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Popis kratica

DNA — deoksiribonukleinska kiselina
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9-mA — 9-metiladenin

I-mT — 1-metiltimin

I-mU — I-metiluracil

9-mG — 9-metilgvanin

9-eG — 9-etilgvanin

1-mC — 1-metilcitozin

PXRD - difrakcija rentgenskog zracenja na polikristalnom uzorku

VT-PXRD - difrakcija rentgenskog zraCenja na polikristalnom uzorku uz promijenjivu

temperaturu
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1. Uvod

Komplementarne nukleobaze najpoznatiji su primjer molekulskog prepoznavanja®. Upravo je
povezivanje baza odgovorno za stabilnost dvostruke uzvojnice DNA.! To otkriée potaknulo je
brojna istrazivanja o na¢inima medusobnog povezivanja derivata nukleobaza. Navedeni su svi

poznati primjeri 1:1 kokristala izmedu komplementarnih nukleobaza.
Poznati kokristali adenina i timina:
a) 9-metiladenin:1-metiltimin?
b) 9-oktiladenin: 1-oktiltimin®.
Poznati kokristali adenina i uracila:
a) 9-etil-8-bromoadenin:1-metil-5-bromouracil*
b) 9-etiladenin: 1-metil-5-fluorouracil®
¢) 9-etiladenin:1-metil-5-bromouracil®
d) 9-etiladenin:1-metiluracil’.
Poznati kokristali gvanina 1 citozina:
a) 9-etilgvanin:1-metilcitozin®
b) 9-etilgvanin:1-metil-5-fluorocitozin’
¢) 9-etilgvanin:1-metil-5-bromocitozin’.

Zanimljivo je spomenuti kako je prepoznavanje nukleobaza u ¢vrstom stanju slabo istrazeno.
Jedini do sada opisani primjer sinteze kokristala nukleobaza u ¢vrstom stanju je 1:1 kokristal
izmedu 9-metiladenina i 1-metiltimina dobiven mehanokemijskom sintezom.!” Takoder je
pokazano da on u ¢vrstom stanju nastaje selektivno uz prisutnost tre¢e, nekomplementarne

nukleobaze.

2 Sinonim za molekulsko prepoznavanje je molekulsko samoudruzivanje. Ono se takoder ¢esto spominje u
literaturi ovisno o izboru autora.



U ovome radu istrazena je mogucnost sinteze kokristala komplementarnih nukleobaza u
¢vrstom stanju. Kao reaktanti su koriStene nukleobaze koje su metilirane na atomu dusika na
kojem je u DNA ili RNA vezana deoksiriboza, odnosno riboza (slika 1). Naglasak je stavljen
na sintezu kokristala izmedu 9-metiladenina i1 I-metiluracila te 9-metilgvanina 1 1-
metilcitozina s obzirom da ti kokristali nisu poznati u literaturi. Metode koje su koriStene za
sintezu kokristala u ¢vrstom stanju su starenje reakcijske smjese, mehanokemijska sinteza i

termalna sinteza.

a) NH, b) ) ¢) 0]
\ N CH;
N NH NH
A J UL LA
/N N/ T 0] T 6]
HsC CH,3 CH,
0 NH,
d) e)
A NH S
1T L
/N N/ NH, T ©
H,C CHj

Slika 1. Molekulske strukture: a) 9-metiladenin. b) 1-metiltimin. c¢) 1-metiluracil. d) 9-

metilgvanin. e) 1-metilcitozin.



2. Literaturni pregled

2. 1. Podrijetlo bioloski vaznih organskih molekula

Dvije su glavne teorije o podrijetlu organskih molekula na Zemlji. Jedna skupina
znanstvenika zagovara teorije prema kojoj su bioloski vazne organske molekule nastale na
Zemlji.!! Druga opisuje transport organskih molekula iz meduzvjezdanog prostora te njihovu

ugradnju u materiju solarnog sustava poput kometa i meteorita koji su pronadeni na Zemlji.'?

Meteoriti sadrze zapis kemijskih procesa koji su se zbili u Sunc¢evom sustavu, a prethodili su
postanku zivota na Zemlji. Karbonatni meteoriti su potencijalno vazni izvori organskih
molekula koje su bile potrebne za nastanak Zivota na Zemlji. Smatra se da su prvi stani¢ni
sustavi u ranoj fazi razvoja Zemlje bili sastavljeni od tri komponente: nukleinskih kiselina,
proteina i stani¢nih membrana.'> Molekularne podjedinice potrebne za konstrukciju
navedenih makromolekulskih struktura pronadene su u meteoritima. Prisutnost 1 distribucija

nukleobaza i njenih analoga u karbonatnim meteoritima odredeni su metodom LC-MS.!*

Molekule koje su bile nuzne za prve Zive organizme morale su zadovoljavati odredene
kriterije stabilnosti. Ravnoteza izmedu njihove sinteze i raspada mora biti povoljna jer u
suprotnom njihova akumulacija nije moguca. S. L. Miller i suradnici su pokazali da su
konstante hidrolize adenina, timina, uracila, gvanina i citozina pri temperaturama znatno

visim od 0 °C onemogucéavale njihovu akumulaciju u ranoj fazi razvoja Zemlje.'



2. 2. Molekulsko prepoznavanje i supramolekulska kemija

U Sirem smislu, svaka kemijska reakcija ovisi o molekulskom ili atomskom prepoznavanju.'¢
Molekulsko prepoznavanje osnova je vecine zivotnih procesa, a primjenjuje se u kemiji,
fizici, biologiji 1 nanotehnologiji. Najpoznatiji primjer molekulskog prepoznavanja je
povezivanje baza koje stabilizira dvostruku uzvojnicu DNA.! Ostali primjeri uklju¢uju lipidne

dvosloje, smatanje polipeptidnih lanaca u proteine, micele, kokristale, koloide i tako dalje.

Molekule su skupovi atoma povezanih kovalentnim vezama.!” Kontrolom nad reakcijskim
uvjetima u organskoj sintezi mogu se sintetizirati molekule raznih molekulskih dimenzija (od
jednostavnih 1 malih organskih molekula do kovalentnih polimera). Za potrebe sinteze
viSekomponentnih molekulskih struktura 1 agregata, koji mogu biti usporedivi sa
kompleksnoséu bioloskih makromolekula, koristimo samoudruzivanje molekula putem
nekovalentnih medumolekulskih interakcija. One mogu biti podijeljene na neusmjerene i
usmjerene interakcije, od kojih su najpoznatije vodikove veze, van der Waalsove i disperzne
sile. Upravo se na medumolekulskim nekovaletnim interakcijama zasniva podrucje kemije

koje se zove supramolekulska kemija.

Molekulsko samoudruzivanje proces je u kojem molekule, ili dijelovi molekula, spontano
formiraju veée organizirane strukture ili agregate putem medumolekulskih interakcija.'®
Samoudruzivanje se zbiva pri odredenim uvjetima kada su u ravnotezi privlaéne i odbojne sile
izmedu komponenata. lako je samoudruzivanje najbolje prouc¢eno na molekulama, ono
svakako nije ograni¢eno samo na molekule. SamoudruZivanje je prisutno kako na

molekulskoj razini tako i na nano, mikro, mezo i makro skali.'”



2. 3. Kokristalizacija

Kokristali su viSekomponentni kristali sastavljeni od najmanje dvije komponente koje su
krutine na sobnoj temperaturi.?® Kokristali su privukli posebnu paznju u farmaceutskoj
industriji jer se pokazalo da je kokristalizacijom moguce podesiti svojstva aktivne tvari kao
$to su bioraspoloZivost, topljivost, termicka stabilnost i kompresibilnost.?! Takoder, molekule
aktivnih tvari ne moraju nuzno imati ionizirajuée skupine koje su potrebne za proizvodnju
farmaceutskih soli ¢ime je broj potencijalnih koformera za sintezu kokristala znatno veci u
odnosu na sintezu soli. Kokristalizacijom s odgovaraju¢im koformerima moguce je barem
djelomicno utjecati na strukturu konacne krutine. Obzirom da se kokristali aktivnih tvari ne
klasificiraju kao nove aktivne tvari, to ima vaznih ekonomskih i pravnih posljedica na
farmaceutsku industriju.?? Kokristali aktivnih tvari kao takvi ne moraju prolaziti sva klinicka
ispitivanja poput novih aktivnih tvari, a istovremeno podlijeZu pravnoj zastiti. Upravo je to
mozda i glavni razlog zasto je farmaceutska industrija predvodila otkrivanje novih kokristala
farmaceutski aktivnih tvari, te njihovih polimorfa i solvatnih formi, $to je naposlijetku dovelo

do velike popularizacije ove klase spojeva u kemiji materijala.



