih meritev smo raziskali
strukturne in dinamic¢ne lastnosti vodnih raztopin komponent zunajcelicnega polimernega
matriksa (EPS-matriksa) po Gramu pozitivne bakterije Bacillus subtilis subs. subtilis sev
NCIB 3610. Ta bakterija na gojiscu s saharozo tvori biofilm, v katerem je najbolj izdatna
komponenta polisaharid levan. Izziv tega raziskovalnega dela je bil mikrobiolosko-fizikalno-
kemijski, saj je bilo potrebno najprej vzgojiti zadostno koli¢ino raziskovanega biofilma, nato
iz njega izolirati EPS-matriks in ocistiti zadostno koli¢ino posameznih komponent (levan,
nukleinske kisline). Potek rasti biofilma in izolacije levana je prikazan na Sliki 1. Rezultate
meritev SAXS smo ovrednotili po klasi¢nem fizikalno-kemijskem Ornstein-Zernike pristopu
za polimerne raztopine, kjer smo uporabili $¢ dodatni Debye-Bueche &len,* preizkusili pa smo
tudi t.i. »model biserne veriZice« (angl. »string-of-beads model«).’

s -"!g:— =
mleti EPS

kultura B. subtilis

rastni medij surovi biofilm izoliran levan zmleti levan

Slika 1: Potek rasti biofilma in izolacije levana.

Najprej smo podrobneje raziskali strukturne in dinamicne lastnosti vodnih raztopin
vecinske komponente EPS-matriksa, polisaharida levana. Rezultate, dobljene za levan B.
subtilis (BS) smo primerjali z rezultati, dobljenimi za komercialno dostopna levana po Gramu
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negativnih bakterij Zymomonas mobilis (ZM) in Erwinia herbicola (EH). Na osnovi
rezultatov reoloskih meritev smo ugotovili, da se vodne raztopine levana pri nizkih
koncentracijah obnaSajo newtonsko, hkrati pa na makroskopskem nivoju nekoliko
presenetljivo kazejo tudi znaten elasticen znacaj. ElastiCen znacaj teh vzorcev levana smo
potrdili tudi z rezultati DLS, ki so pokazali, da se v teh sistemih tudi na mikro nivoju odvija
dolocen relaksacijski proces, ki ni difuzijske narave. Izmerjeni relaksacijski ¢asi dinami¢nega
odziva vzorcev so se sicer spreminjali v skladu z viskoznostjo teh vzorcev. Vse to nakazuje na
mocne intramolekularne interakcije med molekulami levana ze pri vzorcih z nizkimi
koncentracijami levana. Te interakcije se odrazajo tudi v prisotnosti velikih delcev levana, ki
smo jih v teh vzorcih opazili s pomocjo svetlobnega mikroskopa. S tehniko SLS in s
svetlobno mikroskopijo smo pokazali, da velikost delcev levana v vzorcih narasca v smeri BS
< ZM < EH. Raziskali smo tudi stopnjo razvejanja in hidratacijo vzorcev levana vseh treh
bakterij, vendar pa znatnih sprememb nismo opazili. Nekoliko visjo hidratacijo je pokazal
levan iz bakterije BS, ki je bil tudi najbolj topen. ReoloSke in druge rezultate smo dopolnili Se
s strukturnimi rezultati na nano-nivoju, ki smo jih pridobili s pomocjo tehnike SAXS.

V drugem delu raziskave smo levanu BS, ki je bil raztopljen v elektrolitskem mediju
gojis¢a SYM, dodajali manjsinske komponente EPS-matriksa (DNK in modelni protein).
Zmesi polimerov smo pripravili v takSnem razmerju, kot jih najdemo v biofilmu bakterije BS.
Rezultati reoloskih meritev so pokazali, da prisotnost DNK v raztopinah levana mocno povisa
viskoznost in elasticno naravo vzorcev, prisotnost proteina v raztopinah levana pa jim moc¢no
povisa viskoznost in rigidnost. V obeh primerih se mo¢no spremeni oblika reoloske krivulje
viskoznosti (viskoznost v odvisnosti od strizne hitrosti). To nakazuje, da je prisotnost
manjSinskih komponent biofilma (nukleinskih kislin, proteinov, preprostih soli) kljucna za
njegov nastanek. Zdi se, da DNK in proteini predstavljajo ogrodje, v katerega se »ujame«
levan, ki se v teh vzorcih obnasa kot neke vrste polnilo in prispeva predvsem k zvisanju
viskoznosti vzorca. Tudi te ugotovitve so bile pomembno dopolnjene s podatki SAXS, ki so
razkrili razlike v strukturi raziskovanih polimernih mesanic na molekularnem nivoju.
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Povzetek

Zaradi vseprisotnosti mikrovalov (mobilna telefonija, brezzi¢ni internet), je zanimivo
vpraSanje, kako mikrovalovi vplivajo na lastnosti raztopin in procese v njih. Znano je, da je
hidrofobna interakcija gonilna sila mnogih biokemijskih procesov, kot so zvitje proteinov in
tvorba bioloskih membran. Mi smo s pomocjo raCunalniske simulacije raziskali vpliv
mikrovalov na hidrofobno interakcijo. Spremenljivo elektriéno polje mikrovalov vzbudi
rotacijsko gibanje v molekulah vode. Poenostavljeno lahko vpliv mikrovalov opiSemo s
stacionarnim stanjem, kjer je temperatura rotacije, Tgr, vi§ja od temperature translacije, Tr.
TakSen sistem lahko obravnavamo z metodo neravnotezne dinamike molekul, v kateri lo¢imo
termostata za rotacijsko in translacijsko prostostno stopnjo™?. Ugotovili smo, da se v
rotacijsko vzbujeni vodi zmanj$ajo fluktuacije v Stevilski gostoti, zaradi Cesar se poveca
pritisk vode na hidrofobni topljenec. Voda se ob hidrofobnem topljencu uredi, zaradi ¢esar
postane hidrofobni delec »bolje hidratiran« (prvi vrh v gso(r) se poveca). Kljub temu, da se
gostota vode ob posameznem hidrofobnem delcu poveca, pa simulacije presenetljivo kazejo
na vecjo asociacijo hidrofobov pri vi§ji Tr. Pokazali smo, da je ta mocnejSa hidrofobna
interakcija posledica destabilizacije vode v prvi hidratacijski lupini topljencev. Efekt mo¢no
vpliva na konformacijo hidrofobnega polimera v vodi. Pri zviSani Tr so izrazito ugodnejse
zvite konformacije (Slika 1).

Slika 1: Pri sobni temperaturi hidrofobna veriga zaseda tako zvite kot razvite konformacije (levo). Ko
dvignemo temperaturo rotacije, se hidrofobna veriga zvije (desno).
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Povzetek

Pod pojmom kavitacija razumemo cikli¢no rast, kréenje in kon¢ni kolaps mehurckov plina
oz. vodne pare v tekoci fazi vode. Nastane, ko se tlak (pg) v kapljevini izenaci ali zniza pod
parni tlak (p,) le-te pri dani temperaturi in gostoti (p). Pri kolapsu mehurckov v kapljevini se
za kratek c¢as (tipi¢no 1-50 ms, s frekvenco 1-10 kHz) lahko sprozajo ekstremne temperature
(znotraj mehurcka do 5000 °C, na stiku mehur¢ek-voda do 2000 °C) in tlaki (500-1000 bar).
Kavitaciji, ki nastaja s tlacnimi razlikami v toku kapljevine zaradi vpliva geometrije in
povecane hitrosti toka (V), pravimo hidrodinami¢na kavitacija. Energija, spro$¢ena pri
kavitaciji, poleg mehanskih vplivov na kapljevino in sprememb na materialih v stiku, lahko
vodi do nastanka hidroksilnih (*OH) in hidroperoksilnih (*OOH) radikalov ter vodikovega
peroksida (H20,).! Efekti kavitacije za zaradi nastetega uporabljajo tudi kot samostojen ali
komplementaren postopek napredne oksidacije.

Tabela 3: Osnovni parametri hidrodinamiéne kavitacije.

Opis parametra Pomen parametra
Kavitacijsko __Ps=Ph Brezdimenzijski parameter, povezan s Stevilom in intenziteto
stevilo, C, Y 05-p, -V kavitacijskih pojavov. Teoreti¢no — kavitacija pri C, < 1.
Kompresijski Pospesek toka pred Pri hitrih zoZitvah prihaja do silovitejsega kolapsa mehurckov in
Cas nastankom kavitacije. posledi¢no vegje difuzije radikalov, a ve¢jih energijskih izgub.
Cas Cas, v katerem tlak Krajsi t, povz'rvoéa kasnevj $i i‘n V'i§ji [')ra%{g za poj a\'/’ kavitacije,
. L vendar manjSe mehurcke in silovitejse pulzacije tlakov.
povrnitve kapljevine ponovno 9 e e . e
taka. t resere parni tlak Daljsi t, povzroca krajsi in nizji prag za pojav kavitacije, vendar
v/ .
P P P vecje mehurcke, ki lahko tvorijo oblak (dusenje).
Tlak Tlak dolvodno od mesta Pri vi§jih pq je kolaps mehurckov bolj silovit, vendar pri
povrnitve, py nastanka kavitacije. previsokih vrednosti zmanjsuje rast mehurckov.
Zac. premer Preveliki mehurcki tvorijo oblak (duSenje), premajhni mehurcki

Tipicno 10-200 pm.

mehurcka pa se sesedejo prezgodaj, da bi prislo do razvitega efekta.
Stevilo Mera za Stevilo Nizje stevilo prehodov poudarja mehanske u€inke kavitacije, visje
prehodov kavitacijskih pojavov. Stevilo prehodov poudarja kemi¢ne u¢inke kavitacije.

Pri raziskovalnem delu smo primerjali O3/H,0,, Os/UV in UV/H,0, napredno oksidacijo,
pri dozah 2-14 mgOs/L, 1-7 mgH,O,/L ter 300-1800 mJ/cm?, samostojno ter s sklopitvijo s
hidrodinami¢no kavitacijo. Uporabljeno je bilo relativno nizko $tevilo prehodov (3-9) skozi
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generator Kkavitacije (C, = 0,1-0,2). Preucevali smo odstranjevanje mikroonesnazil
(metaldehid, diatrizojeva kislina, ioheksol) ter oksidacijo skupnega organskega ogljika (TOC)
na sinteticnih vzorcih pitne in bazenske vode. Rezultati so pokazali visje koncentracije
neporabljenega ozona na enoto odstranjenega TOC pri O3/H,O, eksperimentih, sklopljenih s
kavitacijo (Diagram 1), kar nakazuje na izboljsan uginek ozona pri isti dozi*® oz. povisan
ucinek oksidacije TOC pri UV/H,0, eksperimentih, ki je sorazmeren z visjo absorpcijo UV
svetlobe. O3/UV napredna oksidacija je bila u¢inkovitej$a brez uporabe kavitacije. Pove€anih
koli¢in relevantnih nezazelenih stranskih produktov oksidacije, navedenih v *°, ni bilo
zaznati. Pove€ana koli¢ina dovedene energije (10-23%) za premostitev tlacnih izgub pri
uporabi kavitacije predstavlja izziv za nadaljnje raziskovalno delo in optimizacijo procesa.
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Diagram 1: Primerjava Os/H,0; napredne oksidacije sinteti¢ne bazenske vode in sklopitve s
hidrodinami¢no kavitacijo — koncentracija neporabljenega ozona [mgOs/L] na enoto odstranjenega
TOC [mg/L].
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Povzetek

Sinteza polifunkcionalnih kinolinov predstavlja velik interes, saj je kinolinski skelet
navzod v mnogih naravnih spojinah in le-te kaZejo Sirok spekter biolokih aktivnosti.!
Natanéneje, 8-arilkinolini kazejo u&inkovito antimalarijsko,” antibakterijsko® in antitumorsko®
aktivnost. Kot primer, u¢inkovina nitroksolin (5-nitro-8-hidroksikinolin) se je izkazal kot
potencialni inhibitor encima katepsina B.> Pripravo tak$nih 8-arilkinolinskih sistemov pa
lahko enostavno dosezemo s Suzuki-Miyaura »cross-coupling« reakcijo. Gre za eno
najpomembne;j$ih metod neposrednega tvorjenja sp’—sp? ogljik—ogljik vezi.® Reakcija potece
med ustreznim arilhalogenidom in izbrano borovo kislino v prisotnosti katalitske koli¢ine
primernega paladijevega kompleksa.

Ar
N
N Br
= NS
Pd0
=
Reduktivna Oksidativna
eliminacija adicija
& %
PdI”—Ar Pc‘I”—Br
L L
N
N\ N\ /

Transmetalacija

Br—B(OH), Ar—B(OH),
Shema 1: Kataliski cikel Suzuki »cross-coupling« reakcije.

Z omenjeno Suzuki-Miyaura reakcijo smo uspesno substituirali mesto 8 na kinolinskem in
S-nitrokinolinskem skeletu. Popolno pretvorbo izbranih izhodnih spojin do Zeljenih produktov
smo dosegli v prisotnosti Pd(OAc), kot predkatalizatorja, PPh; kot fosfinskega liganda in
K2CO3 kot baze. Za reakcijski medij pa smo izbrali zmes dioksana in vode.
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N N
N Pd(OAc); (5 mol%) ~
+ Ar—B(OH), >
15 ek PPh3 (10 mol%), =
(1.5 ekv.) K,COj (2 ekv.)
NO, dioksan/H50, 4 : 1 NO,
120 °C, 24h
R = H, NO,

Shema 2: Sinteza 8-arilkinolinov v prisotnosti paladijevega kompleksa.

Tabela 4: Uporabljene borove kisline.

Ar—B(OH),
B(OH
Me B(OH), N(:4<j>75(0|-|)2 ()2 QB(OH)z
Me MeOOC
s 0
S O | |
) —B(OH); )—BOH), Y /
B(OH), B(OH):
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Povzetek

Proteini so v biokemiji izrednega pomena. Zaradi njihovih funkcijskih vlog ter mnozinske
zastopanosti predstavljajo osrednjo skupino makromolekul, ki usmerjajo ter nadzorujejo
procese v celici. V celicnem okolju vlada prostorska gneca, saj so molekule proteinov
hidratirane ter obdane z elektroliti (soli) ter ostalimi metaboliti. Razlogov za njihovo
(ne)stabilnost Se vedno ne razumemo, kakor tudi njihovih fizioloSkih posledic. Fazno
ravnotezje tekoce—tekoce, kjer se enofazna vodna raztopina proteina v prisotnosti soli lo¢i na
gosto in redko fazo, je odraz nestabilnosti in je lahko vzrok Stevilnim kroni¢nim boleznim kot
sta npr. Alzheimerjeva bolezen, diabetes 11 ter druge.’ Da bi poglobili razumevanje tovrstnih
sistemov pogosto uporabimo teoreti¢ne pristope. Enostavne teorije kot je Deryaguin-Landau-
Verwey-Overbeekova (DLVO) so lahko zelo koristne, vendar je pri proteinih potrebno
opustiti predpostavko da sile delujejo le med srediiei molekul.? V ta namen predlagamo
model, Kjer je interakcija med proteini usmerjena ter kratkega dosega. Molekulo proteina
ponazorimo s togo kroglico, ki ima na povr$ini privlana vezavna mesta, slika 1. Model
ovrednotimo z Wertheimovo termodinami¢no perturbacijsko teorijo (WTPT), primerno za
molekule, Ki asocirajo.3 Vodo ter dodane soli obravnavamo kot dielektriéni kontinuum.
Helmholtzovo prosto energijo za ta eno-komponentni model tako zapiSemo kot vsoto
idealnega prispevka, prispevka togih kroglic in prispevka zaradi asociacije.

Slika 1: Proteini interagirajo kot toge kroglice preko vezavnih mest, ki se nahajajo na povrsini. Zaradi
nazornosti je prikazan le en AB par.

Termodinamicne lastnosti dolocajo trije parametri: (i) Stevilo vezavnih mest in (i1) doseg ter
(i11) globina potenciala med vezavnimi mesti, ki jo opiSemo s t. 1. Skatlastim potencialom.
Termodinami¢ne funkcije, v odvisnosti od izbire parametrov, predvidevajo nestabilno
obmocje tekoce—tekoce. Z ustrezno parametrizacijo opisemo eksperimentalno izmerjen fazni
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diagram lizocima ter yp/lfa-kristalina, ki v odvisnosti od pogojev (temperatura T ter masna
koncentracija proteina y) izkazujeta nestabilno obmocje tekoce—tekoce, slika 2. Temperatura,
ki nakazuje soobstoj dveh faz na ravnotezni krivulji, se imenuje temperatura zmotnitve.

=N

0 100 200 300 400 500 600 700

y[mg/mL]
Slika 2: Eksperimentalno izmerjena fazna diagrama lizocima [tocke (A), (4)], yZlla—Kristalina [tocke
(@), (1)] ter pripadajoci teoreti¢ni ravnotezni krivulji. Dvofazno obmocje tekoce—tekoce je oznaceno s
sivim odtenkom.

V nadaljevanju ovrednotimo vpliv soli alkalijskih halogenidov na temperaturo zmotnitve. V
okviru nasega modela definiramo koncentracijsko odvisno globino potenciala med vezavnimi
mesti, ki je odvisna od vrste dodane soli. S primerno parametrizacijo globine potenciala lahko
opisemo eksperimentalne meritve temperature zmotnitve za primer lizocima.* Od tu naprej
lahko izratunamo $e druge termodinamiéne koli¢ine: celoten potek faznega diagrama tekoce -
tekoCe v odvisnosti od vrste ter mnoZine dodane soli, osmozno stisljivost ter drugi virialni
koeficient, ki je indikator za nadaljnji proces — kristalizacijo. Na§ model ima tako napovedno
mo¢, kjer potrebujemo eksperimentalne podatke temperature zmotnitve kot vhodno
informacijo, od koder lahko izraCunamo ostale koli¢ine.
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Povzetek

Protein o-aktinin 1 je nemiSi¢na izooblika a-aktinina. Njegovo delovanje je odvisno od
prisotnosti kalcijevih (Ca*") ionov. Spada v spektrinsko nadruZino proteinov ter povezuje
aktinske filament v mreze in sveznje. Protein a-aktinin 1 je zgrajen iz aktin vezavne domene
(AVD), ki je preko fleksibilnega peptidnega vratu povezana s Stirimi spektrinskimi
ponovitvami in se na C-koncu konc¢a s kalmodulinu podobno (CaM) domeno. Aktiven je le
kot antiparalelni dimer s funkcionalnima AVD in CaM domeno na vsakem koncu. CaM
domena a-aktinina 1 naj bi bila zgrajena iz $tirih EF-motivov, za katere je znaéilen strukturni
element vijatnica-zanka-vija¢nica, in lahko veZe do §tiri Ca** ione. Vezava Ca** ionov naj bi
povzrocila vecje strukturne spremembe v CaM domeni in omogocila prehod iz zaprte v odprto
konformacijo. Strukturne spremembe znotraj CaM domene, ki so odvisne od
odsotnosti/prisotnosti Ca** ionov, a-aktininu 1 poleg povezovanja aktinskih filamentov,
omogocajo tudi interakcije z razli¢nimi tarénimi molekulami.

Posneli smo set standardnih trojnoresonancnih NMR eksperimentov na BC in ®N
oznatenem vzorcu CaM domene a-aktinina 1 z 1 mM koncentracijo v odsotnosti in
prisotnosti Ca®* ionov. NMR eksperimenti so bili posneti na 800 MHz NMR spektrometru. S
pomocjo resonan¢ne asignacije in dolocitvijo NOE korelacij smo dobili omejitve s katerimi
smo nato izracunali strukturi za apo in holo obliko CaM domene. Pri tem smo uporabili
programe CARA, Sparky, TALOS+ in CYANA.

CaM domena o-aktinina 1 je zgrajena iz dveh reznjev, EF12 in EF34, povezanih z zanko;
prvi se nahaja na N-koncu in drugi na C-koncu. N-konéni rezenj EF12 je sestavljen iz para
EF-motivov 1 in 2. Med EF-zankama, ki se nahajata znotraj prvega in drugega EF-motiva, se
tvori kratka antiparalelna B-ploskev. C-kon¢ni rezenj EF34 je zgrajen iz Stirih vijacnic, ki ne
tvorijo EF-motivov, poleg tega so tri izmed njih krajse kot vijacnice v reznju EF12. V apo
obliki nismo opazili samo ene orientacije domen v prostoru.

|z titracije s Ca®" ioni predvidevamo, da ima CaM domena eno vezavno mesto, ki se

nahaja v prvem EF-motivu reznja EF12. Po titraciji CaM domene je priSlo do stabilizacije
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strukture (Slika 1). Predvidevamo, da je vezava Ca®* ionov v CaM domeno povzrodila
stabilizacijo z omejitvijo proste rotacije reznjev okrog fleksibilne zanke, ki ju povezuje. Po
primerjavi apo in holo struktur CaM domene, za posamezna reznja nismo ugotovili vecjih
strukturnih razlik, ki bi bile pogojene z vezavno Ca®* ionov. V reznju EF12 se v prisotnosti
Ca®" ionov vijatnice narahlo odprejo, vendar ne tako izrazito kot pri znanih proteinih z EF-
motivi, npr. kalmodulinu.? Signifikantne spremembe med obema oblikama smo opazili v
reznju EF12 znotraj EF-zank v obeh EF-motivih in v zanki, ki se nahaja med njima.

zanka med reznjem

rumeno barvo so oznacene vijaénice, z magento B-ploskev in z zeleno kroglico Ca®* ion.
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Povzetek

V ternarnem sistemu CaO-La;O3-TiO, smo dolocili fazno ravnotezje pri temperaturi
1400 °C, kot prikazuje fazni diagram na sliki 1.

