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Popis kratica:

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

ct-DNK - calf thymus DNA, tj. DNK izolirana iz timusa teleta
RNK - ribonukleinska kiselina

UV/Vis — ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija

NMR - nuklearna magnetska rezonancija

NOESY — Nuclear Overhauser effect spectroscopy tj. spektroskopija nuklearnog
Overhauserovog efekt

COSY - Correlation spectroscopy tj. korelacijska spektroskopija
HMQC - Heteronuclear multiple-quantum correlation spectroscopy
Aem - Valna duljina emisije

Lexc - Valna duljina ekscitacije

€ - molarni ekstincijski koeficijent

Abs — apsorbancija

DMSO — dimetilsulfoksid

MeOH — metanol

EtOH — etanol

EtAc — etil-acetat
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Imidazo[4,5-b]piridini su strukturni analozi purina ¢iji derivati lako ulaze u interakciju
s vaznim biomolekulama poput DNK, RNK ili razli¢itim proteinima. Imaju vaznu ulogu u
istrazivackoj medicinskoj kemiji jer njihovi derivati pokazuju Siroki spektar bioloskih
aktivnosti poput antioksidativne, antitumorske, antivirusne i antimikrobne a u organizmu
djeluju kao antagonisti razli¢itih bioloSkih receptora. Derivati imidazo[4,5-b]piridina
inhibiraju razlicite tirozin kinaze, enzime koji su klju¢ni za stani¢nu signalizaciju. Znacajan
napredak ostvaren je ciljanom sintezom derivata imidazo[4,5-b]piridina sa selektivnim
inhibitorskim djelovanjem. Tetraciklicki derivati svoje antitumorsko djelovanje ostvaraju
mehanizmom interkaliranja te se intenzivno istrazuju jer su pokazali djelovanje na tumorske
stanice koje su rezistentne prema uobicajenim kemoterapeuticima. Istrazuje se i potencijalna
primjena derivata imidazo[4,5-b]piridina kao optickih bojila i fluorescentnih proba za
obiljezavanje DNK/RNK. Opticki biomarkeri koriste se u biomedicini 1 terapiji za detekciju
biomakromolekula, osobito DNK i razli¢itih proteina. Glavne prednosti fluorescencijskih

metoda su visoka osjetljivost, dobra ponovljivost i to¢nost kod vrlo niskih koncentracija.
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2. 1. Sinteza i bioloska aktivnost derivata imidazo[4,5-b]piridina

Spojevi koji u svojoj strukturi sadrze jezgru imidazo[4,5-b]piridina smatraju se
strukturnim analozima purina, te se predmet velikog interesa u istrazivanju organskih i
medicinskih kemicara zbog Sirokog spektra razlicitih bioloskih aktivnosti 1 pozitivnih
farmakoloskih svojstava koje pokazuju.® Tako su npr. derivati imidazo[4,5-b]piridina
antagonisti razli¢itih bioloskih receptora poput angiotenzina Il i trombocit-aktivirajuceg
faktora, a novija istrazivanja ukazala su na njihovu potencijalnu upotrebu kao inhibitora

Aurora kinaza ili cikli¢ke nukleotidne fosfodiesteraze.?

Trk kinaze pripadaju podobitelji receptora tirozin kinaza koje imaju vaznu ulogu u
kaskadi stani¢nog signaliranja.3 Trk postoji u tri izomerna oblika: TrkA, TrkB i TrkC. Sva tri
oblika su aktivirana ligandima faktora rasta — neurotropinima.4 Vezanjem neutropina u
izvanstanicnu domenu, pokrece se fosforilacija nekoliko klju¢nih citoplazmatskih tirozinskih
ogranaka u domeni kinaze koji imaju vaznu ulogu u prenosenju signala.’ Prva istraZivanja Trk
kinaza povezala su ih s karcinomom prostate i gusterace®, dok je u posljednjem desetljeéu
dokazano da imaju ulogu u razvoju razli¢itih karcinoma poput neuroblastoma, raka dojke i
debelog crijeva.” 1z tih razloga intenzivno se istrazuju inhibitori Trk kinaza.® Prva istraZivanja
kristalne strukture ovih receptora nisu obuhvacala izvanstani¢nu domenu. Znacéajan napredak
postignut je kristalnom strukturom domene TrkC kinaze s oksindolnim inhibitorom.® Skupina
americkih znanstvenika'® ve¢ je otkrila spoj 1 koji je pokazao inhibitornu aktivnost prema
TrkA/B in vitro i in vivo s dobrim fizikalnim i farmakokinetidkim svojstvima.™ 1 je inhibirao
rast ksenografta humanog tumorskog neuroblastoma, te je u kombinaciji s topotekanom imao
produZeno inhibitorno djelovanje na rast tumora.? Nagada se da bi se spoj 1 vezao u podrucje
kinaze preko pirazola ili aminopiridina, a studije preferiraju vezanje preko pirazola. Kako bi
potvrdili pretpostavku, znanstvenici su utvrdili strukturu domene kinaze TrkA u kompleksu sa
spojem 1 TrkA poprima inaktivan oblik s aC zavojnicom u katalitickoj nekompetitivnoj
orijentaciji. Spoj 1 veze se preko pirazonlog prstena stvarajuéi veze s atomima na okosnici