2. 4. Komplementarnost nukleobaza i njena primjena

Da nukleobaze imaju vaznu ulogu u stabilnosti molekule DNA prvi su uvidjeli F. Crick 1 J.
Watson.! U predlozenom modelu, koji je i eksperimentalno dokazan, pokazali su da je upravo
povezivanje purinskih (adenin i gvanin) i pirimidinskih (timin, citozin) baza vodikovim
vezama glavna interakcija koja pridonosi stabilnosti dvostruke uzvojnice DNA. Purinske
nukleobaze s jedne strane uzvojnice povezuju se vodikovim vezama s pirimidinskim
nukleobazama s druge strane uzvojnice koje se nalaze u keto tautomernoj formi. Takav nacin
povezivanja, koji je prisutan u DNA, nazvan je Watson-Crickovim naCinom povezivanja

nukleobaza (slika 2). Slijed nukleotida nosi geneticku informaciju za sintezu proteina.
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Slika 2. Watson-Crickov nafin povezivanja komplementarnih nukleobaza u DNA putem
vodikovih veza. Adenin i timin povezuju se s dvije, dok se gvanin i citozin povezuju s tri

vodikove veze. R oznacava mjesto na kojem je vezana deoksiriboza.

Osim Watson-Crickovog nacina povezivanja nukleobaza, postoje i drugi motivi (slika 3)
poput Hoogsteenovog nacina povezivanja koji je prisutan u G-kvartetu, odnosno G-
kvadrupleksu (slika 4). G-kvadrupleks je osobito zanimljiva tercijarna struktura koja se
formira u podruc¢jima DNA koja su bogata gvaninom te dolazi do samoorganizacije molekula

gvanina.
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Slika 3. Neki od dodatnih nac¢ina povezivanja nukleobaza vodikovim vezama.

Slika 4. a) U podru¢jima DNA koja su bogata gvaninom, molekule gvanina se povezuju u

vrpce vodikovih veza. b) Kada je prisutan metalni ion nastaju G-kvarteti. ¢) Slaganjem G-

kvarteta nastaju G-kvadrupleksi.



Povezivanje nukleobaza ima vaznu ulogu u bioloskoj pohrani informacija. Takoder,
specificnost povezivanja nukleobaza potaknula je njihovu primjenu u kemiji materijala i
nanotehnologiji. Njihova glavna svrha je stabilizacija supramolekulskih struktura putem
povezivanja komplementarnih dijelova molekula. Osim §to se adenin povezuje s timinom u
DNA, u RNA jednolancanim molekulama dolazi do nastanka kratkih dupleksa koji nastaju

komplementarnim povezivanjem adenina s uracilom (i gvanina s citozinom).

Prilikom otopinske sinteze supramolekulskih materijala koji sadrze komplementarne parove
nukleobaza javlja se nekoliko poteskoc¢a.?*** Polarna proti¢na otapala, u kojima su nukleobaze
najvise topljive, mogu solvatirati molekule nukleobaza i kompetirati za stvaranje vodikovih
veza s nukleobazama. U nepolarnim otapalima koja ostaju kao alternativan medij, nukleobaze
pokazuju slabu topljivost. Zbog toga se u otopine dodaju tvari koje povecavaju njihovu
topljivost. Takoder, nukleobaze su poznate po svojstvu homodimerizacije koje takoder

predstavlja poteskocu pri sintezi ciljnog materijala.>*

Neki od primjera sintetiziranih supramolekulskih materijala stabiliziranih povezivanjem

23,24 23,24

nukleobaza su sintetski G-kvadrupleksi****, polimerni materijali****, molekularni kavezi®*,
elektron prenosecéi sustavi?’, supramolekulske kopolimerne micele?’, metaloorganske mreze?®,

supramolekulski hidrogelatori?’.



2. 5. Kokristali nukleobaza u ¢vrstom stanju

M. C. Etter i suradnici jedini su do sada opisali uspjeSnu sintezu kokristala komplementarnih
nukleobaza koristenjem sintetskih metoda u &vrstom stanju.!® Mehanokemijska reakcija
izmedu 9-metiladenina 1 1-metiltimina dovela je do nastanka 1:1 kokristala. Takoder, osim
sinteze 9-mA:1-mT kokristala u c¢vrstom stanju, Etter je pokazala da prilikom
mehanokemijske sinteze kokristala dolazi do selektivnog prepoznavanja komplementarnih
nukleobaza. Tocnije, isti kokristal nastaje mljevenjem uz prisutnost tre¢e nekomplementarne
nukleobaze (tablica 1). Dobiveni 9-mA:1-mT kokristal jednak je onome koji je dobiven
kokristalizacijom iz vodene otopine?, u kojem su molekule 9-mA i 1-mT povezane

Hoogsteenovim nac¢inom povezivanja (slika 3).

Tablica 1. Provedeni eksperimenti kokristalizacije nukleobaza mljevenjem u ¢vrstom

stanju.'®
Nukleobaze prisutne u reakcijskoj smjesi Sastav produkta

9-mA, 1-mT 9-mA---1-mT
9-e¢G, 1-mC 9-eG, 1-mC
9-eG, 1-mT 9-¢G, 1-mT

9-mA, 1-mT, 1-mC 9-mA:---1-mT, 1-mC

9-mA, 1-mT, 9-eG 9-mA---1-mT, 9-eG

1-mC, 9-eG, 9-mA 1-mC, 9-eG, 9-mA

1-mC, 9-eG, 1-mT 1-mC, 9-eG, I-mT

Smjese su mljevene 20 min pri sobnoj temperaturi. KoriStena je jedna celicna kuglica promjera 3 mm, celi¢na

posudica duljine 2,5 cm i mljevenje je provedeno u mehanickom amalgamatoru. Reaktanti povezani tockicama

oznacavaju nastali kokristal.

Kao $to je vidljivo iz tablice 1, mehanokemijska sinteza kokristala 9-etilgvanina i 1-

metilcitozina nije bila uspjesna, $to je posluZilo kao motivacija za ovaj rad.'”



2. 6. Instrumentne metode za karakterizaciju tvari u ¢vrstom stanju

U ovome poglavlju nabrojane su neke od instrumentnih metoda za karakterizaciju uzoraka u

¢vrstom stanju (tablica 2).2%%

Tablica 2. Pregled najvaznijih instrumentnih metoda za proucavanje uzoraka u ¢vrstom stanju

1 neke od informacija koje dobivamo njihovom primjenom.