CaO

LT, LTy LT, LT, LT

Mol %

Slika 1: Fazna razmerja v ravnoteZju v ternarnem sistemu CaO-La,0s—TiO, na zraku pri temperaturi
1400 °C (L,To: LasTigOxs, 'LT5" LagsTiOsstap), LT2: LaxTi,07, LoTs: LagTizOqp, LT: La,TiOs, 149:
CalagTigOsy, 125: Cala,Tis0,7, 226: Ca,lasTigOy, 124: CalasTisO1s, 225: Ca,LasTisOqg in 323:
Cazla,Tiz0ys).

Vzorci za dolocitev faznega ravnotezja v sistemu CaO—La,O3-TiO; so bili pripravljeni z
reakcijo v trdnem, medtem ko so bili vzorci za strukturno dolo¢itev pripravljeni z mokro
precipitacijsko metodo zaradi boljSe homogenosti zacetne zmesi. Za strukturno dolocCitev
ternarnih keramik v sistemu CaO—-La,O3-TiO; smo uporabili rentgensko praskovno difrakijo
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(XRD), medtem ko smo za dolocitev faznih razmerij v ternarnem diagramu uporabili Se
vrsticno elektronsko mikroskopijo (SEM) in energijsko disperzijsko spektroskopijo (EDS).

Oksidi tvorijo v ravnotezju poleg 323 Se Sest ternarnih spojin, ki so ze strukturno
okarakterizirane: 149 in 226%, 125% 124° 225" in 'LT3", poleg tega tvorijo §e ve¢ trdnih
raztopin, ki so stabilne v §irSem koncentracijskem obmocju, in eno vecje enofazno podrocje,
ki temelji na trdni raztopini na osnovi CaTiOj3 (slika 1).

V okviru teh raziskav smo dolocili strukturo vec¢ novih faz, in sicer perovskitnim trdnim
raztopinam na veznici CaTiOz—Calay;TiO3z, ki se razteza v celotnem koncentracijskem
obmocju (1 — 6), in ne-perovskitnim trdnim raztopinam na veznici La,TiOs—Calas;3TiOs, Ki
sega od La,TiOs do sestave La,TiOs:CalaysTiO3 = 20,0:80,0 (7 — 8). Pripravili smo tudi
vzorce na veznici LasTi3O1,—CalasTisO15 (9 — 12), kjer smo potrdili trdno topnost med
LasTi3017 in sestavo LayTi3012:CalasTisO15 = 7:10. Strukture trdnih raztopin na tej veznici Se
niso dolocene, saj vse kaze na to, da spadajo med inkomenzurabilne modulirane faze podobno
kot LasTisO1’. Molska razmerja med oksidi ter oznake pripravljenih in strukturno
okarakteriziranih trdnih raztopin prikazuje Tabela 5.

Tabela 5: Sestave (mol %) strukturno okarakteriziranih trdnih raztopin v sistemu CaO—La,03-TiO,.

vzorec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CaO 50,0 474 462 429 400 375 48 9,4 1,0 3,0 70 10,0
La,03 0 5,2 76 142 200 250 46,8 43,7 393 375 343 320
TiO, 50,0 474 46,2 429 400 375 484 46,9 59,7 595 58,7 58,0

Zahvala

Zahvaljujemo se ARRS za finan¢no podporo, projekti MR-33158, P1-0175 in P2-0091.

Reference

1. Stare, K.; Cerny, R.; Skapin, S. D.; Suvorov, D.; Meden, A. Crystal Structures of CaLagTisO3;
and Ca,La,TigO, Determined from Powder Diffraction Data. Acta Chim. Slov. 2011, 58, 465—
470.

2. Demsar, K.; Skapin, S. D.; Meden, A.; Suvorov, D. Rietveld Refinement and Dielectric
Properties of CalLa,TisO,; and SrLa,TisO,; Ceramics. Acta Chim. Slov. 2008, 55, 966-972.

3. Tohdo, Y.; Kakimoto, K.; Ohsato, H.; Yamada, H.; Okawa, T. Microwave Dielectric

Properties and Crystal Structure of Homologous Compounds ALa,Ti,O:5 (A=Ba, Sr and Ca)
for Base Station Applications. J. Eur. Ceram. Soc. 2006, 26, 2039-2043.

4, German, M.; Kovba, L. M. Structure of hexagonal A,B,.1Os, phases. Zhurnal Neorganicheskoi
Khimii 1985, 30, 317-322.

5. Vasylechko, L., Vashkook, V., Guth, U. CaTiO3-LaCrO;-CaCrO; and CaTiOs-LaCrOs-
La,;3TiO; Quasi-Ternary Systems. Full Cell Technol. State Perspect. 2005, 8.

6. Elcoro, L.; Perez-Mato, J. M.; Withers, R. Intergrowth Polytypoids as Modulated Structures:
The Example of the Cation Deficient Oxides LaTi; 4Os. Z. Krist. 2000, 215, 727-739.

34



Prostorska struktura deoksiribooligonukleotida, ki vsebuje z
ALS/FTD povezano GGGGCC ponovitev

Jasna Bréi¢!?, Janez Plavec* 2

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Veéna pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

2 Nacionalni center za NMR spektroskopijo visoke lo¢ljivosti, Kemijski institut, Hajdrihova 19, SI-
1000 Ljubljana, Slovenija

Povzetek

Z gvanini bogata zaporedja nukleinskih kislin lahko v prisotnosti kationov tvorijo
nenavadne Stirivijane strukture, imenovane G-kvadrupleksi. Jedro G-kvadrupleksa
sestavljajo nalozeni G-kvarteti, ki nastanejo z medsebojno povezavo Stirih gvaninskih
preostankov preko Hoogsteenovih vodikovih vezi, med kvarteti pa so koordinirani kationi. G-
kvadrupleksi so zelo raznolike strukture, ki se med seboj razlikujejo v Stevilu kvartetnih
ravnin, usmerjenostjo nukleotidnih verig in tipu zank, ki jih povezujejo. Struktura, v katero se
zvije oligonukleotid je odvisna od njegovega zaporedja in pogojev zvijanja, kot so pH
raztopine in narava kationa. V skladu s predpostavljeno pomembno biolosko vlogo G-
kvadrupleksov so ugotovili, da razporeditev z gvanini bogatih zaporedij v genomu ni
nakljucna, temvec so posebej pogosta v dolo€enih regijah, njihov pojav pa so povezali tudi s
Stevilnimi bolezenskimi stanji. Oligonukleotidi, ki vsebujejo ponovitve GGGGCC motiva, so
bioloSko zanimivi, saj je pri bolnikih z ALS/FTD mocno povefano Stevilo tandemskih
ponovitev heksanukleotidnega zaporedja GGGGCC znotraj nekodirajoce regije C9orf72
gena." Ker je ponovitev bogata z gvanini, smo predvidevali, da se bo oligonukleotid z
GGGGCC motivom v prisotnosti kationov zvil v G-kvadrupleks. Pri $tudiju prostorskih
struktur kvadrupleksnih nukleinskih kislin je izjemnega pomena NMR spektroskopija.’

Da bi preverili zmoZnost tvorbe G-kvadrupleksnih struktur, smo sintetizirali ve¢ razli¢nih
DNA oligonukleotidov, ki vsebujejo itirikratno ponovitev GGGGCC motiva. Iz signalov v 'H
NMR spektru oligonukleotida v prisotnosti K* ionov, smo nedvoumno potrdili prisotnost
imino protonov, povezanih s Hoogsteenovimi vodikovimi vezmi. Ker je bilo Stevilo signalov
vecje, kot bi ga priCakovali za eno samo zvrst smo sklepali, da imamo v raztopini prisotnih
ve¢ kvadrupleksnih struktur. Prisotnost vecih struktur v raztopini otezuje ali celo onemogoca
dolocitev prostorske strukture visoke loc¢ljivosti. Opazili smo, da se po doloCenem casu iz
mnozice signalov pojavi set ostrih signalov, za katerega predvidevamo, da pripadajo
prevladujoci, termodinamsko najbolj ugodni zvrsti. Na podlagi rezultatov preliminarnih $tudij
z NMR in CD spektroskopijo, smo predpostavili topologijo prevladujoce zvrsti, kar nam je
omogocilo njeno izolacijo s pomocjo kemijske modifikacije enega gvaninskega ostanka. V
oligonukleotidu sl21 z zaporedjem d[(G4C;)3G4], smo gvaninski ostanek na mestu 21
zamenjali z Br-dG. Tak nukleotidni gradnik ima na obro¢u gvaninske baze na mestu 8 vezan
brom, kar ga prisili, da zavzame sin konformacijo okoli glikozidne vezi. S tem se zmanjSa
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Stevilo struktur, ki jih oligonukleotid lahko zavzame. Modificiranemu oligonukleotidu sl21
smo s pomoc¢jo NMR spektroskopije dolocili tridimenzionalno strukturo. SI21 tvori
unimolekularen G-kvadrupleks, katerega jedro sestavljajo Stirje G-kvarteti. Verige so med
seboj antiparalelne, s sin-anti koraki vzdolz verige. G-kvarteti so med seboj povezani z
robnimi zankami, ki jih tvorita po dva citozinska ostanka. Po en citozin v vsaki zanki se
nalaga na G-kvartet, kar ima za posledico izjemno kompaktno strukturo. Prva in tretja zanka,
katerih drugi citozinski ostanek je naloZzen na zgornji G-kvartet, sta skoraj popolnoma
simetri¢ni.

sl21

d[(G.C.).G.]

i 2

1.9

117 15 113 111 109 107 105
"H (ppm)

Slika 1: Imino obmog&je "H NMR spektrov nemodificiranega in modificiranega oligonukleotida v

prisotnosti K* ionov (levo). Preliminarna struktura sl21 (desno).
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Povzetek

Dipeptidil-peptidaza |1 (DPPI) je lizosomska peptidaza iz druzine papainu podobnih
peptidaz. Dosedanje Studije delovanja DPPI so pokazale, da je klju¢en encim za aktivacijo
Stevilnih efektorskih peptidaz imunskega sistema, zato jo uvr§¢amo med najbolj obetavne
tarée za zdravljenje vnetnih in avtoimunskih bolezni, ki so povezane s prekomernim
delovanjem teh peptidaz.! Skupna to¢ka do sedaj objavljenih inhibitorjev DPPI je, da se
vezejo kovalentno v aktivno mesto in imajo slabe farmakokineti¢ne lastnosti, zato je
kljuénega pomena razvoj novih zdravil, ki bi na drugaten nagin inhibirala delovanje encima.?

Nasa hipoteza je, da je DPPI alosteri¢no reguliran encim. Posebnost DPPI znotraj druzine
je, da je aktivna oblika encima tetramer, sestavljen iz Stirih enakih podenot in ne monomer kot
ostali ¢lani druzine. Preko preucevanja alosteri¢nih interakcij med temi podenotami ter z
uporabo racunalniSkih metod Zelimo pripraviti potencialne inhibitorje DPPI, ki bi njeno
aktivnost uravnavali preko alosteri¢nih interakcij. TakSne spojine omogocajo bolj natancno
uravnavanje aktivnosti encima kot inhibitorji, ki se vezejo v aktivno mesto, z njihovo uporabo
pa bomo zagotovili zadostno aktivnost encima, potrebno za normalno delovanje organizma.

Iskanje alosteri¢nih modifikatorjev smo zaceli s pregledovanjem povrSine tarénega encima
DPPI in evolucijske ohranjenosti aminokislinskih ostankov znotraj njene strukture. S pomocjo
razli¢nih racunalniSkih programov smo na tak nacin dolo€ili potencialna alosteri¢na vezavna
mesta in nanje nato molekulsko umestili ve¢je knjiznice spojin. Po pregledu rezultatov smo
izbrali najbolj obetavne spojine, jih narocili in jih testirali Se eksperimentalno. Inhibicijo
aktivnosti DPPI smo dolo¢ili fluorimetri¢no, z merjenjem hitrosti razgradnje fluorogenega
sinteti¢nega substrata.’

Do sedaj smo racunalnisko obdelali in pregledali veliko Stevilo potencialnih inhibitorjev,
jih priblizno 200 eksperimentalno testirali in identificirali ve¢ inhibitorjev, ki delujejo po
razli¢énih mehanizmih inhibicije. Nekateri se verjetno vezejo v aktivno mesto, saj delujejo po
mehanizmu linearne kompetitivne inhibicije. V nekaterih primerih smo opazili prisotnost
pozitivne ali negativne kooperativnosti, kar potrjuje hipotezo o alosteri¢nih interakcijah med
podenotami encima.

37



Slika 1: Tetramerna oblika encima DPPI z ume$¢enim inhibitorjem bamnidazolom na potencialno
alosteri¢no mesto. Z vijoli¢no, modro, rumeno in rjavo barvo so prikazane podenote encima, zelene
krogle predstavljajo kloridne ione v aktivnih mestih, s kroglami pa je prikazan inhibitor bamnidazol

(Chimera).

Poleg kompetitivnih smo identificirali tudi nekaj potencialnih alosteri¢nih modifikatorjev.
Eden izmed hiperboli¢nih inhibitorjev je bila spojina bamnidazol, za katero smo racunalnisko
predvidevali, da se veze med dve podenoti encima, kot je prikazano na Sliki 1. Za
podrobnejse podatke bo potrebno dolo€iti Se bolj natancen kineti¢ni profil.
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Povzetek

Benzoksazini spadajo med fenolne smole, ki nastanejo z reakcijo med fenolom, primarnim
aminom in formaldehidom." Avtokataliti¢na polimerizacija benzoksazinov je termi¢no
aktivirana pri ¢emer nastajajo proste —OH skupine, ki katalizirajo nadaljnje odpiranje obroca."
2 Polibenzoksazini imajo odlicne mehanske in termicne lastnosti, njihova glavna
pomanjkljivost pa je nizka gostota premrezenja (2¢). Z uporabo ve¢ funkcionalnih
benzoksazinov (Ca-MDA-BOX), z uvedbo dodatne skupine, ki sodeluje med zamrezevanjem
(e-Ca-JA-BOX, Ca-FA-BOX) in/ali z uvedbo nenasi¢enih dvojnih vezi (Ca-JA-BOX, Ca-A-
BOX) v polimerno matriko smo Zeleli polibenzoksazinom povelati gostoto premreZenja.”™
Zaradi Sirokega nabora zaCetnih reaktantov (fenolov in aminov) lahko s pravim izborom
izhodnih surovin izdelamo benzoksazine s poljubnimi lastnostmi.*> V zadnjem &asu je
uporaba naravnih polimerov vedno bolj zaZelena. Z izbiro naravnega fenola (kardanol**) smo
pripravili benzoksazine z vecjim naravnim delezem oziroma v primeru uporabe naravnega
amina (furfurilamina) smo sintetizirali popolnoma naravni benzoksazin (Ca-FA-BOX).

Na sliki 1 je sintezna shema za pripravo benzoksazinov na osnovi kardanola. Z uporabo
razlicnih aminov smo preucevali kako kemijska struktura benzoksazinov vpliva na njihove
termicne lastnosti ter zamrezevalne pogoje. Ugotovili smo, da je Ca-A-BOX najbolj reaktiven
energijo zamreZevanja. Toplota, ki se sprosti med zamreZevanjem (4H), naras¢a v smeri Ca-
A-BOX < Ca-FA-BOX < Ca-MDA-BOX. Razlog, da imata Ca-FA-BOX in Ca-MDA-BOX
vi§jo sprosc¢eno toploto je v tem, da v omenjenih primerih potekajo reakcije zamrezevanja na
dodatnih mestih. Ca-MDA-BOX je dvofunkcionalen benzoksazin, kar pomeni da ima dodaten
oksazinski obroc¢, ki je vkljuen v zamrezevanje. Ca-FA-BOX je sicer monofunkcionalen
benzoksazin, vendar ima dodaten furanski obroc¢, ki prav tako lahko sodeluje pri procesu
zamrezevanja. Temperature steklastega prehoda (Tg) se za Ca-A-BOX, Ca-FA-BOX in Ca-
MDA-BOX ne razlikujejo bistveno, vseeno pa naras¢ajo v enakem zaporedju kot narasca
vrednost spros¢ene toplote.

V drugem delu raziskav smo ugotavljali kako prisotnost dodatne polimerne skupine
(epoksi) vpliva na lastnosti benzoksazinov. Sintetizirali sSmo benzoksazina iz epoksidiranega
(e-Ca-JA-BOX) in ne-epoksidiranega kardanola (Ca-JA-BOX) ter polieterskega amina.
Ugotovili smo, da se v primeru uporabe epoksidiranega kardanola proces zamrezevanja zane
pri nizji temperaturi, sprosti se ve¢ toplote (zaradi dodatnih reakciji zamreZevanja v kateri
sodelujejo epoksi skupine) ter da se temperatura steklastega prehoda premakne k bistveno
vi§jim temperaturam. Vse te ugotovitve izboljSujejo koncne mehanske in termicne lastnosti
polimera ter tako omogocajo njegovo boljSo aplikativno uporabo.
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Slika 1: Sintezna shema za pripravo benzoksazinov na osnovi kardanola z uporabo razliénih aminov.
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Abstract

Application of microfluidics has been gaining plenty of attention over the past few
decades, mainly due to high surface-to-volume ratio as well as favorable mass and heat
transport occurring in such devices. Furthermore, microfluidics appears to be suitable for
producing polymer particles with quite achievable control over size, shape and composition.*
Microdevices containing flow focusing channels either shaped as T-junction or X-junction
play a crucial role in droplet-based processes leading to synthesis of different polymer
particles.”® This study examines a microfluidic approach to generating droplets of alginate by
emulsification in a hydrophobic phase and their further gelification by ex situ external
crosslinking.

The general production approach is based on alginate droplets formation via inverted
water-in-oil emulsification in a T-junction microchannel, using sunflower oil as continous
phase and water solution of alginate (containing 0.1% v/v Tween 20) as droplet phase.
Alginate gelation is performed ex situ, using calcium acetate as gelling agent characterized by
sufficient solubility in both oil and water phase.* This technique is found to be suitable for
production of submillimeter, monodisperse, stable alginate particles with acceptable uniform
size and spherical shape (Figure 1). Statistical analysis on size and size distribution has
revealed the mean diamater of 347.85 +20.91 pm and relative standard deviation of approx.
6%. Thus, alginate beads produced by this technique have a promising potential for
immobilization of different biocatalysts such as enzymes and cells as well as their further
application for bioconversion studies in packed bed microreactors.

Figure 1: Alginate particles obtained by emulsification within T-junction microchannel and external
gelation: a) on the counting chamber; b) packed in a microreactor channel.
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Povzetek

V zadnjem casu se ionska mobilnost (IM) v analizni kemiji vse bolj uveljavlja zaradi
tehni¢nega napredka instrumentacije in razvoja novih aplikacij, od majhnih molekul do
biomakromolekul. Diferencialna mobilnostna spektrometrija (DMS — differential mobility
spectrometry) je varianta IM, ki temelji na uporabi dveh vzporednih prevodnih plos¢, z
uporabo asimetricne radiofrekven¢nega (RF) podroc¢ja. To metodo smo uporabili za locitev
regioizomer triacilglicerola (TG).

Tradicionalno je mozno loc¢itev TG regioizomer doseci s srebrno-ionsko kromatografijo,
ki zahteva dolge gradiente (cca 100 min). Alternativna metoda, ki temelji na masni
spektrometriji (MS) uporablja razmerja fragmenta ionov za dolocitev relativne vsebnost TG
regioizomerov v naravnih zmeseh. Predstavljamo pa novo metodo za hitro lo¢evanje in
dolocanje koli¢inskega razmerja TG regioizomerov z uporabo DMS.

......

dve (OSO / SO0, OPO / OOP) dvojne vezi z dodatkom srebrovih ionov; S - stearoil (C18: 0),
P - palmitoil (C16: 0) in O - oleoil (C18: 1A9). Metodologija je bila uporabljena tudi na
realnem vzorcu zivalskih mascob.

Slika 1: Shematska predstavitev regioizomer triacilglicerolov.