Glu 590 i Met 592 prema slici 1.
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Slika 1. Kristalna struktura spoja 1 u veznom mjestu Trk kinaze

Izopropoksi skupina je usmjerena prema boc¢nom ogranku Phe 589. Fluoropiridinski prsten je
u kontaktu s bo¢nim ogrankom Leu 657, a atom fluora je u blizini okosnice karbonilnog
atoma Asn 665 i aC Gly 667 N-terminalnog kraja DFG sekvence aktivacijske petlje. N-1
atom pirimidina nije u direktnom kontaktu s bo¢nim ograncima TrkA proteina, ali se veze
preko vode s Asp 596 NH i fleksibilnim bo¢nim lancima Asp 596 1 Arg 599 u podrucju koje
je izlozeno otapalu u ATP veznom mjestu. U svrhu istrazivanja strukture i aktivnosti
heterociklickog prstena, istrazene su zamjene za 2,4-disupstituirani pirimidin. Trk inhibitorna
aktivnost je zadrzana kad je prsten zamijenjen jezgrama poput fenila, 2,6-disupstituiranog
piridila ili alternativno, regioizomerima 2,4-pirimidina.’® Istrazene su i biciklicke jezgre.
Fuzija dodatnog prstena na polozajima C-5 i C-6 piridinskog prstena, rezultirala je kinazolin-
2,4-diamino- i tieno[2,3-e]pirimidin-2,4-diamino analozima ¢iji je odnos strukture i aktivnosti
pratio rezultate monocikli¢ke pirimidinske jezgre.!* Druge fuzijske moguénosti prikazane su
na slici 2. C-5 ugljik povezuje se s egzociklickom amino skupinom pirazol-3-ila u petero¢lani
imidazolski prsten (a) dok se drugim pristupom imidazolni prsten dobiva povezivanjem
centralnog atoma dusika s 1-heteroaril etanamino skupinom. Prikazane strukture su derivati

purina, odnosno imidazo[4,5-b]piridina.
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Slika 2. Sintetski putevi za sintezu biciklickih derivata

Ocekivano je da ¢e spoj 3 zadrzati Trk aktivnost s obzirom da je 3-pirazolilna skupina
prisutna nakon fuzije. Za spoj 2 pretpostavljeno je da ¢e dva duSikova atoma na pirazolnom
prstenu stvarati kljuéne vodikove veze, dok bi trecu interakciju mogao stvoriti slabo kiseli C-
H imidazolnog prstena. Modeli vezanja spojeva 2 i 3 s TrkA receptorom prikazani su na slici

3.

a)

Slika 3. Modeli vezanja spojeva 2 (a) i 3 (b) s receptorom
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Sintetizirane su dvije serije derivata i testirane su na in vitro aktivnost, in vitro i in vivo
farmakokinetiku na stanicama Stakora i fizikalna svojstva. Derivati, ije su strukture prikazane

na slici 4, pokazali su subnanomolarnu stani¢nu aktivnost za inhibiciju stani¢ne fosforilacije
TrkA.
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Slika 4. Strukture sintetiziranih spojeva