Tehnika Informacije koje dobivamo

Identifikacija kristalne faze, kvalitativni 1 kvantitativni fazni

PXRD : -
sastav smjese, odredivanje kristalne strukture
Polimortni prijelazi, anizotropija termalne ekspanzije kristalne
VT-PXRD
resetke
Spektroskopija NMR Lokalno okruzenje atoma

IR i Ramanova . . . . .
Identifikacija funkcionalnih skupina

spektroskopija
TG Termicka stabilnost, gubitak mase
DSC Fazni prijelazi, taliste
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2. 7. Metode sinteze kokristala u ¢vrstom stanju

Mehanokemijska sinteza

Mehanokemijske se reakcije izvode u posudicama (slika 5) u kojima se smjesa krutina melje
pomocu kuglica od odgovaraju¢eg materijala, koji moze biti celik, volframov karbid,
aluminijev oksid, ahat, ali i plasti¢ni materijali ili staklo. Sudaranjem kuglica s reaktantima iz
reakcijske smjese u nju se unosi mehanicka energija te dolazi do kemijske reakcije. Takva
vrsta priprave spojeva je brza, u¢inkovita i Cesto jeftinija u odnosu na klasi¢ne otopinske
metode. Jedna od procedura za izvedbu mehanokemijskih reakcija je suho mljevenje krutina
ili NG (engl. neat grinding). Pravi uzlet mehanokemijske sinteze je nastao nakon otkri¢a da se
reakcije mljevenja mogu znacajno ubrzati ili ¢ak i usmjeriti prema ciljanim produktima
dodatkom malih volumena odgovaraju¢e tekucine. Takav nacin sinteze naziva se teku¢inom
potpomognuto mljevenje ili LAG (engl. liguid-assisted grinding).*® Mehanokemijske reakcije
mogu sadrzavati tekucinu iako ona nije dodana u reakcijsku smjesu s ciljem poticanja
reakcije. Naime, molekule teku¢ine mogu biti prisutne u pocetnim reaktantima kao Sto su
hidratizirane metalne soli ili nastati tijekom same reakcije.’! Takoder, kataliti¢ke koli¢ine®
odredenih soli mogu, ne samo ubrzati, ve¢ i1 usmjeriti reakciju prema odredenom produktu.
Takve reakcije se zovu ionima i teku¢inom potpomognuto mljevenje ili ILAG (engl. ion- and

liquid assisted grinding).*?

ILAG metada
LAG metoda Eealctant: +
Eealktanti + tekudina telméina + 1onski

(DM:FI H,0. ) aditivi
|

NG metoda
Sam o reaktanti
u Svrstom
stanju!

Slika 5. Prikaz reakcijskih posudica i metoda koji se koriste u mehanokemijskim reakcijama.

b Maseni udio soli najéesce je manji od 10 %.
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Mehanokemijska sinteza je vrlo efikasna kao metoda za "pretraznu" sintezu kokristala
farmaceutski aktivnih tvari.>* Primjer kokristala izmedu dvije aktivne tvari je kokristal izmedu
piracetama i litijevog klorida (slika 6).>* Piracetam je aktivna tvar koja se koristi kod
tretiranja demencije, depresije i anksioznosti dok se litijeve soli koriste u lijeCenju bipolarnog

poremecaja.

N
Fe Mehanokemijska NG sinteza +
N grijanje 8¢ °C

o N
, LiCl -

Slika 6. Shema reakcijskih uvjeta dobivanja kokristala izmedu piracetama i litijevog klorida.

piracetam - LiCl

Pionirskim radom u kojemu je tehnika PXRD primijenjena za pracenje mehanokemijskih
reakcija in situ, dan je uvid u mehanizam mehanokemijske sinteze kokristala izmedu
karbamazepina i saharina (slika 7).> Pokazano je da koriStenjem metode LAG dolazi do
nastanka navedenog kokristala nakon ¢etiri minute mljevenja, za razliku od suhog mljevenja

koje nije dalo produkt.

a) _
Q N ‘ SJNH E ‘f"t ¢S E
DJ\NHz ¢""o m I

karbamazepin + saharin

Slika 7. a) Reaktanti koji metodom LAG daju kokristal. b) Supramolekulsko udruZivanje

molekula karbamazepina i saharina u kokristalu.
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Starenje reakcijske smjese

Starenje reakcijske smjese ili ubrzano starenje (engl. accelerated aging), jednostavan je i
ekoloski prihvatljiv nacin sinteze. Reakcija se odvija tijekom izlaganja reakcijske smjese u
¢vrstom stanju parama odabrane tekucine. Cijeli se sustav drzi u zatvorenom spremniku ili se
cak reakcija moze odvijati na podlozi otvorena prema atmosferi. Reakcijska smjesa je
staticna, a izmedu molekula reaktanata difundiraju molekule tekuéine u ¢ijoj atmosferi se
nalaze. lako je tesko utvrditi toCan mehanizam odvijanja ovih reakcija, vaznu ulogu ima
upravo difuzija molekula tekucine. Za povecanje reaktivnosti krutina uobicajeno je njihovo
prethodno mljevenje (bilo ono ru¢no ili u mlinu) iza kojeg slijedi postavljanje u atmosferu

razli¢itih tekuéina.

F. Toda i suradnici*® prvi su pokazali da su organske reakcije Michaelove adicije i bromiranja
u Cvrstom stanju omogucene i ubrzane upravo parama tekuéina. Reakcija izmedu 5,5-
dimetilcikloheksan-1,3-diona i 2,2-dicijano-p-klorostirena u atmosferi metanola tijekom cetiri
sata pri sobnim uvjetima rezultirala je nastankom produkta (slika 8). IskoriStenje reakcije

iznosilo je 90%.

Cl

CN

CN CN

Me o cl

M62 (e} NH2

Slika 8. Prva zabiljeZzena organska reakcija u ¢vrstom stanju provedena izlaganjem smjese

reaktanata atmosferi metanola.
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7 su pripravili kokristale izmedu ferocenil kompleka ([Fe(n’-CsHa—

D. Braga i suradnici’
CsHaN)2]) 1 pimeli¢ne kiseline u reakcijama koje su nazvali "reakcije bez otapala" (tablica 3).
KoriStenjem atmosfera razli¢itih teku¢ina dobili su 1:1 stehiometrijski odnos kokristala kada
je reakcijska smjesa bila izloZena atmosferi aproti¢nih tekuéina u trajanju od jednog dana.
Takoder su dobili 1:2 kokristal (2 mola pimeli¢ne kiseline naspram 1 mol ferocenil

kompleksa) u atmosferi proti¢nih tekucina u istome vremenu trajanja sinteze.

Tablica 3. Tekucine koriStene za sintezu kokristala izmedu ferocenil kompleksa i pimelicne

Aprotic¢ne tekuéine Proticne tekucine

kiseline.

CH2CL metanol
CHCIs etanol
Et2O H20
CH3NO2 izopropanol
etil-laktat

Starenje reakcijske smjese u atmosferi aproti¢nih tekucina dalo je 1:1 kokristal. Atmosfera proti¢nih tekucina

rezultirala je nastankom 1:2 kokristala. Vrijeme trajanja sinteze iznosilo je jedan dan pri sobnim uvjetima.

Pojam starenje ili ubrzano starenje (od sada pa do kraja rada koristiti ¢e se iskljucivo naziv
sintetiziran metaloorganski polimerni materijal ZIF-8 (engl. zeolitic imidazole frameworks).*3
Osim §to je to bio prvi metaloorganski materijal sintetiziran starenjem, kao izvor cinkovog
kationa koriSten je cinkov oksid. Reaktivnost cinkovog oksida povecana je koriStenjem
kataliticke koli¢ine amonijevog sulfata (4 mol%). Time je pokazano da se za reakcije starenja
mogu koristiti spojevi poput metalnih oksida c¢ija upotreba u otopinskoj sintezi nije

zabiljezena.
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Reakcija starenja koriStena je kao sintetska metoda i prilikom priprave organometalnih
spojeva. M. Curi¢ i suradnici pripravili su organopaladijeve komplekse s azobenzenom i
njihove derivate s trifenilfosfinom ili 1,1-bis(difenilfosfino)ferocenom.>® Reakcije su
kvantitativne s prinosom produkta od 98%. Spojevi su priredeni starenjem reakcijske smjese

krutina u atmosferi acetona u trajanju od 72 sata (slika 9).

R'1
Cl
\
Pd
DMF-~™ %
=Np
Ne™ "\ DMF
Pd“
\
Cl
R2

Slika 9. Molekulska struktura organopaladijevog kompleksa s azobenzenom kao prekursorom

za dobivanje paladijevih fotosenzora.