Predstavljamo nov pristop za doloc¢itev TG regioizomerov uporabo DMS. Locba, ki
temelji na DMS je mnogo hitrejSa (cca 10 s), v primerjavi s tradicionalnimi alternativ (cca
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100 min), kar je izjemno pomembno zaradi hitre obdelave vzorcev. Poleg tega ponuja tudi
moznost lo¢evanje lipidov v LC/MS analizah v dodatni dimenziji — 2D, 3D. Razvoj metode je
pomemben zaradi iskanja lipidov kot biomarkerjev za katere se ne ve, kakSno vlogo nosijo
regioizomeri.
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Slika 2: Vpliv SV na lo¢bo regioizomernega para OSO/SOO v DMS.
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Povzetek

Aromatske spojine so pomembno onesnazevalo zraka; ne samo zaradi njihove
zastopanosti v troposferi in s tem vpliva na svetovno klimo, ampak tudi zaradi pogoste
toksicnosti, ki predstavlja posebno nevarnost za zive organizme. Poleg staranja hlapnih
onesnazeval v atmosferski plinasti fazi je znano, da ob prisotnosti oblakov, megle in vlaznih
aerosolskih delcev tudi transformacije v troposferski vodni fazi pomembno vplivajo na
zivljenjsko dobo predvsem slabo hlapnih organskih spojin, ki se vsakodnevno spros¢ajo v
ozragje.® Kljub temu pa je staranje atmosferskih aromatov v vodni fazi le redko vkljuceno v
atmosferske modele, ki bistveno odstopajo od meritev v okolju.

Fenol je najbolj zastopano onesnazevalo z aromatskim skeletom v troposferi. Njegove
pretvorbe v vodni raztopini pod pogoji, ki ponazarjajo atmosferske, so zato precej preucevane.
Stevilnim §tudijam navkljub pa $e vedno velja, da mehanizem nitriranja aromatskih spojin v
atmosferskih vodah $e ni povsem pojasnjen.7 V ¢lanku, ki smo ga nedavno objavili v ugledni
reviji Scientific Reports (Nature Publishing Group), smo porocali o novem odkritju na
podroc¢ju atmosferske kemije, razseZnosti katerega bomo v prihodnje Se podrobneje raziskali.®
Preucevali smo gvajakol, ki se v troposfero spros¢a pri gorenju biomase, osredotocili pa smo
se na njegovo nitriranje z elektrofilnimi reaktivnimi duSikovimi spojinami (eRDS) v vodni
fazi troposferskih aerosolov. Ob predpostavki, da je dinitrogvajakol mnogo bolj toksi¢en od
njegovih mononitro analogov,® smo izsledke $tudije strnili v ugotovitev, da — ob upostevanju
elektrofilne aromatske substitucije — urbani mokri aerosoli, ki vsebujejo gvajakol, bolj
ogrozajo odmaknjena podro¢ja kot mesta sama. Ceprav so elektrofilne reaktivne spojine v
kontekstu nitriranja fenola v vodnih raztopinah Ze omenjali, so do sedaj zares upostevali zgolj
nevtralne reaktivne spojine (HNO,, N2O3, N,O, in NO,").”

Prvi¢ do sedaj smo predstavili zmogljivo eksperimentalno-simulacijsko orodje za oceno
Skodljivega ucinka slabo in delno hlapnih aromatskih onesnaZeval na okolje zaradi njihovega
staranja v atmosferski vodni fazi. Studija tako predstavlja edinstven preboj na podro&ju
atmosferskih znanosti; ne samo zaradi izpostavljene pomembne vloge elektrofilnega
aromatskega nitriranja v atmosferskih vodah, ampak tudi zaradi predstavljenega novega
pristopa k obravnavi reakcijske kinetike v troposferski vodni fazi, ki omogoca dolocitev
relevantnih kineti¢nih parametrov z veliko natan¢nostjo.

45



OH

OH
MeO NO;  k,, MeO NO,
-
NO*
NO 3

NO,* [k, kg'|NO,"

|\102*Tk13k13'Tr\102+ Noz*Tk2 kz'TNo;
OH OH ke OH OH
MeO NO MeO <o~ MeO kg e NO2
. _— —
K1o NO," NO,
-
NO NO' 1 NO,
+ + 4
No;lk13 k13'lN02 Noz*lk1 k;lNoz
OH OH NO,* ks kq'|NO,"
MeO NO » MeO
-
NO*
NO, NO,
2

Slika 1: Predpostavljen reakcijski mehanizem nitriranja gvajakola v kisli vodni raztopini ob prisotnosti
NaNO,.
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Povzetek

V zadnjem casu se vse ve¢ pozornosti namenja fenolnim smolam na osnovi benzoksazina
zaradi njihovih prilagodljivih mehanskih in fizikalnih lastnosti, ki so pogosto precej boljse od
tradicionalnih fenolnih smol. Benzoksazini spadajo v skupino heterocikli¢nih spojin, ki
obiajno vsebujejo enega ali dva oksazinska obroca. Polibenzoksazini nastajajo s
polimerizacijo preko odpiranja obroca benzoksazinskih molekul. Klasiéna metoda
proizvodnje polibenzoksazinov temelji na polimerizaciji monomerov benzoksazina pri visoki
temperaturi (obicajno nad 180 °C), kar lahko vodi do termi¢ne degradacije nastalih smol.
Nizjo temperaturo zamrezZevanja, ki reSuje omenjeno tezavo, tako lahko dosezemo z
dodatkom ustreznega akceleratorja (katalizator, iniciator, komonomer).*°

Zamrezevanje bisfenol-A benzoksazina je potekalo pod vplivom razli¢nih akceleratorjev
(4,4’-tiodifenol  (TDP), o-dianisidin (DA), 2-merkaptobenzimidazol (MBI) in 4-
merkaptofenol (MP)), ki so iniciirali kataliticno odpiranje benzoksazinskega obroca. Pri tem
smo proucevali mozne poti odpiranja benzoksazinskega obroca, polimerizacije in
zamrezevanja. Kinetiko zamreZevanja smo preucevali s pomocjo diferencne dinamicne
kalorimetrije (DSC) in na podlagi eksperimentalnih rezultatov izvedli »model-free« kineticno
analizo. Ugotovili smo, da vsi dodani akceleratorji bistveno znizajo zacetno temperaturo
zamreZzevanja BOX-a. Med izbranimi akceleratorji je najboljSe rezultate sicer pokazal
tiodifenol, zato smo njegov vpliv na zamreZevanje s spreminjanjem njegovega deleza v
vzorcu v nadaljevanju tudi podrobneje raziskali.

Za proces zamreZevanja benzoksazina so bili predlagani razliéni mehanizmi, sestavljeni iz
ve¢ korakov, saj se uporabljeni akceleratorji med seboj razlikujejo v funkcionalnih skupinah,
ki so sposobne Kkatalizirati odpiranje oksazinskega obroca. Posledi¢no je tudi kinetika
takSnega procesa bolj kompleksna. Zamrezevanje benzoksazina je sicer vedno
avtokatalizirano, saj novonastala hidroksilna skupina v fenolni strukturi deluje kot dodatni
katalizator. Fenoli, kamor spadata tudi v naSem primeru uporabljena TDP in MP, iniciirajo
odpiranje oksazinskega obroc¢a in pospeSujejo polimerizacijo benzoksazina s tvorbo
intermolekularne vodikove vezi ter naknadne reakcije na orto mestu fenola ali druge
benzoksazinske molekule. Drugi mozni mehanizem odpiranja benzoksazinskega obroca je
zaCetna protonacija benzoksazina, kjer proton deluje kot dejanski katalizator. Protonaciji sledi
reakcija kondenzacije iminijeve molekule in fenolata ali druge benzoksazinske molekule do
fenolne strukture. Po drugi strani, imidazoli, kamor spada tudi MBI, in aromatski amini (v
naSem primeru DA) pospesSujejo polimerizacijo benzoksazina preko tvorbe arileterne strukture
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(N,O-acetalna vez). Tvroba N,O-acetalnega intermediata je prisotna predvsem v primeru N-
aril-1,3-benzoksazinov.*!

Kinetiko zamrezevanja smo preucevali s pomoc¢jo DSC analize in vzorce analizirali po
dinami¢nem temperaturnem programu pri Stirih hitrostih segrevanja (5, 10, 15 in 20 °C/min) z
molskim delezem akceleratorja 16.7 mol.%. Na podlagi doloc¢enih aktivacijskih energij,
temperature vrhov in »model-free« kineticne metode se je kot najboljsi izmed uporabljenih
akceleratorjev izkazal TDP. Ker so DSC termogrami nakazovali, da eksotermni signal
zamrezevanja ob dodatku TDP sestoji iz vsaj dveh prekrivajo¢ih se vrhov (Slika 1), smo se
odlocili potek njegovega zamrezZevanja podrobneje raziskati. Za dosego omenjenega cilja smo
pripravili vzorce s spreminjajo¢im masnim delezem TDP v masi benzoksazina in vzorce
segrevali s hitrostjo 1 °C/min.
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Slika 1: DSC termogrami benzoksazina s 16.7 mol.% tiodifenola pri razli¢nih hitrostih segrevanja.

Prekrivajo¢e vrhove smo med seboj locili s pomocjo dekonvolucije s PearsonVII
distribucijsko metodo. Ugotovili smo, da lo€eni vrhovi pripadajo kataliticnemu odpiranju
obroCa, termi¢no pospeSenemu odpiranju obro€a in difuzijsko kontroliranemu koraku.
Koli¢ina dodanega akceleratorja je vplivala predvsem na odpiranje obroca in difuzijsko
kontrolirani korak. Kineti¢ni reZim v difuzijsko kontroliranem koraku je bil dominiran z
gostoto zamrezene benzoksazinske smole.

Zahvala
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tehnologijo (P2-0191).
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Povzetek

Kemija statinov se je v letih raziskav in razvoja Ze temeljito izboljsala. Kljub vsemu
povecane komercialne zahteve po statinih in Zelja po preprostejsi pripravi na industrijskem
nivoju spodbujajo k ucinkovitejSim in okolju prijaznejSim nainom priprave nekaterih
stranskih statinskih intermediatov. Posledi¢no se raziskave osredoto¢ajo na zamenjavo
nekaterih popolnoma sinteti¢nih pristopov sinteze z encimsko kataliziranimi, ki veljajo za
visoko stereoselektivne.’

Sinteza statinskega intermediata je potekala z uporabo encima 2-deoksiriboza-5-fosfat
aldolaza (DERA), ki se je nahajal v obliki surovega lizata. Izbor encima DERA kot
biokataliticnega sredstva je temeljil na zmoznosti kataliziranja reakcije med dvema
aldehidoma, pri ¢emer se tvori nov aldehidni produkt. Najosnovnejsi opis procesa vkljucuje
reakcijo med substituiranim acetaldehidom A in acetaldehidom B kot substratom, pri tem
nastaja vmesni aldolni adukt P, ki v ponovni reakciji a acetaldehidno molekulo B tvori
laktol R. Hkrati v sekundarni reakciji tri molekule acetaldehida tvorijo stranski produkt 6-
metil-laktol S. Zaradi neocis¢enosti encima in zmoznosti katalize alternativnih stranskih
reakcij nastajajo tudi nezeleni stranski produkti S1, S2, S3 (Shema 1). Ob tem velja omeniti
tudi, da na sam potek reakcije bistveno vpliva aktivnost encima, ki se med reakcijo zmanjSuje
kot posledica inaktivacije encima s strani substratov.

B + B +

oH %ERA stranski produkti stranski produkti
S1 82

"o +  stranski produkti

S S3

(2) R=0Ac
(b) R=ClI

Shema 1: Reakcijska shema DERA katalizirane reakcije pri tvorbi kljune stranske verige statinskega
intermediata R.

Z namenom oblikovanja kinetiénega modela za preucevano reakcijo smo izvedli vrsto
eksperimentov, kjer smo spreminjali koli¢ino in nafin dodajanja reaktantov v reakcijsko
meSanico. S tem smo pridobili bazo eksperimentalnih podatkov, ki so v nadaljevanju sluzili
kot orodje pri dolocCanju kineti€nih parametrov oblikovanega kinetiénega modela. Potek
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reakcije smo spremljali s pomoc¢jo GC in NMR analize.? Pri postavitvi kineticnega modela
smo izhajali iz osnovne reakcijske sheme (Shema 1) in vpeljali nastajanje produktov preko
tvorbe encimskih kompleksov. Ugotovili smo, da vezava substratov na encim poteka po
nacelu naklju¢nega mehanizma in celotno reakcijsko shemo razdelili na korake nastanka
vmesnega produkta, nastanka glavnega produkta in nastanka stranskega produkta. Pri tem je
predvideno, da nastanek vmesnega produkta sledi predpostavki hitre vzpostavitve ravnotezja,
nastanek glavnega produkta dinami¢nemu ravnotezju in nastanek stranskega produkta znova
hitri vzpostavitvi ravnotezja. Navedenemu smo dodali Se opis nastajanja nezelenih stranskih
produktov, s pomocjo katerith smo modificirali in zagotovili veljavnost masne bilance, ter
padec aktivnosti encima, ki je bil odvisen od koncentracije enega in drugega reaktanta.
Zapisanemu je sledil opis sistema v obliki modelnih enacb, s pomocjo katerih smo se lotili
doloCanja kineticnih parametrov na podlagi prileganja reSitev enacb k eksperimentalnim
podatkom.?

Oblikovani kineti¢ni modela pridobi na uporabnosti Sele, ko so doloceni tudi kineti¢ni
parametri z ozirom na pridobljene eksperimentalne podatke. S pomoc¢jo optimizirane rutine
smo kineticne parametre najprej dolo¢il za reakcijo med acetiloksiacetaldehidom in
acetaldehidom ter dosegli zadovoljivo ujemanje eksperimentalnih podatkov z izracunanimi,
kar je hkrati potrdilo pravilni nabor modelnih enacb, s katerimi smo opisali svoj preucevani
sistem. Enak sistem dolo¢anja smo uporabili tudi za reakcijo med kloroacetaldehidom in
acetaldehidom, kjer smo prav tako uspeli zadovoljivo oceniti vrednosti kineticnih parametrov
in doseci zadovoljivo ujemanje eksperimentalnih podatkov z izracunanimi. Oblikovani
kineticni model smo v  nadaljevanju  uporabili  pri  simulaciji  reakcij
acetiloksiacetaldehid/acetaldehid in kloroacetaldehid/acealdehid v razliénih reaktorskih
sistemih. Kot najprimernejSi reaktor za izvedbo reakcije se je izkazal polSarzni reaktor z
doloCenim optimalnim dodajanjem reaktantov in v primeru kontinuirnega obratovanja
zaporedna vezava CSTR in PFR reaktorja.
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Povzetek

Rutenijeve spojine so pritegnile veliko pozornosti kot potencialne protirakave u¢inkovine,
Se posebej po odkritju kompleksov NAMI-A in KP-1019.> En izmed aktualnih sinteznih
trendov organokovinskih kompleksov je uporaba ze znanih bioaktivnih organskih molekul kot
ligandov.? Pripravljen in popolnoma okarakteriziran je bil kompleks rutenij-kliokinol (slika
1). V eni molekuli sta bila zdruZena strukturna fragmenta znanega induktorja apoptoze
kliokinola® in organorutenijeve zvrsti. Poleg dolo¢itve kristalne strukture, NMR in ostalih
spektroskopskih raziskav so bili narejeni tudi bioloski testi protirakave aktivnosti. Testi
citotoksi¢nosti so pokazali, da ima kompleks selektivno aktivnost na levkemijskih celi¢nih
linijjah (Tabela 1). Nacin delovanja kompleksa je bil podrobneje raziskan. Opazena
citotoksi¢nost je posledica aktivacije kaspaz, pri ¢emer je kompleks sam bistveno bolj
toksi¢en od prostega liganda, katerega delovanje je poleg tega pogojeno tudi s prisotno
koncentracijo bakrovih(ll) ionov. Ugotovljeno je bilo, da kompleks neodvisno od proteasoma
inhibira signalno pot NF«B, in ne vpliva na razporeditev faz celi¢nega cikla. Te ugotovitve
kazejo na nacin delovanja, ki se bistveno razlikuje od prostega liganda.

Clioguinol
(CqH) ¢

1/2 eq. [Ru(p-cymene)Cl,],
0.98 eq. NaOAc
CHCIl;/MeOH

- NaCl

Slika 1: Sintezna pot in kristalna struktura kompleksa rutenij-kliokinol z oznakami heteroatomov.
Zaradi vecje preglednosti niso prikazani vodikovi atomi. Termicni elipsoidi so prikazani pri 30%
verjetnosti.
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Tabela 6: 1Cs za izbrane celiéne linije (UM).
MCF-7 PC-3 HOS Raji Thp-1 Jurkat
Kliokinol >50 45+7 284 25+5 24+ 6 22+5
Kompleks >50 42+£10 27+£2 6=£3 6+5 5+£2
Celice iz raka na dojkah (MCF-7), raka na prostati (PC-3), osteosarkoma (HOS), Burkittovega
limfoma (Raji), akutne levkemije T-celic (Jurkat) in akutne monocitne levkemije (Thp-1) so bile za 24
ur izpostavljene razli¢nim koncentracijam kliokinola in Ru-kompleksa.
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Povzetek

a-aktinin je protein, ki ima v celici mnogo razli¢nih vlog. Tekom evolucije so nastale Stiri
razli¢ne izooblike tega proteina, ki jih delimo v dve skupini in sicer na ne-misi¢ni in misi¢ni
izoobliki. Vse izooblike so funkcionalne kot antiparalelni dimer. a-aktinin 1 je ne-misi¢na
izooblika, ki se nahaja na mestih adhezije, v fokalnih stikih in vzdolz aktinskih stresnih
vlaken.! Delovanje a-aktinina 1 je uravnavano preko vezave kalcijevih ionov na kalmodulinu-
podobno domeno (CaM), ki je poleg aktin-vezavne domene (ABD) ena izmed funkcionalnih
domen proteina. Slednji sta povezani s pali€asto domeno, sestavljeno iz ve¢ spektrinskih
ponovitev (SR). Tako kot pri kalmodulinu je domena CaM sestavljena iz $tirih EF-rok, ki se
nahajajo v parih (EF-1/2 in EF-3/4) (Slika 1A). Vezava kalcija na EF-roke povzroci
konformacijske spremembe, katerih posledica je spremenjena konformacija in posledi¢no
onemogodena vezava na interakcijske partnerje.’

V bakterijskem ekspresijskem sistemu smo izrazili divji tip domene CaM ter njene
mutante, pri katerih smo glede na primerjavo z znanimi kalcij-vezavnimi proteini mutirali
potencialno kljuéne aminokisline za vezavo kalcijevih ionov (D20A, E31A in D61A) (Slika
1B).2 Vse rekombinantne proteine smo s pomocjo kromatografskih metod ocistili do
monodisperznosti. Z izotermno titracijsko kalorimetrijo (ITC) smo dokazali, da je v domeni
CaM eno vezavno mesto za kalcij in uspesno dolo¢ili disociacijsko konstanto (Kgq = 80 — 100
uM). Prisotnost enega vezavnega mesta za kalcij smo potrdili z rezultati masne spektrometrije
(MS).

Za pridobitev strukturnih informacij in obrazlozitev klju¢nih konformacijskih sprememb
smo v minimalnem mediju pripravili divji tip domene CaM, ki je bila oznacena z izotopoma
3¢ in ®N. Sodelavci s Kemijskega inStituta so z metodo NMR dolo¢iti strukturo domene
CaM v prisotnosti (oblika holo) in odsotnosti (oblika apo) kalcija (Slika 1C).® Zaradi
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pomanjkanja podatkov o medsebojni prostorski orientaciji EF-rok pri obliki apo, smo to
uspesno pokazali z metodo SAXS. Pridobljeni podatki so nam omogocili vpogled v velikost
in obliko domene CaM in pojasnili, kako sta para EF-rok pri obliki apo orientirana en proti
drugemu. Vzporedno smo pripravili tudi kristale polovi¢nega dimera a-aktinina 1, ki so
rentgensko svetlobo sipali do resolucije 3,78 A. Trenutno poteka reSevanje faznega problema.

Poznavanje prostorske strukture in regulacije proteina je kljuno za razumevanje
njegovega delovanja. Prav zaradi tega naSi rezultati predstavljajo velik doprinos k
natan¢nejSemu poznavanju delovanja a-aktinina 1. V nadaljevanju bomo odvisnost a-aktinina
1 od kalcija poskusili potrditi tudi z delom na celicah.

A B

X Y Z Y X -z
SR1 ISRZ ISR?’ I SR4 1GSSISQEQMNEFRASFNHED R D S G T LG P £ E FKACLISLGY
DIGNDPQGEAEFARIMSIV FIDFMSRETA
SR4ISR3 I ohs I i DTDTADQVMASFKIL LRRELPPDQAEY
PDQAEYCIARMAPYTGPD FSTALYGESDLES?
C

Slika 3: (A) Shematsko prikazana struktura a-aktinina 1. (B) Aminokislinsko zaporedje domene CaM
z oznacenimi potencialnimi mesti za vezavo kalcija. (C) Prikaz strukture domene CaM v prisotnosti
kalcija (oranzna barva: neaktivna vezavna mesta, zelena barva: aktivno vezavno mesto za kalcij).
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Povzetek

Ena najpomembne;jSih aplikacij vanadijevih spojin v medicini je potencialna uporaba
vanadija pri zdravljenju sladkorne bolezni tipa I} Zaradi podobnosti H,VO, in HVO,>
ionov s fosfatnimi ioni je vanadij znan inhibitor encimov fosfataz, kinaz in ribonukleaz, med
drugim inhibira protein tirozin fosfatazo (PTP), kar je klju¢nega pomena za inzulinu podobne
lastnosti vanadija.? Med vanadijevimi koordinacijskimi spojinami z obetavnimi inzulinu
podobnimi lastnostmi je tudi V'VO spojina s pikolinato ligandom in njeni derivati.?