Istrazivanje strukture i aktivnosti pokazalo je da za R; supstituent toleriraju ciklopropil, OiPr,
OEt i OCH3; dok manje skupine poput metila pokazuju znacajan gubitak stani¢ne aktivnosti.
Derivati piridina (2a, 2c, 2d, 3a-c) i pirimidina (2e) pokazuju sli¢ne stani¢ne aktivnosti.
Model za R, supstituent pretpostavlja dodatnu vodikovu vezu preko polarnog supstituenta, no
spoj nije pokazao poboljSanje u aktivnosti u odnosu na spoj 2c. In vivo antitumorsko
djelovanje ispitano je na 3 T3-TrkA-A modelu alografta misa. Slika 5 prikazuje rezultate
testiranja, te oba spoja, 2d i 3a, pokazuju antitumorsku aktivnost ovisnu o dozi. U dozi od 1
mg/kg oba spoja inhibiraju rast tumora. Znacajno usporavanje rasta tumora uoceno je U

dozama 5 i 25 mg/kg za derivat 3a.
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Slika 5. Rezultati testiranja spojeva 2d i 3a na alograftu

Glikozilacija je reakcija koja se dogada izmedu reducirajuéeg Secera i slobodne
aminokiseline. Proces je poznat i pod nazivom Maillardova reakcija koja ukljucuje seriju
kompleksnih neenzimatskih reakcija.”® Intermedijer, Amadori produkt, nastaje u ranim
stadijima procesa glikozilacije.*® Proces se dogada u tijelu i moZe modificirati biomolekule
poput kristalina, kolagena, hemoglobina, albumina i DNK*'. Modifikacije vode neispravnoj
funkciji proteina’®, a povezuje se i s mikrovaskularnim bolestima koje usporavaju zarastanje

rana kod dijabetiGara.™

Imidazo[4,5-b]piridini imaju Sirok spektar bioloske aktivnosti.
Benzohidrazidi su od prije poznati po svojoj antiglikozilacijskoj® i antioksidativnoj
aktivnosti®*. M. Taha i suradnici®® sintetizirali su seriju od 30 novih imidazo[4,5-b]piridin

benzohidrazona te ispitali njihovu antiglikozilacijsku i antioksidativnu aktivnost.
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Shema 1. Sinteza derivata imidazo[4,5-b]piridina

‘ Hidrazin hidrat
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Sinteza novih imidazo[4,5-b]piridin benzohidrazona prikazana je na shemi 1 te se odvija u tri
koraka. U prvom koraku 5-klorpiridin-2,3-diamin reagira s metil-4-formilbenzoatom. Nastali
4-(6-klor-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)benzoat. U sljede¢em koraku nastali ester se tretira
hidrazin hidratom u metanolu, a nastali benzohidrazid podlijeze reakciji s razliitim
benzaldehidima u prisutnosti octene kiseline te su nastali zeljeni produkti. Supstituenti fenilne

jezgre prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Supstituenti fenilne jezgre
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Antiglikozilacijska ispitivanja pokazala su vrijednosti izmedu 140,16 do 420,12 uM za
odredene derivate. Odredeni derivati Cija je ICsg vrijednost manja od 294,46 uM pokazali su
bolju aktivnost od rutina. Obecavajucée rezultate pokazali su derivati 8, 9, 11, 13, 14, 17, 18,
28 i 36. Generalni zakljucak je da je prisutnost, broj i pozicija OH skupine esencijalna za

inhibiciju glikozilacijskog procesa. Najvecu aktivnost pokazao je trihidroksi supstituirani
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derivat 28. Monohidroksi supstituirani derivati pokazali su da je preferirana para supstitucija
dok meta polozaj pokazuje najslabiju inhibitornu aktivnost. Unato¢ hidroksi supstituciji,
derivati 15, 32 i 37 nisu pokazali dobru aktivnost. Antioksidativna aktivnost ispitana jer
DPPH i FRAP metodama. Najbolje rezultate pokazali su tri hidroksi supstituirani derivati.
Rezultati su usporedeni s galnom kiselinom koja je uzeta kao standard. Derivati 13, 14, 17,
18, 28, 34, 36 i 37 pokazali su bolju inhibitornu aktivnost DPPH radikala od standarda galne
kiseline. Spoj 28, koji je pokazao i najbolju antiglikozilacijsku aktivnost, pokazao je i najbolju
antioksidativno aktivnost. Spojevi s viSe OH skupina pokazuju bolje rezultate. Najbolje
rezultate testiranja FRAP metodom odredivanja antioksidativne aktivnosti pokazao je derivat
14. Spoj 28 koji je pokazao najbolje rezultate DPPH metodom, nije pokazao dobru aktivnost u
ovom eseju. Spojevi s jednom OH skupinom pokazali su umjerenu ili slabu inhibitornu
aktivnost. Spoj 16, supstituiran furanom, jedini je spoj supstituiran heterocikliCkom jezgrom
koji je pokazao dobru aktivnost. Utjecaj metoksi ili halidne skupine ne igra vaznu ulogu u

aktivnosti FRAP eseja.