Prvi makroskopski uvid u mehanizam sinteze kokristala reakcijom starenja dan je u radu N.
Rodriguez-Hornedo i suradnika.*® Reakcije starenja fizi¢kih smjesa farmaceutski aktivnih
tvari u uvjetima razliCite vlaznosti rezultirale su nastankom odgovaraju¢ih kokristala.
Reakcije su pracene optickom mikroskopijom. Pokazano je da proces nastanka kokristala u

uvjetima razli¢ite vlaznosti zraka ukljucuje tri koraka:
a) adsorpcija vlage,
b) otapanje molekula reaktanata,

c) nukleacija i rast kokristala.
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Dosad jedini uvid u mehanizam reakcija starenja na molekulskoj razini dan je u radu I.
Huskiéa i suradnika.*! Instrumentni postav je omoguéio pradenje tijeka reakcije starenja
metodom PXRD in situ. Sintetizirani su kokristali farmaceutski aktivnih tvari u atmosferama
metanola, etanola, izopropanola i vode. Optickom mikroskopijom je utvrdeno da dolazi do
apsorpcije tekucine na aktiviranu povrsinu fizicke smjese reaktanata, dok reaktanti ostaju suhi

(slika 10). Nakon 65 minuta vidljivi su kristali produkta.

Slika 10. Slike fizicke smjese reaktanata dobivene optickim mikroskopom na kojima se vidi
kako se fizicka smjesa reaktanata (sredina slike) otapa u parama metanola (17 min). Nakon
otapanja fizicke smjese dolazi do rasta kristala produkta te nestajanja tekuce faze (65 min).

Istovremeno nikotinamid (na) i suberi¢na kiselina (sub) ostaju suhi.
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Diferencijalna pretrazna kalorimetrija kao metoda za sintezu kokristala

Osim mehanokemijskih metoda i starenja, za sintezu kokristala iznimno je korisna metoda
DSC (engl. differential scanning calorimetry). Ona nam daje nove moguénosti sinteze

kokristala*>#3:44:43.

a) potpuno je izbjegnut problem topljivosti kokristalnih komponenti u otapalima ili

smjesama otapala (koji kompliciraju otopinsku kokristalizaciju),
b) otklonjena je moguénost nastanka solvata koji ponekad otezavaju kokristalizaciju,

c) za sintezu je potrebna minimalna koli¢ina smjese kokristalnih komponenata (par

desetaka miligrama),

d) kvalitativan izgled termograma jednak je za sve molarne odnose eventualnog

kokristala bez obzira na sastav fizicke smjese,

e) kokristalizacijski sustavi koji su termoaktivni mogu se zaustaviti pri karakteristi¢nim

temperaturama grijanja te dodatno karakterizirati s obzirom na nastale faze.

Prvi koji su ukazali na DSC kao metodu pogodnu za pracenje sinteze kokristala bili su
znanstvenici sa SveudiliSta u Minnesoti.** Oni su pokazali da zagrijavanjem fizicke smjese
salicilne kiseline i kafeina nastaje njihov kokristal bez obzira na sastav fizicke smjese (slika
10). Kvalitativan pokazatelj toga je endoterm taljenja koji se pojavljuje na istome mjestu,
kako za poznati kokristal dobiven otopinskom kokristalizacijom, tako i za fizicke smjese

reaktanata koje su rezultirale nastankom kokristala.
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Slika 10. DSC krivulje: a) Salicilna kiselina. b) Kafein. ¢) Kokristal salicilne kiseline i
kafeina dobiven "slurry" metodom. d), e) i f) Fizicke smjese salicilne kiseline i kafeina u

omjeru 1:2, 1:112:1.
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3. Eksperimentalni dio

Kemikalije koriStene u okviru ovog rada su: 9-metiladenin (Cisto¢a 97%, Sigma-Adrich), 1-
metiltimin (Cisto¢a 98%, Sigma-Aldrich), 1-metiluracil (Cisto¢a 99%, Sigma-Aldrich), 9-

metilgvanin (Cisto¢a 98%, Sigma-Aldrich) 1 1-metilcitozin (Cisto¢a 95%, Synchem).

Sve fizicke smjese reaktanata pripremljene su na sljede¢i nacin: reaktanti su izvagani u
ekvimolarnom stehiometrijskom odnosu 1 stavljeni su u posudice od stakloplastike. Smjesa
reaktanata je mljevena pet minuta u kuglicnom mlinu (Retsch MM301) pri frekvenciji od 30

Hz. Za mljevenje su koristene dvije ¢eli¢ne kuglice mase 1 g.

Difrakcija rentgenskog zracenja na polikristalnim uzorcima provedena je na X'Pert Philips
difraktometru. IR spektri su snimljeni tehnikom KBr pastile na Nicolet FTIR
spektrofotometru u podruéju 4000-400 cm™'. Termogravimetrijska analiza uzoraka provedena
je na uredaju TGAS50 (TA Instruments) dok je diferencijalna pretrazna kalorimetrija

provedena na uredaju DSC250 (TA Instruments).
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Sinteza starenjem

Fizicke smjese komplementarnih nukleobaza postavljene su u otvorene Eppendorf epruvete
koje su umetnute u staklene bocice. Dno staklenih bocica bilo je ispunjeno odgovaraju¢om

teku¢inom. Nakon §to su bocice zatvorene, plasti¢ni Cep je odmah omotan parafilmom.

Tablica 4. Ispitane tekucine za sintezu starenjem pri sobnoj temperaturi.

aceton

acetonitril
1-butanol
i-butilacetat
kloroform
cikloheksan
cikloheksanol
diklormetan
dietil-eter
N,N-dimetilformamid
dimetil-sulfoksid
1,4-dioksan
etanol apsolutni
etanol 96%-tni
etil-acetat
etilen-glikol
heptan
heksan

metanol

metil-benzoat
metil-izopropil-keton
metil-izobutil-keton
N-metil-2-pirolidon
metil-tert-butil eter
1-pentanol

1-propanol
tetrahidrofuran
toluen
2-metil-tetrahidrofuran
H,0, RH 80 %
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Za sintezu starenjem pri temperaturi od 40 °C koriStena je temperirana komora. Uzorci su

pripremljeni na isti na¢in kao 1 za starenje pri sobnoj temperaturi.

Tablica 5. Ispitane tekuéine za sintezu starenjem pri temperaturi od 40 °C.

kloroform

cikloheksan

diklormetan

dietil-eter
dimetil-sulfoksid
1,4-dioksan
etanol 96%-tni
etil-acetat

metil-benzoat

1-pentanol

tetrahidrofuran
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Mehanokemijska sinteza

Reaktanti su izvagani u ekvimolarnom stehiometrijskom odnosu i stavljeni su u posudice od
stakloplastike. Smjesa reaktanata je mljevena 60 minuta u kuglicnom mlinu (Retsch MM301)

pri frekvenciji od 30 Hz. Za mljevenje su koristene dvije Celi¢ne kuglice mase 1 g.

Pokusi u uvjetima LAG provedeni su uz dodatak 10 pL tekuéine u 40 mg reakcijske smjese.

Koristene su slijedece tekuéine: metanol, etanol, N, N-dimetilformamid i acetonitril.

Termalna sinteza pra¢ena difrakcijom uz promjenjivu temperaturu in situ

Za provedbu difrakcijskih eksperimenata in situ (tablica 6) koriStena je termalna komora
Anton Paar TTK 450. Nosa¢ uzorka ispunjen je fiziCkom smjesom reaktanata i njegova je

povrsina zaravnana stakalcem.

Tablica 6. Postavke za eksperiment VT-PXRD.