Pripravili smo tri nove V'VO komplekse s 5-cianopikolinsko kislino (HpicCN), 3,5-
difluoropikolinsko kislino (HpicFF) in 3-hidroksipikolinsko kislino (Hhypic) ter jih
okarakterizirali z rentgensko difrakcijsko analizo, EPR spektroskopijo in DFT racunskimi
metodami. Poleg tega smo proucevali interakcije teh spojin s transportnima proteinoma apo-
transferinom (apo-hTf) in ¢loveskim serumskim albuminom (HSA), ki sta sicer prisotna v
krvni plazmi. Koordinacija vanadija je pri vseh treh spojinah tako v kristalini¢nem stanju kot
v raztopinah cis-oktaedri¢na, pri cemer se molekula topila ali enovezni ligand na vanadij veze
v ekvatorialni legi cis glede na V=0 vez, vendar pa se razporeditev in orientacija bidentatno
koordiniranih pikolinato ligandov lahko razlikuje. V trdnem stanju smo doloc¢ili strukture OC-
6-23 in OC-6-24 izomerov kompleksov, v raztopinah pa smo opazili tudi delno pretvorbo v
OC-6-42 izomer. Rezultati meritev v prisotnosti transportnih proteinov so pokazali, da so
interakcije s kompleksi odvisne od afinitete proteina in vrste liganda. V prisotnosti apo-hTf je
z picCN in picFF ligandoma ve&ina kompleksa razpadla, V'VO?* ioni pa so se vezali na
protein. V prisotnosti HSA so s picCN nastale meSane zvrsti z ligandom in proteinom, s picFF
kompleks pa je prav tako razpadel in tvorili so se hidrolitski produkti. Obratno so hypic
ligandi ostali vezani na vanadij tako v prisotnosti apo-hTf kot tudi HSA.
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0C-6-23 0C-6-24
Slika 1: Kristalni strukturi OC-6-23 in OC-6-24 izomera cis-oktaedri¢ne koordinacijske spojine
[VO(picCN),(H,0)] (termicni elipsoidi so prikazani s 50 % verjetnostjo pri 150 K).

Tabela 7: Vanadijeve zvrsti, ki nastanejo iz VV'YO kompleksov s picCN, picFF in hypic ligandi v
prisotnosti transportnih proteinov apo-hTf in HSA.

vVo* apo-hTf HSA

) VO(picCN),(HSA),
pIcCN (VO)z(apo-nTh) VO(picCN)(HSA)(H,0)
picFF (VO)2(apo-hTf) [(VO)2(OH)s]
hypic [VO(Hhypic)(hypic)] ", [VO(hypic)2]*, [(VO)(hypic).]
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Povzetek

1,3-Dipolarne cikloadicije so reakcije dipolov z dipolarofili in so pomembno orodje za
sintezo petclenskih heterocikli¢nih obrocev. Reakcije potekajo pod razli€nimi pogoji, glede na
reaktivnost obeh reaktantov. Ker je terc-butil (S)-(3-oksopent-4-in-2-il)karbamat (v
nadaljevanju inon), pripravljen iz (S)-Boc-alanina,* enantiomerno &ista spojina, je pomembno,
da reakcije z njim izvajamo pod ¢im milejSimi pogoji, pri katerih ne pride do racemizacije.
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Shema 1: 1,3-Dipolarne cikloadicije inona z azometin imini, etil diazoacetatom in nitril oksidom, ki
nastane in situ iz 2,6-dikloro-N-hidroksibenzimidoil klorida
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1,3-Dipolarne cikloadicije racemnih azometin iminov z inonom potecejo pri sobni
temperaturi v prisotnosti katalizatorja in baze. Kot najbolj primeren katalizator se je izkazal
bakrov(]) jodid v kombinaciji s Hiinigovo bazo (i-Pr,EtN). Najbolj primerno topilo za reakcije
je acetonitril. Reakcija poteCe regioselektivno. Nastaneta neracemna diastereoizomerna
cikloadukta, ki sta kromatografsko loc¢ljiva. Strukture spojin smo doloc¢ili z NMR
spektroskopijo.?

Med dipoli smo zaenkrat preizkusili Se nitril okside, Ki jih lahko pripravimo in situ iz o~
kloro oksimov s postopnim dodajanjem baze, trietilamina. Cikloadicija z inonom potece pri
sobni temperaturi, brez dodatka katalizatorja. Pri reakciji nastaneta dva regioizomera, v
razmerju ~ 3:1. Regioselektivno pa potece, prav tako pri sobni temperaturi in brez dodatka
katalizatorja, 1,3-dipolarna cikloadicija med inonom in etil diazoacetatom. Pri reakciji nastane
etil 5-((terc-butoksikarbonil)-L-alanil)-1H-pirazol-3-karboksilat.
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Povzetek

Vse funkcije v telesu, ki vkljucujejo gibanje, potrebujejo misi¢no dejavnost. V ta namen
so prisotni trije tipi miSic: skeletne, sréna in gladke. Skeletne so tip pre¢no progastih misic, ki
sarkomere. Eden od funkcionalno najbolj kompleksnih razdelkov sarkomere predstavlja Z-
disk, ki tvori lateralne meje med sosednjimi sarkomerami. Gre za kompleksno mrezo
proteinov, ki interagirajo med seboj, s tem pa ohranjajo integriteto sarkomer in ob kontrakciji
posredujejo natezno silo med njimi.

Tekom raziskovanja smo se osredotocili na protein miotilin, ki je udelezen pri vezavi s
Stevilnimi proteini Z-diska, med drugim a-aktininom 2 in F- ter G-obliko aktina. Strukturno
ga sestavljata zanj znacilna N-konc¢na regija, bogata s serinom, in C-konc¢na regija z dvema
imunoglobulinu-podobnima (Ig) domenama, ki je odgovorna tudi za dimerizacijo.

V bakterijskem ekspresijskem sistemu smo pripravili razli¢ne izvedenke miotilina, ki
vkljucujejo obe domeni Ig (MYOT2.5 in MYOT3.2) in domeno EF34 a-aktinina 2 (slika 1A)
ter jih ocistili do monodisperznosti. V bakulovirusnem ekspresijskem sistemu smo pripravili
mutanto aktina, ki ne polimerizira.? Z uporabo pre¢nih povezovalcev (EDC/NHS in BS®) smo
odkrili vezavo domene Ig2 miotilina z domeno EF34 a-aktinina 2 in z masno spektrometrijo
dolo¢ili pre€no povezane aminokislinske ostanke. Rezultati kazejo na to, da se domena EF34
veze na domeno Ig2 miotilina, natan¢neje na hidrofobni motiv 1-4-5-8, ki sluzi kot kanoni¢no
zaporedje za vezavo domene EF34.° Z upostevanjem vseh omejitev smo z molekulskim
umes¢anjem naredili model kompleksa. Interakcijo smo kvantitativno ovrednotili z
mikrotermoforezo in dolocili okvirno vezavno konstanto (Kp = 356 uM). Interakcijo med
domenami Ig miotilina in G-aktinom smo dokazali s precnimi povezovalci (EDC/NHS,
DMTMM, ADH) in mikrotermoforezo za obe izvedenki miotilina MYOT2.5 (Kp =397 £ 1
puM) in MYOT3.2 (Kp = 210 = 1 uM) (slika 1B). Ob tem smo opazili odvisnost afinitete
vezave od koncentracije soli, kar nakazuje na elektrostatsko naravo interakcije.
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V nadaljevanju Zelimo dolociti klju¢ne aminokislinske ostanke Se za interakcijo miotilina
z G-aktinom in dolo¢iti tridimenzionalno strukturo omenjega kompleksa, kar bo pripomoglo k

boljsemu razumevanju strukturnih znacilnosti interakcij miotilina z ostalimi proteini Z-diska.
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Slika 1: (A) Shematski prikaz pripravljenih izvedenk miotilina, a-aktinina 2 in G-aktina. (B)
Dolocitev disociacijskih konstant za interakcijo MYOT2.5 in MYOT3.2 z ACTA1 ter uporaba
pre¢nega povezovalca DMTMM za dokaz interakcije ACTAL:MYQOT2.5.
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Povzetek

Zahteve industrije po selektivni proizvodnji opti¢no Cistih spojin vodijo v narascajocCe
zanimanje za biokatalitske procese, ki jih selektivno katalizirajo encimi. Uporaba encimov
omega transaminaz kot biokatalizatorjev se je v zadnjih letih izkazala kot obetavna alternativa
klasi¢ni kemijski sintezi, ki poleg toksi¢nih katalizatorjev zahteva tudi dodatne zaklju¢ne
separacijske procese.’ Za $tudij bioprocesov je zelo uporabna mikroreaktorska tehnologija, ki
z rabo mikroreaktorja omogoca hiter in u¢inkovit razvoj bioprocesa ter optimizacijo le-tega.
Nadzirani procesni pogoji, znan tokovni profil ter izboljSan snovni in toplotni prenos
omogoc¢ajo v majhnih volumnih mikroreaktorjev enostavno in hitrejSo optimizacijo procesov.
Majhne koli¢ine uporabljenih kemikalij naredijo procese v mikroreaktorjih bolj ekonomicne
pa tudi ekoloske. Encime se pri rabi v bioprocesih raje imobilizira kot uporablja proste, saj
imobilizacija zahteva mnogo manjsSe koli¢ine biokatalizatorja ter omogoca moznost ponovne
uporabe le-tega. Prav tako je v primeru uporabe reaktorjev z imobiliziranim encimom
olajSano lo€evanje produktov in zato ni potrebe po dodatni separacijskih pI’OCGSih.Z

Namen tega dela je razvoj mikroreaktorja s povrSinsko imobiliziranim encimom -
transaminazo, ki se bo nadaljnje uporabljal za vodenje kontinuirnih biotransformacij.
Imobilizacija encima -transaminaze na povr§ino mikroreaktorja je bila dosezena na dva
nacina. V prvem primeru smo encim imobilizirali na povrSino perfluoroalkoksi mikrokanala z
uporabo vodne silanizacije in nadaljnjo kovalentno vezavo encima z glutaraldehidom.® V
drugem primeru smo uporabili gensko modificiran encim z dodanim oznacevalcem Zpasico, Za
imobilizacijo encima pa smo Koristili ionske interakcije med negativno nabito stekleno
povr§ino stekla in pozitivno nabito povrino oznaGevalca.® V kontinuirno delujo¢ih
mikroreaktorjth z imobiliziranimi encimi smo nato vodili biotransformacijo a-
metilbenzilamina in piruvata do produktov acetofenona in L-alanina, ki jo katalizira encim o-
transaminaza. Proces smo izvedli pri razliénih vhodnih koncentracijah reaktantov in pri
razlicnih zadrZevalnih Casih reakcijske meSanice v mikrokanalu. Na izhodu iz mikrokanala
smo reakcijsko meSanico in-line razred¢ili ter jo takoj za tem vodili na HPLC. Uporaba in-line
HPLC analize nam je omogocila takojSnje posredno spremljanje tvorbe produktov.
Biotransformacijo smo izvedli tudi v SarZznem procesu s prostimi encimi, pridobljeni rezultati
pa so nam sluzili za primerjavo z delovanjem razvitih mikroreaktorskih sistemov.
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Slika 1: Shema biotransformacije a-metilbenzilamina ((S)-a-MBA) in piruvata (PYR) do acetofenona
(ACP) in L-alanina (L-Ala), ki jo katalizira encim ®-TA v prisotnosti kofaktorja piridoksal-5-fosfata
(PLP).

Zahvala

Avtorji prispevka se za sofinanciranje zahvaljujejo FP7 projektu Biointense, za pomoc¢ pri
izvedbi eksperimentalnega dela pa Speli Peternel, Marijanu Baji¢u in Klemnu Birti¢u.

Reference

1. U. Kriihne, S. Heintz, R. Ringborg, I. P. Rosinha, P. Tufvesson, K. V. Gernaey, J. M.
Woodley. Biocatalytic process development using microfluidic miniaturized systems, Green
Process Synth. 2014, 3, 23-31.

2. P. Znidarsi¢ Plazl, Enzymatic microreactors utilizing non-aqueous media, Chim. Oggi — Chem.
Today 2014, 32, 54-61.

3. G. Stojkovi¢, 1. Plazl, P. Znidarsi¢-Plazl. L-Malic acid production within a microreactor with
surface immobilized fumarase, Microfluid Nanofluid 2011, 10, 627—635.

4, J. M. Bolivar, B. Nidetzky. Smart enzyme immobilization in microstructured reactors, Chim.

Oggi — Chem. Today 2013, 31, 50-55.

62



Izzivi kemije pri kon¢ni obdelavi odvecnega blata komunalne
Cistilne naprave

Vesna Mislej**, Barbara Novosel?, Viktor Grilc?

! JP VODOVOD-KANALIZACNA d.o0.0., Vodovodna cesta 90, SI-1000 Ljubljana, Slovenija
? Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Veéna pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

Povzetek

Na komunalni ¢istilni napravi s projektirano zmogljivostjo 360.000 PE (spletna stran
2015)* je potrebno z mehansko-bioloskim postopkom &isenja komunalne odpadne vode
redno dosegati ustrezne ucinke ¢iS¢enja odpadne vode. Odstranjena hranila in onesnaZila so
zadrzana v biomasi 0z. zdruzbi mikroorganizmov v prezracevalnih bazenih na bioloski stopnji
koli¢ino aktivne biomase. Ta se uravnava z dnevnim odvajanjem viSka prirastka biomase. Na
mestu nastanka je to neobdelano odve¢no blato v obliki vodne suspenzije. Pred oddajo
kon¢nemu prevzemniku odpadkov jo je potrebno ustrezno obdelati, da omogo¢imo varen in
ekonomicen transport ter kon¢no obdelavo v skladu z zakonodajo. Poleg lastnega odvecnega
bioloskega blata se na napravi obdeluje tudi blato iz ostalih manjsih komunalnih ¢istilnih
naprav, Ki so v sistemu upravljanja istega upravljavca ter Se blato iz greznic iz poseljenih
obmocij, kjer ni kanalizacijskega omrezja. Obdelano (anaerobno stabilizirano in dehidrirano)
odve¢no blato komunalnih Eistilnih naprav trenutno predstavlja velik okoljski in prostorski
problem. Kljub temu, da vsebuje mnoge hranilne in mineralne snovi in ima status
nenevarnega odpadka, ga ne smemo vnaSati na zemljiS¢a ali odlagati na odlagalisca
komunalnih odpadkov. Na obravnavani komunalni Cistilni napravi se obdelana odvecna
biomasa tudi peletizira, kar precej zmanjSa manipulativne strosSke, obenem pa odpadek zaradi
zmanjSanja vsebnosti vode pridobi na kurilni vrednosti. Peleti v velikosti od 2 mm do 4 mm,
ki nastajajo v koli¢ini do 4300 ton na leto, imajo vsebnost vlage do maksimalno 10 9%,
vsebnosti pepela (preostanek pri Zarenju pri 550 °C) do 35 % s.s. ter kurilno vrednost 12-15
MJ/kg.

Konvencionalni nacin ravnanja z odlaganjem na odlagaliS¢a komunalnih odpadkov ne
pride ve¢ v poStev zaradi previsokega organskega deleza, ki je bio-razgradljiv. Razviti je
potrebno alternativni trajnostni postopek ravnanja, ki bi upoSteval hierarhijo postopkov
ravnanja z odpadki »3R«. Glede na zelo zaostrene zahteve za uporabo peletov kot biolosko
razgradljivega odpadka v kmetijstvu in glede na stanje trga prevzemnikov odpadkov v
Sloveniji je najbolj obetavna kon¢na obdelava peletov toplotna obdelava. Kot alternativno
gorivo v industrijski peci (cementarni) se ta odpadek toplotno izrabi in odstrani, hkrati pa se
mineralni ostanek vgradi v cementni klinker. Vendar pa je ta na¢in ne omogoca snovne izrabe
hraniv v peletih (amonijev duSik, fosfor, kalij in magnezij) ter nadaljnjega krozenja teh
elementov v okolju. Poleg elementov, ki jim je v odvecnem blatu potrebno slediti zaradi
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okoljskih predpisov, pa so v njem Se mnogi drugi elementi oz. njihove spojine, ki bi jih z
ustrezno tehnologijo lahko ekonomsko upravi¢eno regenerirali in reciklirali. Slika 1 prikazuje
elementno sestavo peletov obravnavane C(istilne naprave, ki je bila dolo¢ena v
reprezentativnem vzorcu peletov za leto 2013 in je tudi zelo podobna sestavi peletov,
proizvedenih v letu 2012.

5 Tezkih kovin; Elementna sestava peletov v % s.s. v 1. 2013

Sh, As, Cr,Co, Drugo; 18,6

Cu, Pb, Mn, Niin
V;0,1
Prehodne

kovine; Fe; 0,
= Sibke kovine; Al;
0,88

| Polkovine; Si;

5,60
Zemljoalkalijske __|
kovine; Ca, Mg;

5,54

B Alkalijske
kovine; Na, K;
0,42
M Halogeni; Cl, F,
Br: 0,008

B TOC; C; 38,4

B Vodik; H; 4,38

W Dusik; N; 6,15

B Fosfor; P; 2,31 | B Zveplo; 1,15

Slika 1: Vsebnost elementov v peletih, v koncentraciji nad 0,09 % suhe snovi

Koncentracija nehlapnih elementov in njihovih spojin se v preostanku po energijski izrabi
peletov zvisa. Poleg hraniv (K in P),® predstavljajo za recikliranje izziv tudi postopki
koncentriranja organskega deleza, kot je pridobivanje biooglja® in steklotvornih elementov ter
drugih elementov oz. njihovih spojin, ki imajo vezivne oz. pucolanske lastnosti.* Za dologitev
lastnosti peletov, ki bi dale informacije o njihovi sestavi, na¢inu zgorevanja, izgubi mase
peletov zaradi termi¢ne obremenitve ter lastnostih preostanka energijske izrabe peletov, se
uporabljajo termi¢ne in druge metode, predvsem XRD, SEM-EDS, testi izluzevanja in
dolocanje bio-dostopnosti. Z njihovo pomocjo pridemo do podatkov, ki omogocajo izboljsavo
tehnoloSkih postopkov za energijsko izrabo odpadkov po postopku predelave R1 (incineracija,
co-incineracija) in recikliranje organskega deleza po postopku R3 (piroliza) in recikliranje
anorganskih spojin po postopku R5.
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Povzetek

Ciklometalacija s kovinami prehoda je zelo pomembna reakcija, saj omogoca sintezo
organokovinskih produktov, ki vsebujejo vez ogljik-kovina. Najpogosteje uporabljeni metodi
za sintezo ciklometaliranih spojih sta (a) transmetalacija (prenos ligandov iz ene kovine na
drugo) in (b) metaliranje s pomocjo selektivne C—H aktlvamJe Pri reakciji transmetalacije
se uporabljajo organokovinski reagenti, ki pogosto niso komercialno dostopni ali pa so dragi.
Poleg tega je njihova sinteza, pri kateri nastajajo Stevilni stranski produkti, v mnogih primerih
tezavna. C—H aktivacija pa omogoca selektivno in direktno funkcionalizacijo nereaktivne
(hetero)aromatske C—H vezi, kar vodi do sintez, ki so ekonomsko in ekolosko prijaznejse.’

Z odkritjem  protitumornega

N\\F{R (RUCH(p-cimen)l, T delovatr.lja 'cisplatina s.e j? Zaée?%o
_N baza, topilo, ST o | gy podrocje bioorganokovinskih spojin
(spojin, ki vsebujejo vsaj eno vez

ogljik-kovina in so hkrati biolosko

4a-r N
5
cl F Br

4a:R = ©/ 4b R = ©/ 4cR = O/ aktivne) pospeseno razvijati.* Zaradi
B By . e
problema s stranskimi ucinki
4d:R = 2©/ 4e:R= 1&©/ 4F:R= % Ph (toksi¢nost,  izbruh  rezistence,
Me okvara ledvic,..) se je razvoj
4g:R = E©/ 4h:R = 3&©/ 4i:R = @: usmeril v sintezo kompleksov z

- - OMe .. .. . .
drugimi prehodnimi kovinami, med
4R= }{@[F 4"1R=;?LC[O> 4'=R=;L©\CI katerimi so posebno pozornost
o) o pritegnili rutenijevi kompleksi, ki
‘R= ‘R= - \ . C : .
4m: R }&D 4n:R= ;ZD 40:R= Q izkazujejo nizjo toksi¢nost kot ostali

Me kovinski kompleksi.
O (cHag ( : : :

4pR=s 4rR= Z raziskovanjem mehanizma
delovanja rutenijevih spojin  na
rakave celi¢ne linije je vedno bolj
jasno, da se vecCina teh kompleksov
akumulira v celicah  zaradi

sposobnosti rutenija, ki lahko

nadomesti Zelezo pri vezavi na bioloSki molekuli, transferin (protein, ki prenasa v celico
zelezo(1II)) in albumin.®

Me

Shema 1: Sinteza 2-substituiranih kinazolinov 4a-r in
rutenijevih(I1) kinazolinskih kompleksov 5.