Male molekule inhibitor Aurora kinaza kao antitumorskih agenasa predmet su brojnih
istrazivanja. Identificirani su razligiti kemotipovi za modulaciju Aurora kinaza.?® Male
molekule inhibiraju sva tri oblika, a nekoliko spojeva pokazuje selektivnost: AZD1152 za
Aurora B i MLLN8237 kao selektivni Aurora-A inhibitor®®. Neki inhibitori su u pretklini¢kim
1 klini¢kim ispitivanjima za lijecenje razli¢itth humanih malignih bolesti.?® V. Bavetsias i
suradnici dugi niz godina istrazuju inhibitore Aurora kinaza ¢ija je osnova imidazo[4,5-
b]piridinska jezgra. Na slici 6 prikazani su ve¢ sintetizirani inhibitori. Spoj CCT137690%" je
inhibitor Aurora kinaza, CCT241736% je dualni inhibitor FLT3/Aurora kinaze a spoj 38

selektivno inhibira Aurora-A kinazu.?®
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Slika 6. Sintetizirani inhibitori Aurora kinaza

10
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Prilikom istrazivanja spoja 38, otkriveno je da bi potencijalni inhibitori mogli biti dobiveni
modifikacijama na imidazo[4,5-b]piridinskoj jezgri na poloZaju C7. Znanstvenici® su u
nastavku svog istrazivanja sintetizirali derivate koji su upravo na tom polozaju supstituirani s
pirazolnim prstenom u svrhu poboljSanja farmakoloskog profila ove klase spojeva.
Sintetizirana je prva serija derivata uvodenjem razli¢itih 1-benzil-1H-pirazol-4-il

supstituenata na polozaj C7. Varijacije na tom polozaju prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Varijacije na polozaju C7

R\
N—N
S \
Cl | X N\ \\'Tl
N/ N N\
> L)
39b F <:>
39c R
F@‘N
39d cl <:>

Derivat 39a inhibira Aurora-A i B kinaze s ICs vrijednosti 0,212 1 0,461 uM. U HeLa
stanicama raka cerviksa, isti derivat inhibira autofosforilaciju na T228 i fosforilaciju histona
H3 na S10. IstraZivanje sli¢nih derivata trebalo bi dovesti do povecane biokemijske aktivnosti
na Aurora-A kinazu i povecanja mikrosomalne aktivnosti. Uvodenjem p-F supstituenta na
fenilni prsten dobiven je derivat 39b koji je pokazao sli¢an inhibitorni profil. Poboljsanje
inhibitorne aktivnosti nije postignuto niti derivatom 39c dok je 39d pokazao bolju stabilnost u
mikrosomima humane jetre. In vivo istrazivanja otkrila su loSu bioraspolozivost i slabu
topljivost. U svrhu poboljSavanja tih svojstava, sintetizirana je druga serija spojeva Ciji su

supstituenti prikazani na shemi 2.

11
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Shema 2. Derivati s razlicitim supstituentima na polozaju C7

Zamjenom fenilnog prstena 39a sa 5-metilizoksazolnim dobiven je derivat 40d. Pokazao
znacajno pobolj$anje u inhibitornoj aktivnosti prema Aurora kinazama uz izostanak
selektivnosti. Inhibirao je rast SW620 i HCT116 tumorskih stanica u slicnim koncentracijama
kao derivat 39d. Derivat m-dimetilbenzamida 40a pokazao je bolju inhibitornu aktivnost
prema Aurora-A proteinu no smanjenu stabilnost u mikrosomima humane jetre. Sli¢an trend
prati i derivat 40b. Odabranim derivatima ispitana je inhibitorna aktivnost na razli¢itim
kinazama. Inhibitorna aktivnost spojeva 39a. 39d, 40d i 40g ukazuje na ¢injenicu da 7-
(pirazol-4-il)-3H-imidazo[4,5-b]piridinska jezgra mora biti detaljnije istrazena radi

dizajniranja inhibitora viSe kinaza.