Start 6=25°C

Difrakcija 6 =25 °C, tsnimanja = 12 min, podrucje snimanja = 4-40 20
Zagrijavanje 5°C/ min do 50 °C
Izotermalno 6 =50 °C, tizotermaino = 5 min

Difrakcija 6 =50 °C, tsnimanja = 12 min, podrucje snimanja = 4-40 20
Zagrijavanje 5°C/ mindo 100 °C
Izotermalno 6 =100 °C, tizotermaino = 5 Min

Difrakcija 6 =100 °C, tsnimanja = 12 min, podrucje snimanja = 4-40 20
Zagrijavanje 5°C/mindo 150 °C
Izotermalno 0 =150 °C, tizotermaino = 5 mMin

Difrakcija 6 =150 °C, tsnimanja = 12 min, podrucje snimanja = 4-40 20
Zagrijavanje 5°C/mindo 190 °C
Izotermalno 0 =190 °C, tizotermaino =5 mMin

Difrakcija 6 =190 °C, tsnimanja = 12 min, podrucje snimanja = 4-40 20

Hladenje 30 °C/ min do 25 °C
Izotermalno 6 = 25 °C, tizotermaino = 5 min

Difrakcija 6 =25 °C, tsnimanja = 12 min, podrucje snimanja = 4-40 20
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Termalna sinteza pra¢ena diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom

Fizi¢ke smjese reaktanata grijane su i hladene na kontroliran nac¢in pomoc¢u instrumenta DSC.
Otprilike 3 mg fizicke smjese stavljeno je u aluminijske posudice koje su hermeticki
zatvorene. Nakon $to je eksperiment proveden, posudice su otvorene i1 uzorak je izvaden.
Dobiveni uzorak je samljeven u tarioniku s tuckom te je podvrgnut difrakcijskoj analizi na

polikristalnom uzorku.
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4. Rezultati i rasprava

Mehanokemijsko mljevenje u trajanju od pet minuta daje fizicke smjese komplementarnih
nukleobaza za sva tri sustava (9-mA:1-mT, 9-mA:1-mU i 9-mG:1-mC) (slika 11-13). Na taj

nacin pripremljene fiziCke smjese koriStene su za daljnje eksperimente.

Intenzitet |
200000
150000
100000 —
J L L.J LIL smA
50000 -
1-mT
AN v M J\_A_,v_/\ P i
1 J\ 9-mA:1-mT fizicka smjesa
0 SSUSEN ESREN N
| T I T I T [ T | T I T I T
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 11. Difraktogrami 9-mA, 1-mT i njihove fizicke smjese pripremljene mehanokemijskim

mljevenjem u trajanju od pet minuta.
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Intenzitet
150000 —
100000 —
J 1-mU
50000 J . J
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A
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5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 12. Difraktogrami 9-mA, 1-mU 1 njihove fizicke smjese pripremljene mehanokemijskim

mljevenjem u trajanju od pet minuta.

Intenzitet
250000 —
200000 —
150000 —
100000 —
] 1-mC
L M J( A ,JL N
50000 — 9-mG
i " ,\_J\—IW 9-mG:1-mC fizicka smjesa
0 A\ AL
I T I ' [ T I T I i I ' I T
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 13. Difraktogrami 9-mG, 1-mC i njihove fizicke smjese pripremljene mehanokemijskim

mljevenjem u trajanju od pet minuta.
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Sinteza starenjem

Sinteza starenjem pri sobnoj temperaturi i pri 40 °C nije rezultirala nastankom kokristala za
sva tri sustava komplementarnih parova nukleobaza. Za starenje na sobnoj temperaturi, uzorci
su bili izlozeni parama tekucina (tablica 4) i karakterizirani su metodom PXRD nakon 14, 42
1 56 dana. Za starenje pri 40 °C nasumi¢no je odabrano 11 tekucina (tablica 5) s kojima je

ispitana sinteza u trajanju od 13 dana.

Starenjem 9-mA:1-mT fizicke smjese u parama DMF na sobnoj temperaturi, doslo je do
promjene relativnih odnosa intenziteta difrakcijskih maksimuma (slika 14), ali bez nastanka

novih refleksa koji bi upucivali na nastanak kokristala.

Intenzitet

000 i e
25000
20000 —
15000 —
10000 —
5000 — A‘i’&\
5 . NN

! ' T ' ] * ] ' | ' | ' | ‘
2Theta (°)

Slika 14. Difraktogrami 9-mA:1-mT fizicke smjese i 9-mA:1-mT fizicke smjese koja je

izlozena parama DMF na sobnoj temperaturi tijekom 56 dana.

26



Starenjem 9-mA:1-mU fizicke smjese u parama MIBK na sobnoj temperaturi, doslo je do

pojave nekih refleksa koji pripadaju 1-mU, a nisu vidljivi u fizickoj smjesi (slika 15).

Intenzitet 9-mA:1-mU fizicka smjesa
150000 — 9-mA:1-mU 56 dana MIBK
100000 —
50000 —
) N DR - L\W M
0 _ AL ‘.,\_J\_A_JJ.‘
] T I T I T I T ] T I T l T
5 10 15 20 25 30

2Theta (°)

Slika 15. Difraktogrami 9-mA:1-mU fizicke smjese 1 9-mA:1-mU fizicke smjese koja je
izlozena parama MIBK na sobnoj temperaturi tijekom 56 dana. Zvjezdicom su oznaeni

refleksi koji nisu vidljivi u pocetnoj fizickoj smjesi, a pripadaju 1-mU.

Starenjem 9-mG:1-mC fizicke smjese u parama cikloheksanola na sobnoj temperaturi, doslo
je do pojave jednog novog refleksa koji ne pripada reaktantima (slika 16). S obzirom da su
prisutni svi ostali refleksi koji odgovaraju fizickoj smjesi, moze se zakljuciti da nije doslo do

nastanka kokristala.
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Intenzitet

9-mG:1-mC fizicka smjesa
T 9-mG:1-mC 56 dana cikloheksanol

25000
20000 —
15000
10000 U *

5000 —

0 P

| 1 T ' | ' T T T ' l ' | ,
2Theta (°)

Slika 16. Difraktogrami 9-mG:1-mC fizicke smjese 1 9-mG:1-mC fizicke smjese koja je
izlozena parama cikloheksanola na sobnoj temperaturi tijekom 56 dana. Zvjezdicom je

oznacen novi refleks koji ne pripada niti jednom od reaktanata.
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Mehanokemijska sinteza

Mehanokemijska sinteza provedena je za 9-mA:1-mU i 9-mG:1-mC sustave komplementarnih
nukleobaza. Suho mljevenje nije dovelo do nastanka kokristala, odnosno uzorak je ostao
fizicka smjesa. Nakon toga su odabrane Ccetiri teku¢ine (metanol, etanol, N, N-
dimetilformamid 1 acetonitril) s kojima je provedena tekuéinski potpomognuta
mehanokemijska sinteza. Rezultati obje metode prikazani su na slikama 17 i 18. Svi produkti

su ostali fizicke smjese.

Intenzitet

60000 —
JL J\J\.« LAG MeOH 60 min

LAG EtOH 60 min

LAG DMF 60 min

D Uﬁb’ﬂkq‘ e

20000 —
J\]Lg ™ NG 60min
_A A
)‘ J" 9-mA:1-mU fizicka smjesa
N
0 | T I T I T | T | T t T I T
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (%)

Slika 17. Difraktogrami 9-mA:1-mU komplementarnih nukleobaza nakon provedenih

mehanokemijskih sinteza u uvjetima NG 1 LAG.
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40000 —

Intenzitet

30000 —
LAG MeOH 60 min

LAG EtOH 60 min

LAG DMF 60 min

LAG ACN 60 min
NG 60min

9-mG:1-mC fizicka smjesa

0 | T I T I T I T | T l T I T
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 18. Difraktogrami 9-mG:1-mC komplementarnih nukleobaza nakon provedenih

mehanokemijskih sinteza u uvjetima NG i LAG.