Nase raziskovalno delo temelji na sintezi, karakterizaciji in vrednotenju rutenijevih(II)
kinazolinskih koordinacijskih spojin. Z enostavno »one-pot« sintezo smo uspesno sintetizirali
2-substituirane kinazolinske derivate 4a-r (Shema 1).” Omenjeni kinazolinski analogi 4a-r so
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nam v naslednji stopnji sluzili kot C,N-donorski ligandi za sintezo rutenijevih(ll) kompleksov
5 (Shema 1). Sintezo kompleksov smo z uporabo rutenijevega dimernega kompleksa
([RuCly(p-cimen)]) izvedli z sp>-C—H aktivacijo na substituenti R.

Za vse kinazolinske derivate in uspesSno sintetizirane
rutenijeve(ll) komplekse smo naredili podrobno fizikalno-
kemijsko karakterizacijo (nuklearna magnetna resonanca (NMR),
masna analiza (MS), infrardeca spektroskopija (IR), CHN
elementna analiza in rentgenska strukturna analiza na
monokristalu). Z namenom, da bi reakcijo C-H aktivacije
podrobneje  raziskali, smo za  kompleks z = 2-(4- )
klorofenil)kinazolinskim  ligandom s pomoc¢jo  NMR Shema 2: Kristalna struktura
spektroskopije izvedli podrobno kineti¢no Studijo. Pridobili smo rutenijevega kompleksa z 2-
odgovore na mnoga vpraanja, ki jih bomo z nadaljnjimi (4-klorofenil)kinazolinskim
raziskavami dodatno potrdili. ligandom.

Vsi sintetizirani kompleksi so v fazi intenzivnega bioloskega vrednotenja na celi¢nih
linijah na Fakulteti za farmacijo na katedri za Klini¢no biokemijo v laboratoriju prof. dr. Irene
Mlinari¢-Ras¢an. Kompleksi izkazujejo toksi¢nost na celicah Burkitovega limfoma (celice
RAIJI) z nizko mikromolarno srednjo inhibitorno koncentracijo (<5 uM).

Zahvala
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nasvete iskreno zahvaljujem. Posebna zahvala je namenjena tudi vsem sodelavcem in
sodelavkam na Katedri za anorgansko kemijo.
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Formalno podaljSanje strukture DDNP z uvedbo
feniletinilidenskih in fenildiazenilidenskih distan¢nikov
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Povzetek

Alzheimerjeva bolezen (AB) je najpogostejSa oblika demence, pri kateri gre za postopen
upad kognitivnih sposobnosti in izgubo spomina. Eden najobS$irnejsih patoloskih znakov pri
AB je kopicCenje toksi¢nih beta-amiloidnih (AB) plakov in nevrofibrilarnih pentelj
hiperfosforiliranega tau proteina, katerih koli¢ina sovpada z napredovanjem bolezni. Zgodnja
detekcija proteinskih agregatov bi omogocila diagnozo AB v zgodnjih stadijih bolezni in s
tem omogod&ila uspesnejse prepreéevanje nadaljnje akumulacije le-teh.!

Za in vitro doloCevanje prisotnosti proteinskih agregatov so ze v uporabi nekatera
fluorescentna barvila (npr. tioflavin T in kongo rdeée), ki pa so za in vivo diagnostiko
neprimerna. V ta namen so bile razvite molekulske sonde, ki so zmozne prestopiti krvno-zilno
bariero in jih je obenem mogoce zaznati z modernimi medicinskimi tehnikami kot je
pozitronska emisijska tomografija (PET). Ena prvih molekulskih sond uporabljenih v in vivo
raziskavah je 2-(1-{6-[(2-[*®F]fluoroetil)(metil)amino]-2-naftil }etiliden)malononitril
([18F]FDDNP), derivat 1,1-diciano-2-[6-(dimetilamino)naftalen-2-ilJpropena (DDNP) (Slika
1). FDDNP se uspe$no veZze tako na plake AP kot tudi fibrile hiperfosforiliranega tau proteina.
Visok emisijski maksimum molekuli FDDNP dovoljuje tudi detekcijo s fluorescenéno
mikroskopijo in vitro in tako omogoca Sirok spekter moznosti za detekcijo molekule.

N\\ //N
N\\ //N N\\ //N |
| | &

\N F\/\N OO

-

| R
DDNP ) ['*F]FDDNP 1\171/
Ry

Slika 4: Strukture molekulskih sond DDNP, FDDNP in modelne strukture podaljsanih analogov

Z zeljo pridobiti molekulske sonde, ki bi bile bolj obcutljive na zaznavo proteinskih
agregatov in vitro in in vivo, smo zasnovali analoge 1,1-diciano-2-[6-(dimetilamino)naftalen-
2-il]propena (DDNP), derivata FDDNP, ki bi emitirali svetlobo daljsih valovnih dolzin kot
DDNP. S tem bi se popolnoma izognili problemu avtofluorescence tkiva, ki moti detekcijo, in
pridobili molekulsko probo, s katero bi uspeSno zaznali proteinske agregate. Predvidevamo,
da se s povecanjem sistema 7 elektronov podaljSa tudi valovna dolzina emisije, v kolikor se
skupine nahajajo v planarni porazdelitvi. V ta namen smo za sintezo novih analogov izbrali
skupine, ki omogocajo ugodno geometrijo in prenos elektronov (Slika 1).
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V nasem laboratoriju je bila s pomo¢jo reakcij pripajanj po Sonogashiri razdalja med
elektron donorsko in elektron akceptorsko skupino v FDDNP formalno ze podaljSana s
feniletinilidenskimi in fenildiazenilidenskimi distan¢niki (Tabela 1). Absorpcijski in emisijski
maksimumi tako pripravljenih spojin 1 in 2 so bili primerljivi ali celo vigji kot pri DDNP?, kar
jim omogoca detekcijo v fluorescencni mikroskopiji. Narava substituentov na aminski skupini
bistveno ne vpliva na vezavne in opti¢ne lastnosti 3 zato je pric¢akovati podobne fizikalno-
kemijske lastnosti tudi pri fluoriranih derivatih spojin 1 in 2, primernih za uporabo in vivo.
|

NNy Y
)\'ab }‘vem
DCM DMF MeOH DCM DMF MeOH
DDNP 438 - 426 560 - 610
1 470 435 455 - - -
2 441 446 432 558 612 595

Tabela 1: Primeri podalj$anih analogov DDNP in primerjava opti¢nih lastnosti

S podobnim pristopom smo pripravili vrsto analognih spojin z razli¢nimi razdaljami
med elektron donorsko in elektron akceptorsko skupino in jim izmerili opti¢ne in vezavne
lastnosti na proteinske agregate. S temi eksperimenti smo pridobili podatke o povezavi med
razdaljo med elektron akceptorsko in elektron donorsko skupino ter eksitacijskimi in
emisijskimi maksimumi novih spojin. Na podlagi rezultatov laZje na¢rtujemo nove spojine z
Zelenimi opti¢nimi in vezavnimi lastnostmi.
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Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani za finan¢no pomoc.
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Nekovalentni organokatalizatorji na osnovi kafre
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Povzetek

Potreba po novimi, u¢inkovitimi in specificnimi katalizatorji je stalno prisotna, ker pri
katalizi ni splo$no uveljavljenih katalizatorjev, ki bi pokrili Sirok nabor reakcij z zadovoljivo
konverzijo in stereoselektivnostjo. Pri njihovi pripravi je smotrno izhajati iz lahko dostopnih
in cenovno ugodnih molekul kiralnega bazena kot so aminokisline, terpeni in sladkorji. Kafra
nam zaradi svoje edinstvene reaktivnosti in komercialne dostopnosti obeh enantiomernih
oblik ponuja veliko sinteznih moznosti za pripravo razli¢nih novih organokatalizatorjev.

Glavnino nekovalentnih organokatalizatorjev predstavljajo bifunkcionalni tiose¢ninski
organokatalizatorji. Ti se s substratom povezejo z vodikovimi vezmi in stereokemijsko
kontrolirajo organske transformacije.

V literaturi nismo zasledili spojin, Kjer je kafra uporabljena kot edino kiralno ogrodje v
kombinaciji s terciarno aminsko in 1-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)tiose¢ninsko skupino.
Odlocili smo se, da bomo pripravili takSne sisteme in preverili njihovo katalitsko aktivnost v
modelnih reakcijah adicije nukleofila na trans-B-nitrostiren.?

R ~,
1
§ 3 Y
N CF S O
HN\/( 3
HN CFs
1 2
CFs

Slika 1: Pripravljen organokatalizator s kafrinim ogrodjem 1* in komercialno dostopen katalizator 2°.
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Shema 1: Nekaj novih potencialnih bifunkcionalnih organokatalizatorjev, ki se lahko pripravijo iz
kafre. Namesto tiosecninske rocke je mozna uporaba tudi drugace funkcionaliziranega amina.
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Povzetek

Nekateri karbonatni agregati, ki se uporabljajo v betonu, so v visoko alkalni raztopini
nestabilni. Le ta pa je prisotna tudi v porni raztopini cementnega veziva, saj pri procesu
hidratacije cementnega veziva nastaja Ca(OH),. Dedolomitizacija je proces znacilen
predvsem za dolomitni agregat v mo¢no alkalnem okolju, pri katerem se tvori kalcit CaCOs,
brucit Mg(OH), in topen natrijev karbonat, v primeru, ko je alkalija NaOH. Topen natrijev
karbonat reagira s Ca(OH),, ki je produkt hidratacije cementa, in tvori sekundarni kalcit ter
natrijev hidroksid.

Clanek prouduje proces dedolomitizacije karbonatnih kamnin in malt s karbonatnim
agregatom. V literaturi vecina $tudij o dedolomitizaciji vkljucuje karbonatne agregate, ki
vsebujejo reaktivni silicij ali druge reaktivne minerale ter teste izvaja pri pospeSenih pogojih z
uporabo moé¢no alkalne raztopine.”> V nasi raziskavi smo Zeleli preuciti proces
dedolomitizacije na lokalnih karbonatnih agregatih in v realnih pogojih. Cistost izbrane
karbonatne kamnine, apnenca in dolomita, smo potrdili s petrografsko analizo agregatov ter
XRD in XRF analizo. Analize so pokazale, da agregata ne vsebujeta nobenih reaktivnih
primesi. Za simulacijo realnih pogojev smo teste izvajali v vodnem mediju pri 20 °C in 60 °C.
Za primerjavo pa smo uporabili Se pospeseno raztopino, in sicer 1 M NaOH pri 20 °C in
60 °C.

Proces dedolomitizacije smo spremljali z razli¢énimi metodami in tehnikami, in sicer z
eksperimentalnimi meritvami sprememb dolZine kamnin in maltnih prizem, opti¢no in
elektronsko mikroskopijo, atomsko absorpcijsko spektrometrijo ter rentgensko difrakcijo. Na
podlagi eksperimentalnih podatkov je mogoce podati naslednje pomembnejse sklepe:

1. Dedolomitizacija ni povzrocila ekspanzije, kar je bilo potrjeno z eksperimentalnimi
rezultati. Kljub temu smo opazili znatne kemijske in mineraloske spremembe na proucevanih
dolomitnih agregatih v cementnih maltah s ¢asom, katere niso bile prisotne pri petrografski
analizi kamnine pred pric¢etkom testiranja.

2. Temperatura in pH vrednost raztopin igrata klju¢no vlogo pri hitrosti procesa
dedolomitizacije. Izbrana temperatura 60 °C, ki je znacilna za nekatere gradbene konstrukcije,
znatno poveca proces dedolomitizacije, v primerjavi s temperaturo 20 °C.
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3. Test pri povisani temperaturi (60 °C) v 1M NaOH kaze, da se proces dedolomitizacije
pri¢ne ze po 3 mesecih na dolomitnih agregatih. Z EDS analizo smo opazili difuzijo Si in Al
atomov iz cementnega veziva v pore med novo formirana produkta dedolomitizacije, kalcit in
brucit.

4. Sprosteni COs* ioni difundirajo iz dolomitnega agregata v cementno vezivo in
reagirajo s kalcijevimi ioni v cementnem vezivu. Tvorba sekundarnega kalcita na meji
agregat-vezivo se je pokazala pri vseh dedolomitiziranih karbonatih. Sekundarni kalcit
zapolni prehodno obmocje med agregatnimi zrni in nespremenjeno cementno matrico in s tem
poveCa gostoto materiala. Na meji med dedolomitiziranim agregatom in sekundarnim
kalcitom smo opazili ozek rob — novo fazo. Faza je bogata s Si, Al in Mg atomi, ki bi lahko
predstavljal Mg-silikatni gel (Slika 1).2

Slika 1: EDS analiza malte z dolomitnim agregatom v NaOH po treh mesecih. Formiranje nove faze,
bogate s Si, Al in Mg atomi.

5. Reakcijo dedolomitizacije smo zaznali na dolomitnem agregatu, ki je bil Sest mesecev
v vodi. To pomeni, da niso potrebni nobeni pospesevalci v obliki visokih alkalnih raztopin, da
sprozijo proces dedolomitizacije. Sprozi jo Ze alkalnost cementnega veziva v obdobju Sestih
mesecev pri temperaturi 60 °C.
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Z. gvanini bogato tetravijacno DNA zvitje
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Povzetek

Molekula DNA se je sposobna zviti v razlicne dvojne, trojne ali tetravijacne strukture,
katerih narava je zelo odvisna od pogojev zvijanja in kemijske okolice vzorca. Znano je, da se
z gvanini bogati oligonukleotidi zvijejo v G-kvadruplekse, ki so tetravijaéne strukture
dokazane tudi in vivo.»? Osnovna gradbena enota G-kvadrupleksov so G-kvarteti, ki za svojo
stabilizacijo potrebujejo Na*, K*, NH," ali druge ione, ne morejo pa biti stabilizirani s
pomogjo Li* ionov, saj imajo previsoko hidratacijsko energijo. G-kvarteti se nalagajo en na
drugega in s tem tvorijo stabilno jedro strukture. Gvaninski ostanki znotraj G-kvartetov so
lahko med sabo povezani s propelerskimi, robnimi ali diagonalnimi zankami, ki lahko poleg
gvaninskih vsebujejo Se adeninske, timinske in citozinske ostanke. Zanke povezujejo gvanine
v G-kvartetih na razli¢ne nacine in s tem povzrocijo, da lahko G-kvadrupleksi zavzamejo ve¢
razli¢nih topologij, ki so zanimive kot tar¢e za biomolekule in zdravilne u€inkovine. Ostanki
znotraj zank lahko interagirajo z gvanini v G-kvartetih ali z ostanki, ki niso del G-kvartetnega
jedra in pri tem tvorijo vodikove vezi, ki niso omejene samo na Watson-Crikove geometrije.
Kadar so v z gvanini bogatih oligonukleotidih prisotni Se citoziski preostanki, je omogocena
tvorba GCGC-kvartetov, ki so zelo ob&utljivi na kemijsko okolje.>*

Predstavili bomo tetravijacni strukturi oligonukleotidov VK1 in VK2, ki vsebujeta
GGGAGCG ponovitve in se nahajata v regulacijski regiji PLEKHG3 gena.* Strukturi
oligonukleotidov sta si zelo podobni z razliko, da se VK1 zvije v dimer in VK2 v monomer.
Posebnost teh tetravija¢nih struktur je, da se ne zvijeta v G-kvadrupleks kljub temu, da je
DNA zaporedje bogato z gvanini. Po vseh znanih in pri¢akovanih spoznanjih bi se
oligonukleotida morala zviti v G-kvadrupleks, v katerem bi dva G-kvarteta kot sendvic¢
vsebovala GCGC-kvartet. Namesto tega smo dolocili tetravijacni strukturi, ki sta stabilizirani
s $tirimi G-C baznimi pari v Watson-Crick geometriji, Stirimi G-A baznimi pari v N7-N1
amino karbonil in Sestimi G-G baznimi pari v N1-simetri¢ni geometriji. G-A in G-G bazni pari
se nahajajo v osrednjem delu struktur. Na vsaki strani struktur sta dve zanki, ki sta povezani s
tremi G-G baznimi pari. Dva adeninska ostanka, ki nista stabilizirana z vodikovimi vezmi, se
orientirata proti notranjosti struktur in sta tesno zapakirana s tremi G-G baznimi pari in dvema
G-A baznima paroma. Strukturi ne vsebujeta G-kvartetov in se zato lahko zvijeta v prisotnosti
Li* ionov. Zvitje se ohrani v prisotnosti Na*, K in NH4" ionov.
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Slika 1: Struktura oligonukleotidov VK1 (a) in VK2 (b). a) Gvaninski ostanki so pobarvani modro;
adeninski rdece; citozinski oranzno; deoksiriboze svetlo sivo; O4' atomi rdece; fosforjevi atomi
oranzno. Razli¢ni verigi sta pobarvani zeleno in svetlo modro. b) Ostanki od G1 do G15 so pobarvani
svetlo modro in ostanki od G17 do G31 so pobarvani zeleno. A16 preostanek je pobarvan rdece.

Zahvala

Raziskavo je podprla Javna agencija za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije
(ARRS).

Reference

1. Neidle, S. The structures of quadruplex nucleic acids and their drug complexes. Curr. Opin.
Struc. Biol. 2009, 19, 239-250

2. Biffi, G., Tannahill, D., McCafferty, J. in Balasubramanian, S. Quantitative visualization of
DNA G-quadruplexstructures in human cells. Nature Chem. 2013, 5, 182-186

3. Kettani, A., Bouaziz, S., Gorin, A., Zhao, H., Jones, R. A. in Patel, D. J. Solution structure of a

Na cation stabilized DNA quadruplex containing GGGG and GCGC tetrads formed by G-G-
G-C repeats observed in adeno-associated viral DNA J. Mol. Biol. 1998, 282, 619-636

4. Bouaziz, S., Kettani, A., Patel, D. J. A K cation-induced conformational switch within a loop
spanning segment of a DNA quadruplex containing G-G-G-C repeats J. Mol. Biol. 1998, 282,
637-652

5. Escaja, N., Gomez-Pinto, 1., Pedroso, E., Gonzalez, C. Four-stranded DNA structures can be

stabilized by two different types of minor groove G:C:G:C tetrads. J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 2004-2014

6. Kocman, V., Plavec, J. A tetrahelical DNA fold adopted by tandem repeats of alternating
GGG and GCG tracts. Nat. Commun. 2014, 5, doi: 10.1038/ncomms6831

74



Molekularni mehanizmi bioloske varnosti pri gensko
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Povzetek

Ob vse hitrejsem napredku na podro¢ju sintezne biologije se pogosto porajajo vprasanja
glede bioloske varnosti rekombinantnih organizmov, na primer, ali bi se ti ob morebitnem
izlitju iz bioreaktorja v okolje v naravi lahko namnozili, razsirili svoj rekombinantni genetski
material in povzro€ili spremembe v ekosistemu. Na Katedri za biokemijo FKKT pod
projektnim vodstvom izr. prof. dr. Marka Dolinarja razvijamo mehanizme za biolosko varnost
rekombinantnih cianobakterij seva Synechocystis spp. 6803. Raziskovalno delo poteka v
okviru evropskega konzorcija CyanoFactory, ki zdruzuje 10 raziskovalnih skupin z razli¢nih
znanstvenih podrocij, z namenom razvoja sistema za cianobakterijsko proizvodnjo vodika.
Cianobakterije so fotosintezne bakterije, ki so tako kot rastline sposobne son¢no energijo
pretvarjati v kemijsko. Da bi cianobakterije lahko proizvajale vodik kot energent, torej bolj
ucinkovito kot v naravi, je treba vanje vstaviti gene za izboljSane encime ter prepreciti
kemijsko pretvorbo o0z. razgradnjo nastalega biovodika. Zaradi vnosa genov iz drugih
organizmov, je posebne skrbi delezno vpraSanje bioloske varnosti. V naSem laboratoriju
razvijamo mehanizme kontroliranega samounicenja, ki bi se sprozili, ¢e bi gensko
spremenjene cianobakterije prisle v naravno okolje. Za povzrocitev celi€ne smrti uporabljamo
komponente parov toksin-antitoksin ter nukleaza-inhibitor nukleaze (Slika 1). Gre za
cianobakterijam toksi¢ne proteine, ki sicer v teh bakterijah ze obstajajo, delujo pa samo
znotraj celic in za ¢loveka niso nevarni.