Imidazo[4,5-b]piridini su strukturni analozi purina ¢iji derivati lako ulaze u interakciju
s velikim biomolekulama poput DNK, RNK i razli¢itim proteinima in vivo. Znanstveni tim M.
Hranjec® sintetizirao je nove derivate imidazo[4,5-b]piridina i triaza-benzo[c]fluorena
supstituiranih na razli¢itim polozZajima heterociklicke jezgre ¢ija je struktura prikazana na
Slici 7.

12
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47 R,=H, Ry=H, R3=H, X=CH, Y=H 52 R4=H, R,=H, X=CH, Y=H 56 R=H, Ry=H
48 R1=C|, R2=H, R3=H, X=CH, Y= 53 R1=H, R2=N02’ X=CH, Y=H 57 R1=H, R2=N02

49 R=Cl, Ry=H, R3=NO, X=CH, Y
50 R»] Cl Rz—H R3—N02 X=CH

51 Ry=Cl, Ry=H, Ry=H, X=N,
64 Ry=H, R,=CN, Ry=H, X
65 R;=H, R,=CN, Rs=H, X

H 54 R,=H, R,=NO, X=CH, Y=Br
L B 55 Ry=H, Ry=H, X=N, Y=H
Y=H 58 Ry=H, R;=NH, X=CH, Y=H
Y=Br 59 Ry=H, Ry=NH, X=CH, Y=Br
60 R;=H, R,=NH*CI", X=CH, Y=H
61 Ry=H, Ry=NH3*CI", X=CH, Y=Br
66 R,=CN, R,=H, X=CH, Y=H
67 Ry=CN, R,=H, X=CH, Y=Br
68 R,=2-imidazolinil, R,=H, X=CH, Y=H
69 R,=2-imidazolinil, R,=H, X=CH, Y=Br

Slika 7. Strukture sintetiziranih spojeva

Testirana je antiproliferativna aktivnost vec¢ine sintetiziranih spojeva na sedam stanicnih linija
humanih karcinoma. Mogu¢i antiproliferativni mehanizam i mete djelovanja detaljno su
istrazene za spojeve 58 i 68 dok su vezna mjesta na DNK proucavani za spojeve 56, 58 i 68.
Spojevi su sintetizirani konvencionalnim metodama organske sinteze kojim se pripravljaju
sliéni heterociklicki spojevi prema Shemi 3. Iz E-3-fenilsupstituiranih akrilnih kiselina,
reakcijom ciklokondenzacije s odgovaraju¢e supstituiranim 2,3-diaminopiridinima uz
prisutnost polifosforne kiseline sintetizirani su derivati E-2-stiril-imidazo[4,5-b]piridina 47-
51. Njihovi ciklic¢ki derivati, triaza-benzo[c]fluoreni 52-55, priredeni su termickim reakcijama
koriste¢i sulfolane za cikli¢ku dehidrohalogenaciju pri 280 °C pri ¢emu su dobivene smjese
dva nerazdvojiva regioizomera. Nesupstituirani derivat 52 pripravljen je fotokemijskom
dehidrociklizacijom iz etanolne otopine derivata 47. N-metilirani derivati 56 i 57 priredeni su

iz spojeva 52 i 53, dok metiliranje derivata triaza-benzo[c]fluorena nije uspje$no provedeno.
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R
X
R HoN Y
| X 2 i X PPA | P H
7 ~ 180 °C
=
41 Ry=H, Ry=H, X=CH 45 Y=H
42 R{=Cl, R,=H, X=CH 46 Y=Br 47 Ry=H, Ry=H, X=CH, Y=H
43 R,=Cl, R,=NO, X=CH 48 R4=Cl, R,=H, X=CH, Y=H
44 R,=Cl, Ry,=H, X=N 49 R4=Cl, Ry;=NO, X=CH, Y=H
50 R,=Cl, R,=NO, X=CH, Y=Br

51 R4=Cl, Ry=H, X=N, Y=H

sulfolan, 280 °C

R2 R1 R1
4
CHj,l X N
- —
Y
N NS EtOH sps N NS
N\ \ + 0 \ \ 7
NTONT N N
CHs 52 Ry=H, X=CH, Y=H
gg Rq=H 53 R;=NO, X=CH, Y=H
R1=NO, 54 R4=NO, X=CH, Y=Br

55 Ry=H, X=N, Y=H

Shema 3. Sinteza ciljanih derivata
Amino supstituirani triaza-benzo[c]derivati 58 i 59 su pripremljeni, prema shemi 4,
redukcijom s SnClyx2H,0 iz nitro supstituiranih prekursora u vrlo dobrim iskori§tenjima.
Hidrokloridne soli amino derivata dobivene su protoniranjem s HCl) radi postizanja bolje

topljivosti spojeva.