Oba sustava komplementarnih nukleobaza ostaju fizicke smjese nakon 60 minuta

mehanokemijske sinteze bez obzira na metodu mljevenja.
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Termalna sinteza pra¢ena difrakcijom uz promjenjivu temperaturu in situ

Za pracenje termalne sinteze kokristala koriStena je difrakcija na polikristalnom uzorku uz
promjenjivu temperaturu in situ. Kod sva tri sustava komplementarnih nukleobaza primjecuje
se pomak odredenih difrakcijskih maksimuma ulijevo uslijed anizotropije termalne
ekspanzije. Zbog vece dinamike gibanja atoma pri viSim temperaturama, veca je udaljenost
izmedu mreznih ravnina u kristalu (vec¢a je jedinicna celija) te je zbog toga 26 kut nizi. Kod
sustava koji su ostali fizicke smjese, prilikom hladenja na sobnu temperaturu isti refleksi
vracaju se u pocetno stanje. To se oCituje kao pomak udesno uslijed ravnoteznog gibanja

atoma u kristalnoj resetci.

Usporedbom difraktograma 9-mA:1-mT fizicke smjese 1 dobivenih difraktograma pri viSim
temperaturama, vidi se nastanak nove faze (slika 19). Pri temperaturi od 190 °C 9-mA:1-mT
sustav je smjesa nove faze i zaostalih reaktanata. To se moze zakljuciti po novim refleksima

koji se pojavljuju kao i onima koji odgovaraju fizickoj smjesi nukleobaza.

Intenzitet
*
120000
100000 —
80000 —| * * * * % ’ * 9-mA:1-mT 190.0°C
|
w 9-mA:1-mT 150.0°C
60000 | — NG
9-mA:1-mT 110.0°C
40000 9-mA:1-mT 80.0°C
20000 — 9-mA:1-mT 50.0°C
9-mA:1-mT 25.0°C
J\/‘L/v\_ A M
0= ' T ' | ' [ ; i . i : ] ;
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 19. Difraktogrami 9-mA:1-mT fizicke smjese snimljeni difrakcijom pri razlic¢itim
temperaturama in situ. Zvjezdicom su oznaceni novi refleksi koji nisu prisutni u pocetnoj

fizickoj smjesi.
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Hladenjem 9-mA:1-mT sustava, koji je prethodno bio zagrijan do 190 °C, vecina refleksa koji
pripadaju novoj fazi nestaje te se pojavljuju oni od fizicke smjese (slika 20). Ocito je
temperatura od 190 °C bila dovoljna da krene nastanak nove faze, ali je bila nedovoljna da bi
sva fizicka smjesa presla u novu fazu. Drugim rije¢ima, temperatura od 190 °C pomakla je
ravnotezu prema nastanku produkta, ali je hladenjem na 25 °C ravnoteza pomaknuta prema

reaktantima.

Intenzitet

80000 —

60000

00 AM_M\_A_/J L’\J\\_/\AM

W 9-mA:1-mT 25.0°C poéetak

0 T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35

2Theta (°)

Slika 20. Difraktogrami 9-mA:1-mT fizicke smjese snimljeni difrakcijom pri razlic¢itim
temperaturama in situ. Zvjezdicom su oznacena dva najintenzivnija refleksa koja su prisutna

na 190°125°C.

Difraktogram nove faze, koja je djelomi¢no nastala zagrijavanjem fizicke smjese na 190 °C,
usporeden je s difraktogramom 9-mA:1-mT kokristala ¢ija je struktura poznata iz literature
(slika 21). Kod zagrijane fiziCke smjese prisutna su sva tri najintenzivnija refleksa kokristala

Sto pokazuje da je termalnom sintezom u ¢vrstom stanju nastao poznati 9-mA:1-mT kokristal.
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Intenzitet _

—— 9-mA:1-mT 190.0°C

60000 — —— CSD kod reference: MTHMAD11
50000 —

1 *
40000 —
30000 —
20000 —

*
i *
0 T T T T ‘»m T T T : I = | »\_J\.__IJ\
5 10 15 20 25 30 35 40

2Theta (°)

Slika 21. Usporedba difraktograma 9-mA:1-mT fizicke smjese koja je zagrijana do 190 °C i
snimljena difrakcijom in situ, 1 difraktograma 9-mA:1-mT kokristala Cija je struktura poznata

iz literature.

Sto se tite 9-mA:1-mU sustava, praéenjem difrakcijom uz promjenjivu temperaturu in situ

nije primije¢en nastanak kokristala. Uzorak ostaje fizicka smjesa (slika 22).

Intenzitet _
300000 —
250000 —
200000 —
150000 9-mA:1-mU 25.0°C kraj
100000 — 9-mA:1-mU 190.0°C
7 A 9-mA:1-mU 150.0°C
50000 — A /K 9-mA:1-mU 110.0°C
| 4 M / 9-mA:1-mU 80.0°C
0 4 N a 9-mA:1-mU 25.0°C pocetak
| T | T | T T I T I T I T

2Theta (°)

Slika 22. Difraktogrami 9-mA:1-mU fizicke smjese snimljeni difrakcijom pri razlic¢itim

temperaturama in situ.
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Kod 9-mG:1-mC sustava zagrijavanjem do 190 °C takoder ne dolazi do nastanka kokristala te

uzorak ostaje fizicka smjesa (slika 23).

Intenzitet
150000 —
Jﬂ. i w J\\/\‘m\ 9-mG:1-mC 25.0°C kraj
U N N —
100000 —
9-mG:1-mC 190.0°C
9-mG:1-m¢C 150.0°C
50000 — 9-mG:1-mC 110.0°C
9-mG:1-mC 80.0°C
0 I T | T | T | T I T I T I T
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 23. Difraktogrami 9-mG:1-mC fizicke smjese snimljeni difrakcijom pri razlic¢itim

temperaturama in situ.
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Termalna sinteza pra¢ena diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom

Prije pokuSaja termalne sinteze kokristala komplementarnih nukleobaza, ispitana su termalna
svojstva svakog od reaktanata. Utvrdena su taliSta nukleobaza te je utvrdeno da pojedine
nukleobaze ne podlijezu transformacijama tijekom zagrijavanja. Nakon toga su za svaku
fizicku smjesu (9-mA:1-mT, 9-mA:1-mU i 9-mG:1-mC) odredena taliSta. Sve fizicke smjese
su zagrijavane do temperatura neposredno prije taliSta i neposredno nakon taliSta te su

okarakterizirane metodom PXRD.

Iz termograma 9-mA, 1-mT i njihove fizicke smjese, vidljivo je da su endotermi taljenja za 1-
mT 1 za fizicku smjesu bliski (slika 24). Moglo bi se pretpostaviti da endoterm taljenja fizicke
smjese (na 245,592 °C) odgovara procesu taljenja 1-mT iz fizicke smjese. Medutim, po
uskom obliku endoterma (na 245,592 °C) moze se zakljuciti da se radi o procesu taljenja neke
nove faze. U slucaju da fizicka smjesa reaktanata nije reagirala zagrijavanjem, dajuci pritom
novu fazu, termogram DSC fizicke smjese pokazivao bi karakteristicne endoterme taljenja

istih oblika i na istome mjestu kao i njihove Ciste faze.
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Protok topline (W/g)
1.0

0.5 ;
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0.0

-0.5
: 247.206 °C

-1.0 4 —9-mA1-mT fizicka smjesa
7 —1-mT
—9-mA

_1_5_-
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] 276.380 °C

-2.5
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1 245592 °C

-3.5 ——— T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
T (°C)

Slika 24. Termogrami 9-mA:1-mT fizicke smjese i odgovarajucih reaktanata.

S obzirom da je DSC krivulja 9-mA:1-mT fizicke smjese ukazivala na nastanak kokristalne
faze, pristupljeno je zagrijavanju fizicke smjese do temperatura prije i poslije taliSta. Nakon
Sto je uzorak zagrijan do Zeljene temperature, ohladen je na sobnu temperaturu te mu je

prikupljen difraktogram metodom PXRD (slika 25).
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Intenzitet

40000

30000

20000

n 9-mA:1-mT DSC 310deg

] 9-mA:1-mT DSC 260deg
A J M

10000 - i\ 9-mA:1-mT DSC 248deg
H 9-mA:1-mT DSC 205deg
,\./‘}u 9-mA:1-mT fiziéka smjesa
0 ! JLI ! I ! | ! | ! [ = | - !
5 10 15 20 25 30 35 40

2Theta (°)

Slika 25. Difraktogrami 9-mA:1-mT fizickih smjesa koje su grijane do odredene temperature
1 potom ohladene. Nakon toga su samljevene u prah te su podvrgnute analizi PXRD.