(A) OKOLJE:
toksin/ Pio P antitoksin/
H nukleaza f inhibitor ir

w

induktor
(B) BIOREAKTOR:

antitoksin/ P Py toksin/
“ inhibitor <_—| nukleaza

¥

Induktor
Slika 1: Shematski prikaz dveh tipov celi¢nega »stikala za kontrolirano samounic¢enje«. Mehanizem
obeh temelji na hkratnem delovanju kombinacije dveh toksi¢nih komponent, toksina ter nukleaze (t.].
dvojni samouni¢ujo¢ mehanizem) (Wright et al., 2013). (A) V primeru izlitja rekombinantnih bakterij
v naravno okolje, okoljski induktor sprozi izrazanje toksina/nukleaze in tako povzroci celicno smirt.
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Antitoksin in inhibitor nukleaze se v majhni meri neprekinjeno izrazata s Sibkega konstitutivnega
promotorja, da v bioreaktorju nevtralizirata morebitne sledi toksina/nukleaze, ki bi se lahko pojavile
ob morebitnem puscanju inducibilnega promotorja. (B) Pri drugem tipu stikala se toksin/nukleaza
izrazata konstitutivno, njuno delovanje znotraj bioreaktorja pa nevtralizira inducirano izrazanje
antitoksina/inhibitorja nukleaze. Ob izlitju bakterij v okolje, kjer ni dovolj induktorja, se nivo
nevtralizacijskih proteinov zniza, kar vodi v celi¢no smrt.

Za pripravo samounicujo¢ih mehanizmov smo gene za omenjene proteine specificno povezali
z izbranimi konstitutivnimi (Px) in inducibilnimi (P,yp) promotorji. S tem smo dosegli, da se
je ob prisotnosti (Sliki 1A in 2A) oziroma odsotnosti (Sliki 1B in 2B) promotorskih
induktorjev sprozilo celi¢no samounicenje. Pri konstruktih z enojno toksi¢no komponento
smo opazili do ~60% celi¢ne smrti, pri ¢emer smo kot induktorje uporabili kovinske ione. V
nadaljnjih mesecih bomo poskusali optimizirati varnostni mehanizem, da bi dosegli popolno
inducibilno smrt celic. Testirali bomo dodatne promotorje in druge regulatorne elemente ter
povezali toksinsko in nukleazno komponento v »dvojni samounicujo¢ mehanizem«.

A 0 PrbelL 1A P

rsB Y
( NuiA nucA-T1
L_L _.J —e BG1144 (M Ni2+ et BG 11

6 6

o . PcopB PrnpB )
‘ ssr1114 (AT) j slr0664 (T) ],

PrnpB-T prazen
WT  PcopB-AT WT  vektor
+ plazmid BG
wr PrnpB-T PcopB-AT
BG11 + Zn2+
wT + prazen E —
vektor BG11 + Cu2+

Slika 2: Prezivetje cianobakterij Synechocystis PCC 6803 po sprozitvi samouni¢ujofega mehanizma.
(A) Sprozitev izrazanja nukleaze nucA-T1 povzroci celicno smrt. (B) Pojav citotoksi¢nega ucinka kot
posledica zmanj3anja nivoja antitoksina (AT) v gojis¢u brez induktorskih ionov (Zn** ali Cu™).
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Strukturni vpogled v interakcije med kovinskimi ioni in
ucinkovinami v klini¢ni rabi.
Jakob Kljun', Iztok Turel**
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Povzetek

Zdravilne u¢inkovine pogosto vsebujejo funkcionalne skupine ali strukturne fragmente, ki
omogocajo interakcije s kovinskimi ioni oz. kovinskimi zvrstmi, ki so v bioloSkih sistemih
vseprisotni. Za protibakterijska sredstva iz druzine kinolonov je na primer znano, da delujejo
preko inhibicije bakterijske topoizomeraze II, pri ¢emer je aktivna zvrst tetraakva magnezijev
kompleks s kinolonom, ki se na kovinski ion veze preko S-ketokarboksilatne skupine.* V
prisotnosti bakrovi ali Zelezovih ionov pa se uéinkovitost Kinolonskih protibakterijskih
sredstev mo¢no zmanjSa. PoviSane ali znizane koncentracije kovinskih zvrsti lahko torej
drasti¢no vplivajo na biolosko aktivnost spojin.

Pomembno podrocje raziskav v bioanorganski kemiji je tudi iskanje sinergisti¢nih
ucinkov ob vezavi biolosko aktivnih kovinskih zvrsti na organske ligande, kar privede do
druga¢nih mehanizmov delovanja, spremenjene topnosti in absorpcije ter drugih
farmakokinetskih lastnosti.

V raziskovalni skupini prof. | Turela se s partnerskimi skupinami doma in v tujini
ukvarjamo s sintezo, strukturno karakterizacijo in Studijami bioloskih lastnosti protirakavih
rutenijevih koordinacijskih spojin s kinoloni,? 8-hidroksikinolini® in protiglivi¢nimi azoli,* v
sodelovanju z raziskovalno skupino prof. Georgea Psomasa z Aristotlove univerze v Solunu
pa z rentgensko strukturno analizo kompleksov 3d prehodnih kovin s protivnetnimi sredstvi iz
druzine fenamskih kislin.

Slika 1: Kristalna struktura spojine [n°-p-cimen)Ru(tiokonazol)Cl,]. Termi&ni elipsoidi so narisani pri
30% stopnji verjetnosti. Vodikovi atomi niso prikazani zaradi boljse preglednosti.

77



Slika 1 prikazuje sploh prvo objavljeno kristalno strukturo kovinskega kompleksa klini¢no
uporabljane protiglivi¢ne uginkovine tiokonazol, [n°-p-cimen)Ru(tiokonazol)Cl], Slika 2 pa
predstavlja zanimiv primer spojine, v kateri sta molekuli istega liganda (mefenamske kisline)
koordinirani na centralni cinkov(Il) ion na dva razli¢na nacina pri ¢emer strukturo v trdnem
stanju stabilizira mnozica vodikovih vezi.

Slika 2: Kristalna struktura spojine cinkovega kompleksa mefenamske kisline (mef) s formulo
[Zn(O,0-mef)(O-mef)(phen)(H,0)]. Termicni elipsoidi so narisani pri 30% stopnji verjetnosti.
Vodikovi atomi in ogljikovi atomi liganda phen niso prikazani zaradi boljse preglednosti.
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Uporabnost mikrofluidnih naprav v kemijski tehnologiji
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Povzetek

Za razliko od narave smo ljudje Sele pred kratkim zaceli s prakti¢no uporabo fenomenov,
ki so prisotni na mikroskopski skali. Gravitacija in vztrajnostne sile dominirajo nasa dozivetja
v fizicnem svetu, medtem ko pri prehodu iz makro v mezo ali mikro nivo postajajo vse bolj
pomembne koli¢ine kot so difuzija, povrSinska napetost in viskoznost. V mikroskopskem
svetu te koli¢ine lahko prevladajo, zato je percepcija in delovanje tega podro¢ja drugacno, kot
ga dozivljamo v nagem Zivljenju.’

Razvoj mikrofluidike je postala nova tehnoloska platforma in se ukvarja z obnasanjem,
nadzorom in manipulacijo fluidov, ki so geometricno omejeni na submilimetrsko skalo.
Uveljavila se je predvsem zaradi uspesnega razvoja in razpolozljivosti metod za izdelovanje
individualnih in integriranih konfiguracij z dimenzijami v obmoc¢ju med deset in sto
mikrometrov, lahko pa tudi $e manjsih, ki Ze posegajo v podalj$ano nanometrsko obmogje.?
Ociten efekt zmanjSevanja sistema na ali pod mikrometrsko skalo je izjemno povecanje
povrsine glede na volumen, pogosto za ve¢ redov velikosti. Navedeno omogoca bolj$i prenos
toplote in snovi, na razpolago pa je tudi vecja specifi¢na povrSina preko katere lahko poteka
transport, zakar je potrebno za dosego koncnega stanja prenesti manj skupne mase ali
energije. Poleg transportne intenzifikacije, ki je povezana z zmanjSanjem dimenzije je bila
predstavljena tudi t.i. kemijska intenzifikacija, kjer se reakcije vodijo pri zelo ostrih pogojih
(temperatura, tlak, koli¢in katalizatorja ipd.), ki jih lahko vodimo le v miniaturiziranih
napravah, zaradi izjemnega prenosa toplote ter s tem izbolj$ane procesne varnosti.> Pri danih
majhnih dimenzijah v mikrokanalu doseZemo tipi¢no laminarni tok, medpovrSinske sile so
dominantne nad gravitacijskimi silami in ker turbulenca zaradi visokih viskoznih sil ni
prisotna, je meSanje odvisno od molekularne difuzije.* Laminarni tok omogo&a boljsi nadzor
procesa ob visokem razmerju med povrSino in prostornino ter veliko medfazno povrsino, kar
je Se posebej ugodna znailnost pri ekstrakeiji tekoge-tekoce>® in pri reakcijah, ki potekajo na
medfazni povr§ini.7

Vectazne tokovne rezime lahko razdelimo v dve veliki skupini in sicer na kontinuirni tok s
stabilnim paralelnim tokom (Slika 1a) in kaplji€astim segmentiranim tokom (Slika 1b) skozi
mikrokanal.
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Slika 1: Tokovni profili vecfaznih sistemov v mikrofluidnih napravah. a) paralelni tok dveh faz z

dvema medfaznima povr§inama; b) razli¢ne oblike segmentiranega toka pri razli¢nih razmerjih

pretokov dveh faz.
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MACI: QSPR modeliranje v atmosferski kemiji

I

Jernej Markelj*, Marjan Veber!, Matevz Pompe**

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Veéna pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

Povzetek

Reakcije hlapnih organskih spojin (VOCs), ki so lahko biogenega ali antropogenega
izvora, imajo zelo pomembno vlogo pri razliénih atmosferskih fotokemijskih procesih in tako
vplivajo na koncentracijo oksidantov in aerosolov v troposferi. Ceprav so procesi nastanka
ozona ze dobro teoreticno in eksperimentalno preuceni, o procesih nastanka in izvorih
aerosolov Se vedno zelo malo vemo, Se posebno o sekundarnem organskem aerosolu.'?

Zaradi kompleksnosti in pomanjkanja ekperimentalnih fizikalno-kemijskih konstant,
potrebnih za opis sistema, je modeliranje taksnih reakcij zelo zahtevno.* Modeliranje na
osnovi preproste korelacije med strukturo in lastnostjo molekul (QSPR) je trenutno edini
realno moZen nadin, saj so izrauni celotnih reakcijskih shem &asovno zelo zamudni.*

Tukaj predstavljamo nov, uporabniku prijazen program za razvoj QSPR modelov z
uporabo povezovalnih topoloskih indeksov: MACI (angl. Molecular Activity Characterization
Indices, slika 1 prikazuje logotip). Program vsebuje ve¢ razli¢nih tipov variabilnih
povezovalnih indeksov za modeliranje fizikalno-kemijskih lastnosti.>® Razviti modeli nam,
poleg dobrih korelacij, nudijo tudi strukturno interpretacijo.” To je pomembno, ker lahko na ta
nacin dobimo boljSe razumevanje o procesih, ki vplivajo na preucevano lastnost. Program
omogoca tudi validacijo razvitih modelov. Uporabnost programa smo testirali z modeliranjem
nekaterih fizikalno-kemijskih konstant pomembnih v atmosferski kemiji: parnega tlaka,
konstante porazdelitve med oktanolom in zrakom ter reakcijske hitrosti VOCs s hidroksilnim
radikalom.

AWC

Slika 2: Logotip programa MACI v ¢rno-beli obliki.

Zahvala

Javni agenciji za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (ARRS) se zahvaljujemo za
financiranje raziskav.
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Socasno utekocinjanje in katalitska hidrodeoksigenacija
lignocelulozne biomase
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Povzetek

Cilj te eksperimentalne in kineti¢ne Studije je pretvorba lignocelulozne biomase v tekoce
pogonsko gorivo z nizko vsebnostjo kemijsko vezanega kisika v enem koraku. Pretvorba v
dveh locenih korakih je znana in vsebuje v prvi stopnji pretvorbo trdne lignocelulozne
biomase v bolj ali manj tekoco obliko (pirolizno olje, utekoCinjen les, asfaltenska frakcija pri
hidrotermi¢nem postopku utekocinjanja) v drugem koraku pa sledi katalitska nadgradnja, kjer
sta bistvena cilja znizanje viskoznosti ter zvisanje kalori¢ne vrednosti produkta. Viskoznost je
moc¢ znizati z reakcijami krekinga in hidrokrekinga, kalori¢no vrednost pa zvisati z reakcijami
hidrodeoksigenacije in dekarboksilacije. Gre za procese, ki potekajo pri visokih temperaturah
in tlakih ob prisotnosti heterogenega bifunkcionalnega katalizatorja. Neposredno
utekoc€injanje biomase v donorskem topilu in katalitska nadgradnja olj iz biomase potekata pri
podobnih reakcijskih pogojih z vidika temperature, tlaka, vodikove atmosfere in intenzivnega
mesSanja. Podobnost med zahtevanimi pogoji teoreticno omogoca zdruzitev omenjenih
procesov Vv enostopenjski proces. Katalizatorji za hidrodeoksigenacijo, kot na primer
NiMo/Al,O3, selektivno katalizirajo hidrogenolizo heterogenih atomov (kar povecuje
kalori¢no vrednost produkta), hkrati pa kisla narava nosilca katalizatorja promovira kreking,
torej depolimerizacijo makromolekul biomase. V eksperimentalni Studiji so bili uporabljeni
tudi zeolitni katalizatorji, ki se uporabljajo za namene krekinga v industriji predelave nafte,
Ceprav omenjeni katalizatorji ne katalizirajo hidrodeoksigenacije. Eksperimentalni rezultati v
reaktorju z goS¢o kazejo, da so Cas, temperatura in tlak reakcije ter izbira tipa katalizatorja
najpomembne;jsi parametri procesa so¢asnega utekocinjanja in katalitske hidrodeoksigenacije.
Po 60 minutah reakcije z NiMo/Al,O3 katalizatorjem pri 5 MPa vodika (pretok plina skozi
reaktor 1 NL min™) je pri povianju temperature s 300 °C na 350 °C dobitek utekoginjene
nepolarne faze narasel z 20 na 58 % glede na zafetno maso bukovega lesa. FTIR spekter
tekoce faze je pokazal, da utekoCinjena deoksigenirana faza ne vsebuje ne hidroksilnih ne
karbonilnih vezi, ter se meSa z nepolarnim donorskim topilom tetralinom. Kisik je bil v veliki
meri odstranjen s hidrodeoksigenacijo, ¢eprav pri vi§jih temperaturah ali niZjih tlakih vodika
zal tudi z dekarboksilacijo, kar vodi v nizje dobitke tekocega produkta zaradi odcepitve
ogljikovih atomov z molekul uteko€injene, a Se ne deoksigenirane biomase.
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Slika 1: Sestava plinske faze v odvisnosti od ¢asa in temperature pri so¢ansem utekocinjanju in
hidrodeoksigenaciji bukovega lesa v tetralinu pri tlaku 5 MPa in kon¢ni temperaturi 350 °C.

Zahvala

Zahvaljujemo se Javni agenciji za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije, ki je
omogocila predstavljeno raziskovalno delo v okviru programa P2-0152 Kemijsko reakcijsko

inZenirstvo. Zahvala gre tudi podjetju Eurecat za aktivacijo katalizatorja po TOTSUCAT"
postopku.
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Nov pristop k piridil-funkcionaliziranim triazolijevim solem in
njihova uporaba kot potencialna proti-rakava zdravila

Aljosa Bolje', Janez Kosmrlj**

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Veéna pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija

Povzetek

1,3,4-Trisubstituirane triazolijeve soli veljajo kot zelo pomembna skupina dusSikovih
heterocikli¢nih spojin. Zanimanje so vzbudile na razli¢nih podro¢jih kemije, biokemije in
materialov.

Kot del nasih raziskav v kemiji Klik triazolov' smo nedavno objavili povsem nov, zelo
uc¢inkovit pristop k pripravi piridil-funkcionaliziranih 1,3,4-trisubstituiranih triazolijevih soli
iz piridil-substituiranih 1,2,3-triazolov (Klik triazolov).? Sintetska pot bazira na selektivni
zaSciti piridinskega obroCa na omenjenem klik triazolu, alkiliranju triazola in sledec¢i odsciti
piridina. Zas¢ito smo dosegli preko piridin-N-oksidacije (Shema 1).
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Shema 1. Sinteza piridil-funkcionaliziranih 1,3,4-trisubstituiranih triazolijevih soli.

Piridil-funkcionalizirane 1,3,4-trisubstituirane triazolijeve soli so se izkazale kot
citotoksi¢ne in vitro za nekatere tumorkse celi¢ne linije v sub-mikromolarnem obmoéju.3
Trizolijeve soli smo uporabili tudi kot ligande za kovine prehoda (Ru, Pd, Ir, Os). Pripravljene
organokovinske spojine (Slika 1) so prikazale odli¢no katalitsko*® in biologko aktivnost.®
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Slika 2. Strukture Ru", I'"" in Os" kompleksa s triazolijevo soljo.

Zahvala

Zahvaljujemo se Ministrstvu za IzobraZevanje, Znanost in Sport, Javni agenciji za
raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (P1-0230), in Javnemu skladu Republike
Slovenija za razvoj kadrov in Stipendije, Sofinanciranje raziskovalnega sodelovanja
doktorskih Studentov v tujini v letu 2012, No.: 11012-16/2013 za vso finan¢no podporo.
Zahvaljujemo se tudi Fonds der Chemischen Industrie (FCI) in Freie Universitit Berlin za
finan¢no podporo pri tem delu.
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Selektivna metoda za pripravo piridil-funkcionaliziranih
triazolijevih soli
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Povzetek

Od odkritja z bakrom(l) katalizirane cikloadicije med organskimi azidi in acetileni za
sintezo 1,4-disubstituiranih  1,2,3-triazolov  (Klik triazolov), so 1,3,4-trisubstituirane
triazolijeve soli vzbudile zanimanje na razli¢nih podro¢jih kemije in materialov. Med drugim
se mnozi¢no uporabljajo v organokatalizi, kot jonske teko€ine in v kemiji koordinacijskih
spojin. Triazolijeve soli lahko sluzijo kot prekurzorji za abnormalne triazolijeve N-
heterocikli¢cne karbenske ligande (trzZNHC) z mezojosnko strukturo, ki odraza edinstveno
sposobnost koordinacije prehodnih kovin. Ceprav se lahko triazolijeve soli pripravi enostavno
z alkiliranjem duSika N3 1,2,3-triazola, to ni vedno mogoce. Ko je slednji funkcionaliziran s
potencialno reaktivnimi nukleofilnimi skupinami, taki substituenti lahko interferirajo z
alkilirajo¢im sredstvom. V tem primeru pogosto nastanejo razlitne zmesi mono- in
polialkiliranih nezelenih stranskih produktov. V ta namen smo nedavno razvili enostaven
pristop k piridil-funkcionaliziranim Klik triazolijevim solem, ki temelji na selektivni zas¢iti
piridinskega obro&a preko piridin-N-oksida (Shema 1).!
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Shema 1. Selektivna pot do N3-metiliranih triazolijevih soli.
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Testirali smo triazolijeve soli kot trzNHC ligande za paladij(ll) v Suzuki-Miyaura
reakciji v okulju prijaznem topilu vodi (Shema 2). Soli odraza izjemna aktivnost pri nizkem
vnosu katalitskih species, visokem TON-u in milih reakcijskih pogojih. V nadaljevanju, smo
triazolijeve soli analizirali kot piridil-trzZNHC N”C bidentatne ligande za rutenij(l1), iridij(I11),
osmij(Il) in baker(l). Pripravljene komplekse smo skenirali kot pre-katalizatorje za oksidacijo
izbranih primarnih in sekundarnih alkoholov ter kot katalizatorje za redukcijo s prenosom

vodika.?®
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Shema 2. Aplikacija triazolijevih soli v Suzuki-Miyaura coupling reakciji.

Zahvala
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Zahvaljujemo se tudi Fonds der Chemischen Industrie (FCI) in Freie Universitit Berlin za
finan¢no podporo pri tem delu.
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Sinteza novega tipa vinilognih peptidov
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Povzetek

AlKkil (3-oksopent-4-in-2-il)karbamate (v nadaljevanju inone) smo pripravili v dveh stopnjah
iz komercialno dostopnih (S)-N-Boc-a-aminokislin. Z adicijo dimetilamina na inone smo pripravili
(E)-enaminone, z adicijo aminokislinskih estrov pri sobni temperaturi pa smo pripravili ustrezne
vinilogne peptide. Potekla je tudi reakcija enaminonov s hidrokloridi aminokislinskih estrov v
metanolu pri 60 °C. Boc zas¢itne skupine na N-terminalu nam ni uspelo selektivno odstraniti, pri
reakciji s HCI je nastala nelocljiva zmes produktov (Shema 1).
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Shema 1: Sinteza monovinilognih dipeptidov in poskus acidolitske odstranitve zas¢ite N-terminala.