+ClI
O,N HoN HaN
Y Y
L= Y SnClpx2H,0 N\ N \ B HClg) NN \ S
—_— —_—
\ Y7 N\ Z
N \ NG MeOH N~ N EtOH 0 N~ N
HCIkonc
53 Y=H 58 Y=H 60 Y=H
54 Y=Br 59 Y=Br 61 Y=Br

Shema 4. Sinteza ciklickih derivata
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Cijano-supstituirani  E-2-stiril-imidazo[4,5-b]piridini 64-65 priredeni su u vrlo dobrim
iskori$tenjima reakcijama kondenzacije izmedu odgovaraju¢ih 2-metilimidazo[4,5-b]piridina i
p-cijanobenzaldehida u zatvorenim cijevima pri 180 °C prema shemi 5. Cijano-supstituirani
triaza-benzo[c]fluoreni 66-67 priredeni su fotokemijski izlaganjem etanolnih otopina spojeva
54-55 isijavanju visokotlacne zivine lampe. Reakcija su pracene UV/Vis spektroskopijom. 2-
imidazolinil-supstituirani triaza-benzo[c]fluoreni kao hidrokloridne soli pripravljeni su

Pinnerovom reakcijom sinteze amidina.

NC\©\ H | Y NC
HsC ,
CHO ’ _<\N NT 180 °C = \ N
62 Y=H 64 Y=H N\@Y
63 Y=Br 65 Y=8r N=

hV, 02, |2
etanol
i ©
HN—%
NC
1. HCl(g)
EtOH e
\ N S 2. HyN(CHy),NH; v
| EtOHaps \ N
NN |
H N i~
N N
68 Y=H 66 Y=H
69 Y=Br 67 Y=Br

Shema 5. Sinteza imidazolinskih derivata

Za istrazivanje interakcija s DNK, odabrani su aktivni spojevi 56, 58 i 68. Navedeni spojevi
okarakterizirani su elektronskom apsorpcijskom (UV/Vis) i fluorescencijskom emisijskom
spektroskopijom. Ispitivanja su pokazala da poviSenje temperature na 98 °C ima neznatan
utjecaj na spektroskopska svojstva te da je reproducibilnost nakon hladenja na 25 °C o¢uvana.
UV/Vis spektrofotometrijskim titracijama pracene su interakcije spojeva s Ct-DNK u
vodenom mediju. Dodatak ct-DNK rezultirao je batokromnim i hipokromnim efektom u
UV/Vis spektru. Za spojeva 56 i 68 uoceno je znacajno odstupanje od izosbesticke tocke Sto

upucuje na postojanje barem dva razli¢ita kompleksa. Fluorimetrijske titracije pokazale su da
15
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dodatkom ct-DNK dolazi do potpunog gasenja fluorescencije spoja 68, §to je prikazano na
slici 8, 1 jakog gasenja fluorescencije spoja 56 u odnosu na fluorescenciju spoja 58 ¢ija se
emisija neznatno promijenila. Podaci iz UV/Vis 1 fluorimetrijskih titracija obradeni su
pomocu Schathardove jednadzbe iz kojih su dobivene vrijednosti konstanti stabilnosti Ks.
Usporedbom Ks vrijednosti dokazan je veéi afinitet spojeva 56 i 58 prema ct-DNK u odnosu

na analog 58 sa slobodnim aminskim supstituentom.

o)

A 00 4

00 H

1. fluo. int. (a.u.)
B
=

Rel. fluo. int. {466 nm)

Re

— g -

T T T 1
20x107 405107 6.1 B0x107

A4 nm c(ct-DNA) / mol dm™

Slika 8. Emisijske krivulje ispitivanja spoja 58 s ct-DNK (A), ovisnost intenziteta emisije na
446 nm o koncentraciji ct-DNK