Zvjezdicom su oznacena dva nova refleksa najvecih intenziteta.

Oba refleksa oznafena zvjezdicom (slika 25) pojavljuju se pri 205 °C, ali i dalje sadrZe
najintenzivniji refleks fizicke smjese koji se nalazi na 27,7° 26. Kod uzorka koji je zagrijan do

260 °C vidimo da refleks na 27,7° 26 nestaje.
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Intenzitet

—— 9-mA:1-mT DSC 260deg
—— CSD kod reference: MTHMAD11
12000 —
10000 —
8000 —
6000 —
4000 —
2000 _JJLJ M
I - J _ A UJL____A__LJLA__
0 T I T I T l T | T I T l T
5 10 15 20 25 30 35 40

2Theta (°)

Slika 26. Usporedba difraktograma 9-mA:1-mT fizicke smjese koja je grijana do 260 °C i

potom ohladena, s difraktogramom rijesene strukture 9-mA:1-mT kokristala.

Uzorak 9-mA:1-mT fizicke smjese zagrijan na 260 °C smjesa je kokristala i reaktanata (slika
26). Dodatni refleksi u difraktogramu odgovaraju fizickoj smjesi s jednim izuzetkom. Naime,

refleks koji se nalazi na 9,39° 26 ne pripada niti kokristalu niti reaktantima.

Termalnom sintezom za sustav 9-mA:1-mT nije dobiven Cisti kokristal nego njegova smjesa s

reaktantima.
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Iz DSC termograma 9-mA:1-mU fizicke smjese vidi se da se endoterm taljenja fizicke smjese
nalazi na temperaturi od 207,746 °C (slika 27). Takav podatak upucuje na moguce postojanje
9-mA:1-mU kokristala u ¢vrstom stanju.

Protok topline (W/g)
1

: ! [
0 ¢ r a
7] —1-muU
—9-mA
) ] 9-mA:1-mU fiziCka smjesa
276.388 °C
-3 4
4 207.746 °C
5
-6
7]
8.
] 236.474°C
+— T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
T (°C)

Slika 27. Termogrami 9-mA:1-mU fizicke smjese i odgovarajucih reaktanata.
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Iz difraktograma 9-mA:1-mU fizickih smjesa koje su zagrijane do razli¢itih temperatura vidi

se da uzorak ostaje fizicka smjesa (slika 28).

Intenzitet
140000 —
120000 —
100000 —
80000 — J
i DSC 261deg
60000 s L
] f DSC 251deg
40000 — ‘ i ) s"MJ"x DSC 200deg
R e N oA N N ————— e~
20000 | N A_/}\LJA A d DSC 193deg
i A N 9-mA:1-mU fiziéka smjesa
0 .
I T | T | T | T I T | T I T
5 10 15 20 25 30 35 40
2Theta (°)

Slika 28. Difraktogrami 9-mA:1-mU fizi¢kih smjesa koje su grijane do odredene temperature

1 potom ohladene. Nakon toga su samljevene u prah te su podvrgnute analizi PXRD.

40



Iz DSC termograma 9-mG:1-mC fizicke smjese vidi se da fizicka smjesa ima jedinstven
endoterm taljenja koji se nalazi na temperaturi koja je razlicita od taliSta reaktanata (slika 29).
Takav podatak upuéuje na moguce postojanje 9-mG:1-mC kokristala u ¢Evrstom stanju.

Odredeni dijelovi termograma fizicke smjese bolje su prikazani na slici 30.

Protok topline (W/g)

2
] I
04 t £ +
24 287.045 °C]
—1-mC
9.mG
—89.mG:1-mC fizitka smjesa
4
-6
e 397.871°C
305.050 °C
-7
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
T (*C)

Slika 29. Termogrami 9-mG:1-mC fizi¢ke smjese i odgovarajuéih reaktanata.
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Slika 30. Termogram 9-mG:1-mC fizi¢ke smjese.

Prije o$trog endoterma taljenja 9-mG:1-mC fizicke smjese postoji jedan endoterm pri 242,751
°C (slika 30). Upravo je taj endoterm pokazatelj nastanka 9-mG:1-mC kokristala u ¢vrstom
stanju. Difraktogram 9-mG:1-mC fizicke smjese koja je zagrijana do 247 °C prikazan je na

slici 31.
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Intenzitet

—— 9-mG:1-mC fizi¢ka smjesa
14000 — ——— 9-mG:1-mC DSC 247deg
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Slika 31. Difraktogrami 9-mG:1-mC fizi¢ke smjese 1 9-mG:1-mC fizicke smjese koja je
zagrijana do 247 °C i potom ohladena. Crno je nova faza, a zvjezdicom su oznaCena dva

refleksa koja se pojavljuju u novoj fazi.

U novoj fazi zaostaje neSto malo reaktanata Sto se moze zakljuciti po prisutnosti dvaju

refleksa koja su oznacena zvjezdicom (slika 31).
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Protok topline (W/g)
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Slika 32. Termogram 9-mG:1-mC kokristala s odredenim taliStem.

Taliste 9-mG:1-mC kokristala je odredeno i iznosi 287 °C (slika 32). Takoder je utvrdeno da
kokristal ne podlijeze faznim transformacijama u ¢vrstom stanju. Dakle, moze se zakljuciti
kako prvi endoterm (slika 30) odgovara interakciji izmedu 9-mG i 1-mC u ¢vrstom stanju
kojom nastaje njihov kokristal. Drugi endoterm (slika 30) odgovara procesu taljenja 9-mG:1-

mC kokristala.
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S obzirom da je zagrijavanje 9-mG:1-mC fizicke smjese do 247 °C dovelo do nastanka
kokristala, isti eksperiment je ponovljen (slika 33). Takoder, ponovljen je i s drugacijim
nac¢inom hladenja uz brzinu hladenja od 5 °C min™' §to je znatno sporije od onog automatskog
u kojemu temperatura puno brze pada natrag na sobnu. Vazno je istaknuti da su svi
eksperimenti zagrijavanja do 247 °C rezultirali nastankom kokristala, bez obzira na uvjete

hladenja.

Intenzitet
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Slika 33. Difraktogrami 9-mG:1-mC kokristala. Crno i smede su oznaceni uzorci koji su
nakon zagrijavanja do 247 °C hladeni na isti nacin - taj eksperiment je ponovljen dva puta.

Ljubicasto je oznaden uzorak koji je dobiven hladenjem brzinom 5 °C min™..
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4. 1. Kristalna struktura 9-metilgvanin:1-metilcitozin kokristala

U svrhu rjeSavanja kristalne strukture 9-mG:1-mC kokristala, uzorak je stavljen na silicijevu
ploCicu i PXRD podaci su snimljeni laboratorijskim difraktometrom. PXRD podaci su
dobiveni snimanjem od Cetiri sata u podru¢ju od 4-60° 26 pri sobnoj temperaturi. Obrada

difrakcijskih podataka kao i rjesavanje kristalne strukture radeno je u programu TOPAS. 4

Nakon indeksiranja pronadena je monoklinska P21/c prostorna grupa s volumenom jedini¢ne
éelije od 1308 A3. U jedini¢noj ¢eliji nalazi se ukupno osam molekula, &etiri molekule 9-
metilgvanina 1 cetiri molekule 1-metilcitozina. S celijjom kandidatom napravljeno je
uto¢njavanje prema Pawleyju. Pocetni molekulski model kokristala napravljen je u programu
ChemBio3D Ultra u kojemu je minimizirana stericka energija molekulama 9-metilgvanina i
I-metilcitozina. Minimiziranom modelu uzete su kartezijeve koordinate. Kristalna struktura
rijeSena je metodom simuliranog kaljenja u direktnom prostoru. Molekule 9-metilgvanina i 1-
metilcitozina tretirane su kao kruta tijela i njihovi polozaji i orijentacije unutra jedinicne Celije
mijenjani su neovisno jedno o drugome. Takoder, s obzirom da su u koriStenom
difraktogramu prisutni refleksi 9-metilgvanina (slika 31) ¢ija kristalna struktura nije poznata,
oni su opisani kao skup refleksa dobiven iz podataka za Cisti 9-metilgvanin. Simuliranim
kaljenjem dobivena je kemijski smislena struktura izmedu molekula 9-metilgvanina i 1-
metilcitozina koje su povezane s tri vodikove veze. Na kraju je napravljeno utocnjavanje

strukturnog modela prema Rietveldu (slika 32).
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Slika 32. Rietveld uto¢njavanje izmjerenog 1 izracunatog difraktograma za strukturu
kokristala 9-mG:1-mC. Ispod 26 = 10° nema difrakcijskim maksimuma. Izracunati poloZzaji

difrakcijskih maksimuma oznaceni su vertikalnim crticama.