Zaradi nestabilnosti je bilo potrebno enaminonski fragment zacasno zasc¢ititi. Pri ciklizaciji
inonov ali enaminonov s hidroksilaminom nastanejo ustrezni, acidolitsko stabilnejsi, izoksazolinski
derivati. Socasno z odstranitvijo Boc zas¢itne skupine s HBr v ocetni kislini se je odcepila voda, kar
je vodilo do nastanka ustreznih izoksazolov. Enaminonski fragment smo uspeli obnoviti s
katalitskim hidrogeniranjem v prisotnosti GlyOMe-HCl (Shema 2).
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Shema 2: Zacasna zaSCita enaminonskega fragmenta s sledeco acidolitsko odstranitvijo zas€ite in
podaljSanjem peptidne verige na N-terminalu ter odstranitev za¢asne zascite enaminonskega fragmenta.
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Zahvala

Javni agenciji za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije za finan¢no podporo skozi
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Zastrupitev s 5-metoksi-N,N-metilizopropiltriptaminom (5-MeO-
MiPT)
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Povzetek

Sinteticne dizajnerske droge so v Sloveniji naras¢ajo¢ zdravstveni problem. Veliko
dizajnerskih drog ni prepovedanih in jih je mogoce naroCiti prek spleta. V tem primeru
predstavljamo zastrupitev 21-letnika s 5-MeO-MiPT. Zaradi napake v izracunu je zauzil 10-
kratnik nameravane koli¢ine. Poleg tega je bil preprican, da je kupil 5-metoksi-N,N-
diizopropiltriptamin (5-MeO-DiPT). Ko je ugotovil, da je zauzil preveliko dozo, je neuspesno
poskusil izzvati bruhanje, nato pa zaprosil za medicinsko pomo¢. Vzorca krvi in urina smo
analizirali s plinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo (GC-MS) na Institutu
za sodno medicino, Medicinske fakultete v Ljubljani.

V urinu smo zaznali 5-MeO-MiPT in njegov N-dealkiliran metabolit 5-metoksi-N-
izopropiltriptamin (5-MeO-iPT)*. 5-MeO-MiPT smo identificirali tudi v ekstraktu krvi pred
derivatizacijo in po njej. Po derivatizaciji smo v ekstraktu urina identificirali tudi N-acetilirana
derivata 5-MeO-iPT in 5-MeO-MT, v krvi pa N-acetiliran derivat 5-MeO-iPT. Drugih
toksikolosko pomembnih spojin v krvi in v urinu nismo zaznali. Kolikor nam je poznano, do
objave na svetovnem toksikoloSkem srecanju TIAFT 2013 masna spektra acetiliranih
metabolitov Se nista bila objavljena v literaturi. Opravili smo tudi interpretacijo masnih
spektrov acetiliranih metabolitov po analogiji z objavljeno literaturo®® ter izmerili relativne
retencijske indekse po Kovatsu.

Tabela 8: Relativni retencijski indeksi.

RRI

5-MeO-MiPT 2225
5-MeO-iPT 2155
5-MeO-iPT AC 2630
5-MeO-MT AC 2525

Metaboliti so vezni ¢leni med dizajnerskimi analogi. Detekcija poznanega metabolita
lahko sprozi iskanje nove dizajnerske droge, ki je v vzorcu ne bi pricakovali. Hiter in
zanesljiv pregled kromatogramov z AMDIS* (ob pravocasnem dopolnjevanju in
posodabljanju knjiznice masnih spektrov) pa skrajSuje Cas iskanja metabolitov in izboljSuje
kakovost ujemanja.
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Zahvala

Sodelavcem se zahvaljujem za prijazno pomo¢, druzini pa za potrpljenje v napornih dneh.

Reference

1.

R. Meatherall, P. Sharma, Foxy, a Designer Tryptamine Hallucinogen, J. Anal. Toxicol., 2003,
27, 313-317. Edina razlika v masnem spektru je pri molekulskem ionu m/z 232 v primerjavi z
referen¢nim m/z 233 [M+1] zaradi avtoprotonacije v ionski pasti.

Mary A. Yohannan in Arthur Berrier, Detection of Phenethylamine, Amphetamine, and
Tryptamine Imine By-Products from an Acetone Extraction, Microgram J., 2011, 8, 29-35

T. Kumazawa, K. Hara, C Hasegawa, S. Uchigasaki, X.P. Lee, H. Seno, O. Suzuki, K. Sato,
Fragmentation Pathways of Trifluoroacetyl Derivatives of Methamphetamine, Amphetamine
and Methylenedioxyphenylalkylamine Designer Drugs by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry, Int. J. Spectr., 2011, Article ID 318148 (1-12). Fragmentacija poteka analogno
tej, opisani v ¢lanku.

http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/downloads/

92


http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/downloads/

Adsorpcija azolnih inhibitorjev korozije na oksidirano
povrSino bakra

Dunja Peca’, Anton Kokalj**
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Povzetek

Korozijsko odpornost kovin in zlitin lahko izboljSamo z uporabo inhibitorjev korozije. To
so spojine, ki v zelo majhni koli¢ini znatno zmanjSajo hitrost korozijskih procesov. Med
ucinkovite organske inhibitorje korozije spadajo tudi azoli in njihovi derivati.® Azoli so
heterocikli¢ne organske molekule, sestavljene iz petélenskega obroca, ki vsebuje enega ali vec
dusikovih atomov. Ker adsorpcija molekul na povrsino kovin predstavlja pomemben korak pri
doseganju inhibicijskega ucinka, je bilo izvedenih Ze nekaj raziskav na osnovi teorije
gostotnega funkcionala (angl. density functional theory, DFT), da bi pojasnili adsorpcijo
azolnih molekul na povrsino bakra. PrejSnje Studije naSe skupine so bile osredotocene le na
interakcijo azolov z reduciranimi povriinami bakra,”> vendar je pod nevtralnimi pogoji baker
pogosto oksidiran, tj. prekrit z bakrovim(l) oksidom.

Namen tega dela je raziskati adsorpcijo treh modelnih azolnih molekul na povrSino
Cu,0(111). Z molekulskim modeliranjem na osnovi DFT smo obravnavali adsorpcijo
imidazola, triazola in tetrazola. Uporabili smo periodi¢ni model plosce, kjer se ena osnovna
celica modela ponavlja v neskoncnost v dveh smereh, medtem ko je ploS¢a v tretji smeri
sestavljena iz ve¢ atomskih plasti. Za bazni set smo uporabili ravne valove v kombinaciji z
zelo mehkimi psevdopotenciali. Racune smo izvedli z uporabo programskega paketa
Quantum ESPRESSO,° vizualizacijo pa z grafi¢nim programom XCRYSDEN.’

Povrsina CuyO(111) vsebuje dva kemijsko razli¢na bakrova atoma, tj. koordinacijsko
nasicen (CSA) in koordinacijsko nenasi¢en (CUS) bakrov atom (glej Sliko 1).

Slika 1: a) Struktura povrSine Cu,O(111). Oznacéena sta koordinacijsko nasi¢en (CSA) in
koordinacijsko nenasi¢en (CUS) atom bakra. b) Optimizirana struktura triazola na Cu,0(111).

Medtem ko je vezava nevtralnih molekul na mesto CSA podobna kot na Cu(111),** je
vezava na mesto CUS znatno moc¢nejSa; adsorpcijska energija znasa —0,5 eV na mestih CSA
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in —1,6 eV na mestih CUS. Slednja vrednost nakazuje na to, da se nevtralne molekule vezejo
mocneje na Cup,O(111) kot na Cu(111) (glej Sliko 2). Racuni so nadalje pokazali, da se azoli
na mesta CUS vezejo tako mocno, da premagajo termodinamski primanjkljaj stehiometricne
Cu,0(111). Le ta je termodinamsko manj stabilna kot t.i. Cu,O(111)-w/o-CUS, ki z razliko od
stehiometricne CupO(111) v svoji strukturi nima atomov CUS. Nasi rezultati nakazujejo, da je
inhibicijska uinkovitost azolov povezana z njihovo sposobnostjo, da pasivirajo reaktivna
mesta na povrsini.
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imidazol triazol tetrazol

Slika 2: Velikost adsorpcijskih energij za imidazol, triazol in tetrazol, vezanih na Cu(111) in mesti
CSA ter CUS na povrs$ini Cu,O(111).
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Trokomponentna enobucna sinteza pirazolo[1,2-a]
pirazolkarboksilatov

Jona Mirnik,* Uro§ Groselj," Branko Stanovnik,"? Jurij Svete**?

! Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Ve¢na pot 113, SI-1000
Ljubljana, Slovenija
2 Center Odli¢nosti EN-FIST, Trg Osvobodilne fronte 13, 1000 Ljubljana.

Povzetek

1,3-Dipolarne cikloadicije so reakcije dipolov z dipolarofili in so pomembno orodje za
sintezo petClenskih heterociklicnih obrocev. V nasi raziskovalni ekipi ze dalj c¢asa
raziskujemo reakcije azometin iminov z razli¢nimi dipolarofili, ki vodijo do pirazolo[1,2-
a]pirazolkarboksilatov. lzbrane produkte smo pripravili s stopenjsko sintezo iz
pirazolidinonov, katere smo najprej pretvorili v azometin imine, ti pa so kasneje reagirali z
izbranimi dipolarofili.' Zeleli smo razviti enostavno sintezno metodo, kjer bi se hkrati tvoril
azometin imin in reagiral z dipolarofilom. Za ustrezno sintezno metodo, kjer in situ nastanejo
azometin imini, ki nato dalje reagirajo z izbranimi dipolarofil, se je izkazala uporaba
mikrovalov. Najbolj primerno topilo za enokomponentno reakcijo je n-propanol. Pri reakciji
nastane ve¢ izomerov, vendar v ve¢jem delezu predstavlja produkt en izomer, ki je tudi
kromatografsko lo¢ljiv. Omenjena metoda je primerna za kombinatorno sintezo ciljnih spojin.
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H o
N (o] fs) /]\ N :<
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Shema 1: Prikazana stopenjska in enobucna sinteza izbranih pirazolo[1,2-a]pirazolkarboksilatov.
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Delno strukturo smo dolocili z NMR spektroskopijo s pomocjo primerjav sklopitvenih

konstant.

NOE
2-Ha: 2.39 ppm
2-Hb: 2.81 ppm me
a

Hp ol —{ncoMe
3opaan = 11.3 Hz (a-a) noEL Ph EN'N o
H =4
H

:]
Jorb-ar = 5-7 Hz (e-a) 7
Sdsppy = 12.1 Hz (a-a) §

NOE K
(syn) Ph NHBz
Compound 3b

J (1R*,3R*,5R*,6R™)

Bz = benzoyl
Mst = 2,4,6-trimethyiphenyl

Name Shift [Class |J's

2-Hb (dd) [2.38 |dd 5.18, 12.61

3H (ddd) 3.00 ddd 3.74,5.87,11.51
2-Ha (dd) [2.07 dd 11.48,13.19

Shema 2: Primerjava sklopitvenih konstant v izbranih pirazolo[1,2-a]pirazolkarboksilatih.
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Priprava enaminonskih ligandov za vezavo kovin prehoda

Ursa Tomaiinl, UroS§ Groéeljl, Branko Stanovnik?, Jurij Svete!?”
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Povzetek

Kovinski kompleksi so sestavljeni iz centralnega kovinskega atoma ali iona, Ki je akceptor
elektronskega para in enega ali ve¢ ligandov, ki so donorji elektornskega para. Ligandi so
lahko ioni ali molekule.

Strukturna in lastnostna raznolikost je omogocila uporabo koordinacijskih spojin na skoraj
vseh podrocjih kemije. Kot katalizatorji se uporabljajo pri razli¢nih kemijskih sintezah, v
biokemiji pa nastopajo kot pomembni gradniki encimov, metaloproteinov in drugje.

Enaminoni so spojine, ki imajo karbonilno funkcionalno skupino vezano poleg dvojne

vezi enamina.
o:g_\

RZ N—-R*

/

R3
Slika 5: Struktura enaminona.

Sinteza enaminonov in njihov uporaba, kot prekurzorjev za nadaljne pretvorbe je Ze
podrobno raziskana.' Slabse je raziskana njihova zmoznost koordinacijske vezave kovin in
nadaljnja kataliza reakcij.? Prisotnost prostih elektronskih parov na dusikovem in kisikovem
atomu omogoca tvorbo koordinacijske vezi s kovino. S spreminjanjem razdalje med
posameznimi atomi s prostim elektronskim parom lahko spreminjamo velikost vezavnega
mesta. S spreminjanjem strukture diamina in ketona smo pripravili strukturno razliéne mono-
in bis-enaminone. V nadaljevanju nameravamo preveriti razliko v u¢inkovitosti koordiniranja
in vpliv na katalizo reakcije v odvisnosti od strukture enaminona.
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Slika 6: Primera strukturno razli¢nih enaminonov.
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Intenzifikacija heterogene katalize v mikrofluidni napravi z
uporabo ogljikovih nanovlaken

Martin Lubej**, Andreja Zgajnar Gotvajn Igor Plazl*
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Povzetek

Podlaga, na katero je naneSen katalizator ima lahko velik vpliv pri sami hitrosti
heterogene Katalize, saj lahko prispeva k zmanj$anju upora proti difuziji reaktantov do
aktivnega mesta, kot tudi prispeva k Stevilénosti aktivnih mest in homogeni razporeditvi
katalizatorja. Testirali smo, kakSen vpliv ima obdelava povrSine aluminijevega oksida z
ogljikovimi nanovlakni, na hitrost oksidacije propionske Kisline v prisotnosti vodikovega
peroksida.

Oksidacija organskih onesnazil v vodi z vodikovim peroksidom je proces poznan pod
imenom Fentonova oksidacija. Pri procesu gre za razpad vodikovega peroksida v prisotnosti
katalizatorja (Fe?* in Fe**) na hidroksilne radikale, ki so znani kot mocni oksidanti*. Omenjeni
radikali so sposobni oksidirati organska oneslazila v vodi v ogljikov dioksid in vodo. Pri
»klasi¢nem« Fentonovem procesu se uporablja katalizator v topni obliki kot Fe?* ion, ki pa
med samim procesom oksidira v Fe**, ki je slabo topen v vodi in se zaradi tega obori v obliki
majhnih delcev Zelezovega oksida. Zaradi velike povrSine Zelezovega oksida se nanj lahko
absorbirajo vecje koli¢ine organskih onesnazil, kar lahko privede do strupenega stranskega
produkta v obliki zelezovega muljaz. Zaradi zelje po okolju prijaznem procesu, smo se
odlo¢ili za raziskave na podroc¢ju heterogenega Fentonovega procesa, pri katerem ne pride do
nastanka Zelezovega mulja, saj je katalizator v obliki Fe** pritrjen na povrsino katalitskega
nosilca. Zal pa je zaradi transportnih omejitev in zmanjSanja aktivnih mest heterogeni
Fentonov proces precej pocasnejSi v primerjavi s homogenim. Z uporabo ogljikovih
nanovlaken smo poskusali zmanjsati transportne upore in povecati aktivnost katalizatorja do
te mere, da bi bil proces ekonomicen.

Ogljikova nanovlakna smo sintetizirali s postopkom kemicne parne depozicije, pri
katerem gre za termicni razpad ogljikovodika (acetilen) v reduktivni atmosferi na elementarni
ogljik, ki se v obliki sp2 hibridiziranih vlaken nalaga na povrSini nosilca iz aluminijevega
oksida. Prav tako smo za nanos Zelezovega katalitskega sloja uporabili postopek kemicne
parne depozicije, v tem primeru je Slo za termicni razpad ferocena, ki je hlapna
organokovinska snov z vsebnostjo Zeleza. Katalitski nanodelci Zelezovega oksida naneseni na
konici ogljikovega nanovlakna so prikazani na Sliki 1.
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Slika 1: Katalitski nanodelci Zelezovega oksida deponirani na konici ogljikovega nanovlakna.

Dekompozicijo propionske Kisline smo analizirali z TOC (Total Organic Carbon)
analitsko aparaturo, ki nam poda koncentracijo ogljika, iz katere smo preracunali konverzijo
organske snovi pri prehodu skozi mikrokanal dimenzij 500x100x20000 um, ki je imel eno od
vecjih ploskev prekrito s katalitsko aktivnim slojem zelezovega oksida.

Ugotovili smo, da je pri uporabi ogljikovih nanovlaken hitrost reakcije priblizno
podvojena v primerjavi z enakim postopkom brez uporabe ogljikovih nanovlaken. Povecanje
reakcijske hitrosti pripisujemo predvsem izboljSanemu transportu reaktantov do aktivnih
katalitskih mest, ter povecanemu $tevilu le teh.
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Uporaba kineti¢nih in ravnoteznih modelov v kalorimetriji
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Povzetek

Za pravilno delovanje bioloskih sistemov so klju¢ne intermolekularne (npr. vezava
ligandov na makromolekule) in intramolekularne (zvitje makromolekul) interakcije.
Razumevanje povezav med strukturo bioloskih makromolekul, njihovo termodinamsko
stabilnostjo in interakcijami z ostalimi molekulami ostaja eden izmed klju¢nih izzivov v
biokemiji in biotehnologiji. Tak$no znanje omogoca razvoj bolj stabilnih proteinov,
stabilnej§ih formulacij zdravil in nacrtovanje ter sintezo ucinkovitih farmacevtskih
uéinkovin.!

Kot zlati standard za raziskovanje termodinamskih lastnosti bioloskih makromolekul, sta
se v svetu uveljavili dve kalorimetri¢ni tehniki — diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (DSC) in
izotermna titracijska kalorimetrija (ITC). V naSem laboratoriju dolo¢imo termodinamske
lastnosti opazovanih procesov s pomocjo globalnega prileganja modelnih funkcij
eksperimentalnim podatkom, pridobljenih s pomocjo kalorimetriénih in spektroskopskih
tehnik. Uporaba razlicnih eksperimentalnih tehnik omogoca boljsi vpogled v preucevane
sisteme in modelni funkciji, v primeru uspes$nega opisa eksperimentalnih podatkov, zvisuje
verodostojnost. Za raziskave strukturnih sprememb proteinov in nukleinskih Kislin ter
njihovega prepoznavanja s strani drugih molekul uporabljamo tako kineticne kot tudi
ravnotezne modele. Tako smo uspeli s pomoc¢jo kineti¢énih modelov dolo€iti termodinamske
lastnosti termi¢ne denaturacije Cloveskega serumskega albumina in zvitje Oxy-1.5 G-
kvadrupleksa?, z uporabo ravnoteznih modelov pa smo dobili vpogled v termodinamske
lastnosti zvitja o0z. razvitja G-kvadrupleksa nukleotidnega zaporedja ¢loveske telomerne
regije® in vezave liganda kaliksarena na podenoto B toksina kolere.
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Slika 1: Izracunani delezi konformacij Tel22 v raztopini v odvisnosti od temperature in koncentracije
K" ionov. Na desni je prikazan model, s katerim smo uspesno opisali eksperimentalne podatke.
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Vpliv kemijske strukture na bioloSko aktivnost
organorutenijevih spojin s kisikovimi ligandi
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Povzetek

Odkritje molekule cisplatina v poznih Sestdesetih letih -
prejSnjega stoletja je vzpodbudilo razvoj koordinacijske kemije
in pripomoglo k nastanku mnogih novih  kovinskih

kompleksov.! V zadnjih letih so se predvsem rutenijeve spojine Ru
izkazale kot nova potencialna protirakava zdravila. V bioloskih / | "//0
sistemih se namre¢ oksidacijsko Stevilo rutenija zlahka (0]

spreminja od +2 do +4, kar lahko izkoristimo za optimizacijo u
ucinkov zdravila. Dokaj enostavna sinteza organorutenijevih

spojin nam omogoca kreiranje Sirokega nabora spojin in P = p - cymene
posledi¢no raziskovanje vpliva kemijske strukture na

protirakavo aktivnost spojin. 0,0 = F;,CCOCHCOAr

Organorutenijevi kompleksi s fluoriranimi  Kisikovimi
ligandi kot so p-diketonati so zaenkrat Se dokaj neraziskano
podro¢je in glede na dosedanje rezultate podobnih spojin veliko
obetajo. Vse spojine imajo tipi¢no obliko klavirskega stolc¢ka
(Slika 7), in hkrati nudijo veliko manevrskega prostora za njihovo nadaljnjo optimizacijo. Z
zamenjavo aromatskega dela liganda na p-diketonatu smo ustvarili 6 razli¢nih, a dokaj
podobnih kompleksov; [(n®-p-cymene)Ru(FsCCOCHCOAT)CI]. V nadaljevanju pa se imamo
namen osredotocili Se na spremembo kaksSnega drugega dela kompleksa. Vse spojine smo
celotno fizikalno-kemijsko okarakterizirali, vkljuujo¢ z nuklearno magnetno resonanco
(NMR) in rentgensko strukturno analizo. Preverili smo stabilnost spojin v vodnih raztopinah s
pomocjo NMR in UV spektroskopije. Vsi kompleksi so bili testirani na ve€ razlicnih celi¢nih
linijah. Najvi§jo uinkovitost so izkazale na celicah kostnega raka in raka jajcnikov (Slika 8).
Odkrili smo, da dolocene strukturne spremembe lahko vplivajo na njihovo delovanje in
aktivnost v bioloskih sistemih.

Slika 7: Organorutenijeve
spojine v obliki klavirskega
stola.
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Slika 8: ICs, vrednosti za 6 testiranih spojin na rakavih celicah kostnega mozga (levo) in
raku jajénikov (desno).