1z rezultata CD spektrofotometrijskih titracija zakljuceno je da se spojevi 56 i 68 u interakciji
s ct-DNK ponaSaju kao interkalatori jer je uofena negativnha ICD vrpca u podrucju
karakteristicnom za interkalatore. Novim sintetiziranim derivatima imidazo[4,5-b]piridina i
triaza-benzo[c]flourena ispitana je antitumorska aktivnost na sedam stani¢nih linija humanih
karcinoma: HelLa (karcinom grlica maternice), SW620 (metastatski kolorektalni
adenokarcinom), MiaPaCa-2 (karcinom gusterace), MCF-7 (metastatski epitelni
adenokarcinom dojke), Hep-2 (epidermoidni karcinom grkljana) i SK-BR-3 (metastatski
adenokarcinom dojke) kao 1 normalni diploidni humani fibroblasti (W138). Njihov citostatic¢ki
ucinak usporeden je cisplatinom i 5-fluoruracilom, koji su ¢esto koriSteni kemoterapeutici.
Osim spojeva 51 i 55, koji su pokazali nikakvu ili umjerenu antiproliferativnu aktivnost, svi
spojevi pokazali su snazni citotoksi¢ni uc¢inak na svim testiranim stani¢énim linijama. Osobito
su se istaknuli spojevi E-2-stiril supstituirani derivati imidazo[4,5-b]piridina 47, 48, 50 i 65 i
derivati triaza-benzoflourena 56, 58, 59, 60, 68, 69 jer su citotoksi¢ni uc¢inak pokazali ve¢ u
mikromolarnim koncentracijama u rasponu od 1 do 10 puM. Spojevi 58 i 60 pokazali su
selektivni u¢inak na stani¢nu liniju SK-BR-3 dok je spoj 56 uz to pokazao i specifi¢nu
inhibiciju rasta MCF-7 i Hela stanica. 1z klase spojeva triaza-benzo[c]flourena, spojevi 68 i

69 pokazali su najjace nespecificno djelovanje na stani¢ne linije u mikromolarnim
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koncentracijama. Navedeni spojevi sadrze 2-imidazolinilni supstituent, §to pridonosi njihovoj
citotoksic¢nosti koja je u rangu citotoksi¢nosti cisplatina i 5-fluoruracila. Spojevi 58 i 60
pokazali su manju toksi¢nost na normalne humane fibrinoblaste u odnosu na druge bioloski
aktivne spojeve. Zbog obecavajucih rezultata, detaljnije je istrazen mehanizam djelovanja
spojeva 58 i 68, osobito jer je spoj 58 visoko selektivan prema stani¢noj liniji metastatskog
adenokarcinoma dojke uz nisku citotoksi¢nost prema normalnih humanim fibroblastima a
spoj 68 visoko je selektivan prema dvije metastatske stani¢ne linije koje su rezistentne prema
uobicajenim kemoterapeuticima. Spoj 68 u visokim koncentracijama inducira apoptozu §to je

povezano s interkaliranjem.

2. 2. Sinteza potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalno zracenje je dio elektromagnetskog spektra u rasponu frekvencija od 0,3 — 600
GHz. Nalazi se izmedu infracrvenog podrucja i radio valova u elektromagnetskom spektu koji

je prikazan na slici 9.

Valna duljina (m)
10772 10" 1070 10°° 1078 o Mo A% ft 20t 1 308 10! 102 108 10%

e /
=y i

AM radio

Vidljiva .
Infracrveno  pqikrovalovi

svjetlost — S
_:& zragenje

102 10" 10%® 107 10'® 10 10 103 102 10" 10 10° 108 107 108 10°

Gama zrake X zrake UV zracenje

Radio
: valovi

FM radio

= 1 gigahertz 1 megahertz
Frekvencija (Hz) (GHz) (GHz)

Slika 9. Elektromagnetski spektar

Radi se o zracenju relativno velikih valnih duljina 1 malih frekvencija §to potvrduje ¢injenica
da energija mikrovalnog zracenja nije dovoljna za kidanje kemijskih veza. Mikrovalno
zracenje sastoji se od elektricne 1 magnetske komponente koje su medusobno okomite, a za

interakciju s materijom odgovorna je elektricna komponenta.