Molekule 9-metilgvanina 1 1-metilcitozina medusobno su povezane Watson-Crickovim
nacinom povezivanja putem tri medumolekulske vodikove veze (slika 33). Jedini¢na ¢elija 9-
mG:1-mC kokristala (P21/c prostorna grupa) sadrzi Cetiri para formulskih jedinki (slika 34)
dok literaturno poznati 9-etilgvanin:l-metilcitozin kokristal (P-1 prostorna grupa) te 9-
etilgvanin: 1-metil-5-fluorocitozin (P-1 prostorna grupa) sadrze dvije. Medusobno povezane
molekule u 9-mG:1-mC kokristalu ne nalaze se u istoj ravnini (slika 35) za razliku od 9-
etilgvanin: 1-metilcitozin kokristala te 9-etilgvanin:1-metil-5-fluorocitozin kokristala u kojima

su povezane molekule medusobno u koplanarnom odnosu.

Molekule u 9-mG:1-mC kokristalu tvore vrpce vodikovih veza koje su medusobno

orijentirane u naizmjeni¢nom odnosu (slika 35).
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kokristala.

Tablica 7. Op¢i i kristalografski podaci za rijeSenu kristalnu strukturu

Spoj

9-mG:1-mC

Molekulska formula
Molekulska tezina
Prostorna grupa
a(A)

b (A)

c(A)

Q)

V(A%

VA

Izradunata gustoca (g cm™)
Temperatura (K)
Valna duljina (A)
Rexp (%)

Ry (%)

Rwp (%)

Gof

R(F?) (%)

Pocetni kut (° 26)
Konacni kut (° 26)
Korak (° 26)
Vrijeme snimanja (h)

Broj varijabli

C11H14N5O0»
290,29
P2i/c
8,8814(5)
14,3878(5)
10,3080(6)
96,706(2)
1308,1(1)
4

1,474

297

1,54

0,968
4,485
5,811
6,000

3,058

60

0,017

69
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Slika 33. Prikaz Watson-Crickovog nacina povezivanja molekula 9-mG i 1-mC vodikovim

vezama u 9-mG:1-mC kokristalu.

Slika 34. U jedinicnoj ¢eliji 9-mG:1-mC kokristala nalaze se Cetiri formulske jedinke 9-

mG:1-mC, ukupno osam molekula.
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Slika 35. Molekule tvore vrpce vodikovih veza unutar kristalne strukture 9-mG:1-mC
kokristala. Molekule povezane vodikovim vezama nisu medusobno koplanarne. Pogled duz ac

dijagonale.
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5. Zakljucak

Ispitana je sinteza kokristala komplementarnih nukleobaza, 9-metiladenina i 1-metiltimina, 9-
metiladenina i 1-metiluracila, 9-metilgvanina i 1-metilcitozina u ¢vrstom stanju. Za sintezu su
koristene tehnike starenja, mehanokemije sinteze i termalne sinteze. Termalna sinteza pra¢ena
je difrakcijom wuz promjenjivu temperaturu in situ 1 diferencijalnom pretraznom

kalorimetrijom.

Starenje i mehanokemijska sinteza nisu bili uspjesni u dobivanju kokristala komplementarnih
nukleobaza u ¢vrstom stanju. Mehanokemijskom sintezom svi su uzorci komplementarnih

nukleobaza ostali fizicke smjese bez obzira na primjenjenu metodu.

Termalnom sintezom koja je pracena difrakcijom in situ, nastao je poznati 1:1 kokristal
izmedu 9-metiladenina 1 1-metiltimina u smjesi sa zaostalim reaktantima. Zagrijavanjem
fizickih smjesa 9-metiladenina i 1-metiluracila te 9-metilgvanina i 1-metilcitozina do 190 °C

nije primije¢en nastanak kokristala.

Termalnom sintezom pra¢enom diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom dobiveni su
kokristali 9-metiladenina i 1-metiltimina te 9-metilgvanina i 1-metilcitozina. Zagrijavanjem
fizicke smjese 9-metiladenina i 1-metiltimina do 260 °C dobiven je iz literature poznati 1:1
kokristal, u smjesi sa zaostalim reaktantima. Kod sustava 9-metiladenin i 1-metiluracil nije
dobiven kokristal unato¢ tome Sto fizicka smjesa pokazuje endoterm taljenja na mjestu koje je

razli¢ito od endoterma taljenja reaktanata.

Kod 9-metilgvanina 1 1-metilcitozina po prvi je puta u Cvrstom stanju ostvareno
supramolekulsko prepoznavanje molekula reaktanata te je nastao 1:1 kokristal. Termogram
DSC fizicke smjese pokazuje endoterm pri 243 °C, koji se pokazao da je posljedica

samoudruzivanja molekula u kokristal.

Kristalna struktura 1:1 kokristala 9-metilgvanina i 1-metilcitozina rijeSena je pomocu
podataka dobivenih rentgenskom difrakcijom na polikristalnom uzorku. Molekule su u
kokristalu 9-metilgvanin:1-metilcitozin povezane Watson-Crickovim nacinom povezivanja
koje ukljucuje tri medumolekulske vodikove veze. Vrpce vodikovih veza u kristalu

medusobno su orijentirane u naizmjenicnom odnosu. Molekule 9-metilgvanina 1 1-
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metilcitozina povezane vodikovim vezama nisu koplanarne. Taliste kokristala pri 287 °C

jedno je od najvisih za dosad poznate kokristale neutralnih organskih molekula.

Ostaje nejasno zaSto termalnom sintezom nije doSlo do stvaranja kokristala izmedu 9-
metiladenina 1 I-metiluracila. Moguée je da je kokristal stabilan samo pri viSim

temperaturama ili da fizicku smjesu treba duze drzati na temperaturi nastajanja kokristala.

Termalno inducirano samoudruzivanje nukleobaza u ¢vrstom stanju moze imati velik znacaj
jer predstavlja alternativan put nastanka supramolekulskih struktura koje su bile preduvjet za
daljnju biolosku evoluciju. Takoder, ovi rezultati mogu biti vazni za evoluciju, transport i

transformaciju materijala kroz nevodeni medjij.
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Slika 36. Difraktogram 9-metiladenina.
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Slika 37. Difraktogram 1-metiltimina.
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Slika 38. Difraktogram 1-metiluracila.
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Slika 39. Difraktogram 9-metilgvanina.
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Slika 40. Difraktogram 1-metilcitozina.
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Slika 41. Krivulja TGA 9-mA:1-mT fizicke smjese.
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Slika 42. Krivulja TGA 9-mA:1-mU fizicke smjese.
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Slika 43. Krivulja TGA 9-mG:1-mC fizicke smjese.
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Slika 44. Usporedba IR spektara 9-mG:1-mC fizi¢ke smjese 1 9-mG:1-mC kokristala. Plavo je
fizicka smjesa, crveno je kokristal. Lijevim pravokutnikom oznafeno podrucje odgovara

istezanju primarnih amina, dok je desnim pravokutnikom oznaceno istezanje keto skupine.
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