V ve¢ znanstvenih Studijah so ze uspeli dokazati, da imajo rutenijeve spojine, z
dobrimi predispozicijami za bodoca zdravila tudi veliko sorodnosti s podobnimi
koordinacijskimi spojinami, ki so specifiéne za stereo-selektivnost v organski sintezi. Pri
rutenijevih kompleksih, bolj znanih kot Grubbsovi katalizatorji, se je izkazalo, da imajo
veliko vlogo pri inhibiciji encimskih reakcij in vplivajo na celi€éno rast ter celi¢ni
metabolizem.? Nekateri tipi katalizatorjev so se izkazali tudi za potencialne bioloske
katalizatorje, ki inhibirajo encimsko dejavnost in nadaljnjo rast tumorskih celic.® Obstaja torej
moznost, da tudi organorutenijeve spojine vplivajo na smrt rakavih celic preko doloc¢enih
katalitskih mehanizmov. Med drugim smo uspeli dokazati, da ima pet izmed teh spojin tudi
katalitske lastnosti.*
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anhidridom v odprtem sistemu
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Povzetek

V raziskavi smo uporabili komercialno dostopno obnovljivo epoksidirano sojino olje
(ESO) kot alternativo sinteticnim epoksidiranim smolam, ki se Siroko uporabljajo kot matrike
v premazih, lepilih in kompozitnih materialih. Kot trdilec pa smo uporabili malein anhidrid
(MAH), ki se v epoksidnih sistemih pogosto uporablja’. Kljub vsemu kinetika zamreZevanja,
ki vkljucuje MAH kot trdilec Se ni bila obSirneje preucevana, predvsem zaradi izhlapevanja
MAH-a med samim procesom in predstavlja tezavo za kvantitativno analizo. Posledi¢no smo
kinetiko zamrezevanja ESO in MAH spremljali kvantitativno s pomocjo kombinacije
diferen¢ne dinamic¢ne kalorimetrije (DSC) in termogravimetricne analize (TGA). V fazi
matemati¢nega modeliranja neizotermnega procesa zamreZevanja smo uporabili Sestak-
Berggren avtokatalitiéno enatbo®, katere smiselnost uporabe je bila potrjena z Malékovo
kineti¢no analizo®.

Za izvedbo eksperimentov DSC in TGA smo ESO zmesali s trdilcem MAH v molskem
razmerju 1:1. Za tem smo meSanici dodali razli¢ne koli¢ine katalizatorja 4-amino-3-hidrazino-
5-merkapto-1,2,4-triazola (AHMT), in sicer 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 in 2,5 ut.% katalizatorja na maso
meSanice ESO/MAH. Vzorce smo segrevali s hitrostjo segrevanja 20 °C/min in za potrebe
modeliranja pod neizotermnimi pogoji na vzorcu z 2,0 ut.% katalizatorja opravili tudi
eksperimente s hitrostmi segrevanja 10, 15 in 20 °C/min. Konéni termogram, ki smo ga
uporabili v nadaljnji kineti¢ni analizi je bil tako seStevek rezultatov DSC in TGA rezultatov.

Z namenom Studije kinetiénega modela smo najprej dolo€ili navidezno aktivacijsko
energije, enega od pomembnih parametrov pri karakterizaciji reakcije zamreZevanja.
Navidezna aktivacijska energija E, za meSanico ESO/MAH z 2,0 ut.% katalizatorja je bila
dologena s pomo¢jo metode po Kissingerju® (68,4 kJ/mol), kar predstavlja zna&ilno obmodje
za obiCajne epoksi-anhidrid polimerizacijske sisteme (50-80 kJ/mol). S pomo¢jo Malékove
kineticne analize smo dokazali tipi¢ne avtokataliticne karakteristike reakcije. Parametre, ki
smo jih dolo€ili s pomocjo Malékove kineticne analize, smo v nadaljevanju uporabili kot
zaGetne vrednosti pri matematiénem modeliranju Sestak-Berggrenovega avtokatalitiénega
modela. Celotni set kineticnih parametrov smo dolocili s pomocjo nelinearne regresije in
uporabo metode najmanjSih kvadratov. Pridobljeni vrednosti reakcijskih redov n in m sta
znasali 2,275 in 0,420, medtem ko je bila vrednost predeksponentnega faktorja enaka
3,91x107° s, Kineti¢na predvidevanja s pomocjo izbranega modela so pokazala zadovoljivo
ujemanje z eksperimentalnimi podatki (Slika 1). Po pridobitvi kineticnih parametrov pri
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razlicnih hitrostih segrevanja za sistem z 2,0 ut.% katalizatorja, smo kineticne parametre
ocenili tudi za ostale razli¢ne koli¢ine katalizatorjev, pri ¢emer smo predvidevali, da se bo s
spreminjanjem koli¢ine katalizatorja spreminjala le E, (Slika 2). Navidezna aktivacijska
energija se je z naraScanjem koli¢ine dodanega katalizatorja v meSanico ESO/MAH (0,5 do
2,5 ut.%) =znizala iz 69,1 na 67,8 kJ/mol. Z doseganjem zadovoljivega ujemanja
eksperimentalnih podatkov z izraunanimi smo tako dokazali, da z uporabljenim Sestak-

Berggren kineticnim modelom lahko ustrezno opiSemo razvoj neizotermne reakcijske hitrosti
za sistem ESO/MAH.
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Slika 1. Primerjava eksperimentalnih in Slika 2. Primerjava eksperimentalnih in
izracunanih podatkov zdruzenih DSC in TGA izracunanih podatkov zdruzenih DSC in TGA
meritev za proces zamrezevanja mesanice meritev za proces zamrezevanja VZorcev s
ESO/MAH z 2,0 ut.% katalizatorja pri razli¢nih spreminjajoco koli¢ino katalizatorjev pri hitrosti
segrevalnih hitrostih. segrevanja 20 °C/min.

Glede na nasSe vedenje je to tudi prva Studija, kjer je kombinacija DSC in TGA analize
vodila do kineti¢ne Studije sistema, kjer med procesom zamreZevanja ena od spojin izhlapeva
iz sistema. Predstavljeno dela predstavlja jasno sliko neizotermne reakcijske kinetike sistema
ESO/MAH.
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Karakterizacija ortokaspaze iz cianobakterije Microcystis
aeruginosa PCC7806, prokariontskega homologa kaspaz
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Povzetek

Programirana celi¢na smrt je mehanizem, s katerim veccelicni organizmi odstranjujejo
potencialno skodljive celice in tako preprecujejo razvoj patoloskih procesov. Za ta kontroliran
proces je kljuéno delovanje kaspaz - cisteinskih endopeptidaz, ki cepijo svoje substrate za
aspartatnimi aminokislinskimi ostanki. Do sedaj sta bili opisani dve homologni skupini
proteinov: metakaspaze, ki so bile identificirane pri rastlinah, kvasovkah in parazitih, ter
parakaspaze, identificirane pri Zivalih in plesnih'. Vse kaspaze vsebujejo domeno p20 z
znacilnim kaspaznim zvitjem in kataliti¢no diado, ki jo tvorita cistein ter histidin (slika 1).

Nedavne analize so pokazale, da tudi prokarionti vsebujejo kaspazam podobne proteine, a
je bil njihov obstoj do sedaj pokazan le in silico. S poravnavo aminokislinskih zaporedij smo
v cianobakteriji Microcystis aeruginosa PCC7806 identificirali $est domnevnih kaspazam
podobnih proteinov ter jih poimenovali ortokaspaze. Clane te druzine smo oznaéili od
MaOC1 do MaOCS6, ter za nadaljnjo karakterizacijo izbrali MaOC1. Rekombinanten protein
smo pripravili v E. coli in ugotovili, da gre za 75 kDa velik protein. Preliminarne kineti¢ne
meritve so pokazale, da je MaOC1l endopeptidaza, ki cepi za pozitivno nabitimi
aminokislinami in ima optimum delovanja pri pH 7,5. IzraCunane vrednosti konstant Ky za
substrata Z-RR-AMC in Z-FR-AMC sta bila 5 uM oz. 50 uM. Ugotovili smo, da s
prekomernim izrazanjem v E. coli pride do samocepitve rekombinantnega proteina za
argininskim ostankom na mestu 219 (Arg219). Pri tem pride do loCitve manjSe, domeni p20
podobne domene, ter vecje, 55 kDa velike domene. Za razliko od metakaspaz, katerih
delovanje je odvisno od kalcija, ter parakaspaz, ki se aktivirajo z dimerizacijo? smo dokazali,
da za aktivnost ortokaspaze MaOC1 zadostuje le proteoliticna cepitev. Mutirana oblika
rekombinantnega proteina z alaninom namesto arginina na mestu 219 (Arg219Ala) ni bila
zmozna procesa samocepitve in tudi ni bila kataliticno aktivna, iz ¢esar smo sklepali, da je
samocepitev MaOC1 predpogoj za njeno aktivnost.
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Slika 1: Model domene p20 proteina MaOC1 (levo). Z rumeno barvo je oznacen kataliti¢ni cistein na
mestu 170, ki s histidinom na mestu 110 (modro) tvori kataliti¢cno diado. Model je bil narejen na
podlagi kristalne strukture &loveske parakaspaze MALT1® s programom Modeller 9.14. Desno: prikaz
umestitve tetrapeptida VRPR v aktivno mesto proteina MaOC1. Umescanje je bilo izvedeno s
programom AutoDock Vina. Obe sliki sta bili narejeni s programom PyMOL (DeLano Scientific
LLC).
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Multielementna analiza slovenskih vin z ICP-MS, LA-ICP-MS in
ICP-OES ter klasifikacija glede na geografsko poreklo
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Povzetek

Raziskave za dolocitev geografskega porekla in klasifikacijo vin (ali hrane na splos$no)
postajajo vse pomembnejSe zaradi doloCitve avtentiCnosti in trzne vrednosti izdelka. Zaradi
sestave, kakr§no ima vino in splo$ne dostopnosti po vsem svetu je lahko tudi potvorjeno.
Poznanih je veliko primerov namernega potvarjanja  geografskega porekla
vina — takoimenovane vinske goljufije.

V pri¢ujoem prispevku predstavljamo uporabo tehnik ICP-MS in ICP-OES s katerima
smo dolo¢ili multi elementno sestavo 272 slovenskim ustekleni¢enim vinom. Geografsko
klasifikacijo analiziranih vin smo izvedli s kemometrijskimi postopki glede na ugotovljeno
elementno sestavo vzorcev. Za klasifikacijo smo uporabili protitocne umetne nevronske
mreze (CPANN — counter-propagation artificial neural networks). Od 49 merjenih elementov
smo za izgradnjo koncnega klasifikacijskega modela uporabili 19 elementov. Najbolj$i model
je pravilno predvidel 82% vzorcev eksternega seta belih vin. Ce upostevamo geografsko
majhnost vinorodnih obmodij Slovenije (skupaj le 22000 hektarov) so rezultati Klasifikacije
zelo dobri.

Vzorce rdecih vin, ki izhajajo ve€inoma iz enega vinorodnega obmoc¢ja (Primorska), smo
lahko z visoko natanénostjo klasificirali celo v vinorodne okolisSe. Iz CPANN modela smo
ugotovili tudi najpomembnejse elemente, odgovorne za klasifikacijo.

Kot alternativno tehniko multielementne analize vin obravnavamo tudi LA-ICP-MS. Za
vzorcenje vin smo uporabili filtrne papirje, namocene v vzorce vina, ki smo jih posusili in
kasneje analizirali z LA-ICP-MS. Pozitivne in negativne lastnosti analize namoc¢enih filtrnih
papirjev z LA-ICP-MS smo primerjali z obi¢ajno analizo teko¢ih vzorcev vina z ICP-MS.
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Slika 1: "Top-map" CPANN modela klasifikacije belih vin. Nevronska mreza je toroidne oblike, kar
pomeni, da sta leva in desna strani mape sosedi, tavnotako kot zgornja in spodnja stran. Oznake "E" in
"T" pomenita vzorce eksternega in testnega seta. Stevilka predstavlja identifikacijsko tevilko vzorca,

barve vinorodno obmoc¢je. Napac¢no klasificirane vzorce oznacujejo kvadratki v barvi predvidenega
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Povzetek

Nano-kristaliniCen fotokatalitsko aktiven titanov dioksid je zaradi svojih uporabnih
lastnosti, kemijske stabilnosti in nestrupenosti eden najbolj preiskovanih materialov zadnjih
nekaj desetletij. TiO, nastopa v vec¢ kristalnih modifikacijah, najbolj zanimivi za uporabo sta
anataz in rutil. Obe modifikaciji izkazujeta polprevodne lastnosti n-tipa z energijo
prepovedanega pasu 3.2 eV za anataz in 3.0 eV za rutil. Sirok prepovedan pas omejuje
uporabo TiO;, kot fotokatalizatorja v vidnem delu svetlobnega spektra. Za povecanje
aktivnosti se posluzujemo razli¢nih metod, ena od teh je dopiranje z razli¢nimi elementi.*

S hidrotermalno metodo smo sintetizirali nanodelce titanovega oksida. Kot izvor titana
smo uporabili titanov oksosulfat (TiOSO,). Le-tega smo hidrolizirali z amoniakom in
precipitat temeljito sprali z destilirano vodo, s ¢imer smo odstranili sulfatne ione. Hidroliziran
gel smo nakisali z dusikovo kislino in ga dispergirali v destilirani vodi. Hidrotermalno sintezo
smo izvajali pri pH vrednostih 0,5, 0,7 in 1,0, Izbranim vzorcem smo dodali doloc¢eno
koli¢ino izopropanola (Ti:iPrOH = 1:0,4). Pri1 teh sinteznih parametrih smo pripravili vzorce z
razli¢no fazno sestavo anataza, rutila in brookita. Vzorec z najvecjo fotokatalitsko aktivnostjo
v vidnem delu spektra smo v nadaljevanju raziskave dopirali z duSikom. V izhodno zmes smo
dodajali razli¢ne prekurzorje dopanta: amonijev nitrat, secnino ali tripropilamin. VVzorec smo
dopirali z 0,5, 1,0 in 2,0 mol.% dusika.

Tabela 1: Sintezni pogoji, sestava in lastnosti sintetiziranih nanodelcev TiO,.

VIS UV+VIS
aktivnost aktivnost
[ppm/h] [ppm/h]

SSA Rutil Anataz  Brookit

Vzorec  pH  IPrOH [m’/g] [mas.%] [mas.%] [mas.%]

pH 0,5 0,5 / 43 100 0 0 70 970
pH 0,7 0,7 / 119 36 57 7 10 310
pH 1,0 1,0 / 117 25 66 9 9 340
pH0,5-0,5 0,5 0,5 54 100 0 0 95 1150
pH0,7-0,5 0,7 0,5 58 100 0 0 85 1250
pH1,0-05 1,0 0,5 100 77 20 9 60 970
P25° / / 50+15 12 88’ 0 40 900

1V navedeni referenci so podani odstotki anataza, rutila in amorfne faze. Podatki v tabeli zajemajo samo
odstotke kristalnih faz in je delez amorfne faze izpuséen, tako kot pri ostalih vzorcih.
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Fazno sestavo vzorcev smo dolocili s pomocjo rentgenske praskovne difrakcije in uporabo
Spurr-ove enacbe. Vzorcem smo izmerili specificno povrsino z BET metodo. Morfologijo in
velikost delcev smo dolocili na osnovi posnetkov, narejenih z vrsticnim elektronskim
mikroskopom (FE-SEM). Fotokatalitsko aktivnost vzorcev smo merili v zaprtem reaktorskem
sistemu plin-trdno. Za modelno neéistoCo smo uporabljali izopropanol in fotokatalitsko
aktivnost dolocali s spremljanjem hitrosti nastajanja acetona, ki je prvi produkt oksidacije
izopropanola. Koncentracijo izopropanola in acetona smo zasledovali s FTIR spektroskopijo.
Aktivnost nasih vzorcev smo primerjali s komercialnim fotokatalizatorjem Evonik p25.3

Slika 1: FE-SEM posnetka vzorcev a) pH1.0, 25 mas.% rutila, 66 mas.% anataza in 9 mas.%
brookita; b) pH0.5-0.5, 100 mas.% rutila.

Ugotovili smo, da s spreminjanjem sinteznih parametrov (pH vrednosti in dodatek
izopropanola) lahko vplivamo na sestavo in funkcionalne lastnosti titanovega dioksida. Nizek
pH favorizira nastajanje rutila, medtem ko pri vi§jih vrednostih pH dobimo meSane faze
titanovega oksida. Dodatek izopropanola prav tako pospeSuje nastajanje rutila. Z
zmanj$evanjem pH vrednosti in dodatkom izopropanola smo uspeli pripraviti TiO, z visoko
fotokatalitsko aktivnostjo, ki za ve¢ kot dvakrat presega aktivnost P25. Najbolj fotokatalitsko
aktivna se je v nasih raziskavah izkazala rutilna modifikacija.> Dopiranje z dusikom po
opisanem sinteznem postopku bistveno ne vpliva na fotokatalitske aktivnosti nano TiO..
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Reoloske lastnosti UV zamrezljivih lepil obcutljivih na pritisk z
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Povzetek

UV zamrezljiva lepila obcutljiva na pritisk (PSA) so ena izmed perspektivnih novih PSA
materialov’2. Njihova glavna prednost je relativno nizka viskoznost prepolimera Ze pri sobni
temperaturi, ki omogoca premazovanje z uporabo obiCajnega premazovanja z valji.
Prepolimer je sintetiziran v procesu moc¢no eksotermne radikalske polimerizacije v masi z
uporabo razli¢nih vrst in koli¢ine akrilnih monomerov.>* Kon¢na struktura lepilnega premaza
z ustrezno kohezivnostjo je doseZena z izpostavitvijo PSA premaza UV svetlobi. Za iniciacijo
zamrezevanja z UV svetlobo je v zmes monomerov dodan nenasicen fotoiniciator pred samim
zaCetkom polimerizacije z namenom njegove vgradnje v polimerne verige in kasnejSega
zamreZevanja le-teh.!

Predmet nasih raziskav je bil ugotovitev vpliva koliine akrilne kisline (AA) kot
komonomera na spremembo reoloskih lastnosti UV zamrezljivega PSA prepolimera
pripravljenega brez uporabe topil med samo polimerizacijo kot tudi njihov vpliv na reolosko
obnaSanje konnega sintetiziranega prepolimera v odvisnosti od temperature in od strizne
hitrosti, ki so kljuéne za pravilno izbiro premazovalnega sistema in procesne pogoje pri
premazovanju. Za reolosko karakterizacijo UV zamreZljivega akrilatnega lepila obcutljiva na
pritisk smo pripravili reakcijske zmesi z razli¢no koli¢ino dodane AA. Reakcijsko zmes so
sestavljali trije akrilatni monomeri (2-etilheksil akrilat (2-EHA), t-butil akrilat (t-BA) in
akrilna kislina (AA)), iniciator azobisizobutironitril, prenaSalec aktivne verige n-
dodecilmerkaptan in nenasi¢en UV fotoiniciator 4-akriloiloksibezofenon. Koli¢ina akrilne
kisline v zmesi smo spreminjali od 0 do 9 ut. %. Vsi eksperimenti so bili opravljeni na Anton
Paar MCR 301 reometru opremljen s senzorskim sistemom dveh vzporednih plosS¢ premera 50
mm.

Viskoznost vseh reakcijskih zmesi z razlicnim delezem dodane AA je med sintezo
prepolimera narascala kot posledica povecevanje deleZa nastajajocih polimernih verig v zmesi
in naras€ajoe povpreCne molekulske mase kakor tudi kot posledica nastajanja
medmolekulskih vodikovih vezi med posameznimi polimernimi verigami v primeru dodane
AA (slika 1). Podobno sta se povecevala tudi elasti¢ni in viskozni modul v vseh testiranih
zmeseh. S poveCevanjem deleza AA v zmesi se je narascanje elastiCnega modula zacelo pri
vedno krajs$ih reakcijskih Casih in je tudi dosegel vecjo kon¢no vrednost, kar nakazuje na
poveCano elasticno obnaSanje prepolimera kot posledica nastajanja medmulekulskih
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vodikovih vezi. Reoloske lastnosti sintetiziranega prepolimera brez AA so bile neodvisne od
striznih hitrosti v prou¢evanem obmocju. V primeru dodane AA pa je reoloSko obnaSanje
prepolimera postalo pogojeno s striznimi pogoji (slika 2). Vi§je strizne hitrosti so povzrocile
prekinitev vodikovih vezi, kar se je odrazalo v znizanju viskoznosti in vrednostih obeh
modulov.

2 4 ] 5 2
10 10 10 10 s 10

i

Slika 1: Viskoznost in temperatura reakcijske zmesi  Slika 2: Viskoznost prepolimera z razli¢nim
z razlicnim delezem AA med polimerizacijo dodatkom AA v odvisnosti od strizne hitrosti v
(konstantna strizna hitrost 1 s™). obmogju od 0,01 do 100 s™.

Znizevanje viskoznosti in vrednosti modulov je bilo opazeno tudi pri zviSevanju temperature.
Opazeno pa je bilo veCje znizanje v primeru prepolimera z ve¢jo vsebnostjo AA zaradi
prekinitve vodikovih vezi. Kljub povecevanju vrednosti elastiénega modula s povecevanjem
dodane AA v zmesi pa je vrednost viskoznega modula Se vedno bila ve¢ja od vrednosti
elastiénega modula v celotnem proucevanem temperaturnem obmocju in obmocju striznih
hitrosti.
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