Postoje dva mehanizma zagrijavanja mikrovalnim zracenjem: dipolna polarizacija 1 ionska
vodljivost, koja su prikazana na Slici 1. Materija mora imati dipolni moment da bi mogla
apsorbirati energiju mikrovalnog zracenja jer tad elektri¢no polje potice rotaciju molekula.
Njihovo kretanje nije dovoljno brzo da bi pratilo brze izmjene elektricnog polja te dolazi do
raspada elektromagnetskog zracenja u obliku toplinske energije. lonska vodljivost javlja se
kad su prisutni slobodni ioni ili ionske vrste u mediju na koji djeluje mikrovalno zracenje pri

¢emu oni slijede smjer kretanja elektri¢nog polja.
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Mehanizam dipolne polarizacije:

Osciliraju¢e elektriéno polje - -
+ + | +)
. )
b - b w
- -~ b
‘ -
oo 1
/

Mehanizam ionske vodljivosti:

Oscilirajuce elektri¢no polje
+ +

Slika 10. Mehanizmi zagrijavanja mikrovalnim zracenjem

Jakost interakcija odredena je dielektri¢nim svojstvima materije. Dielektri¢na konstanta (g')
pokazuje sposobnost molekule da bude polarizirana pod utjecajem elektricnog polja.
Dielektri¢ni gubitak (g") je koli¢ina energije mikrovalnog zrac¢enja koja se rasipa u toplinsku.
Tangens gubitka (tand) je sposobnost materije da pretvara energiju elektromagnetskog
zracenja u toplinsku energiju pri odredenoj frekvenciji i temperaturi. Navedene veliine

povezane su preko relacije:

Ll

tand = —
£

Veliku ulogu u apsorpciji mikrovalnog zraenja imaju otapala za koje je pozeljno da su
polarna s dipolnim momentom 1 visokom dielektricnom konstantom. Za vrlo visoku
sposobnost apsorpcije mikrovalnog zracenja, kao 1 brzo zagrijavanje, reakcijski medij mora
imati visok tangens gubitka (tano) koji je ovisan o frekvenciji i temperaturi. Otapala se dijele
u tri kategorije s obzirom na sposobnost apsorpcije mikrovalnog zracenja. Otapala s visokim
tand (DMSO, etanol, metanol, nitrobenzen), srednjim fand (DMF, voda, octena kiselina,
CH,Clp) i niskim tand (toluen, heksan, aceton, acetonitril. Sto je tand veéi, otapalo
djelotvornije pretvara energiju mikrovalnog zracenja u toplinsku i brze se zgrijava. Otapala
poput benzena, dioksana i CCls su propusna na mikrovalno zracenje te ga ne apsorbiraju.
Sama vreliSta otapala nisu bitna za koriStenje u sintezi potpomognutoj mikrovalovima jer pod

njihovim utjecajem, sva otapala se nakon nekoliko sekundi zagriju do temperature vrelista.
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Materijali s visokom dielektri¢cnom konstantom ne moraju nuzno imati visok tangens gubitka
jer se mogu koristiti aditivi te reaktanti i katalizatori koji povecavaju ukupna dielektricna

svojstva smjese.

S obzirom na interakciju s mikrovalnim zracenjem, materijali se dijele u tri kategorije:
konduktori, apsorpcijski materijali i izolatori. Konduktori su metali i oni reflektiraju
mikrovalno zraCenje (Slika 11. a). Apsorpcijski materijali 1 otapala (Slika 11 b) apsorbiraju

mikrovalno zracenje dok izolatori (Slika 11. ¢) propusStaju mikrovalno zracenje bez

interakcije.
(@) Metali
4—
(b) Otapala
<
(c) Teflon, staklo, kvarc
i

Slika 11. Interakcija materijala s mikrovalnim zracenjem

Mikrovalno zagrijavanje energetski je povoljnije od klasi¢nog zagrijavanja jer je izvor topline
elektromagnetski val. Reakcijska smjesa direktno apsorbira energiju jer su stjenke propusne,
dok se u klasicnom zagrijavanju posredno smjesa zagrijava pomocu vanjskog izvora topline.
Maksimalna temperatura mikrovalnim zagrijavanjem nije ograni¢ena vreliStem otapala ve¢ je
moguce dose¢i daleko vece temperature. Mikrovalnim zagrijavanjem postiZze se idealni
temperaturni profil. Veliki nedostatak klasi¢nog zagrijavanja je Cinjenica da je temperatura
viSa na vanjskoj strani reakcijske posude dok kod dielektricnog zagrijavanja postoji opasnost

od lokalnog pregrijavanja §to je prikazano na slici 12.
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stijenke posude su propusne
za MW zracenje

temperatura na vanjskoj
strani reakcijske posude
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\ ' N N ’l’
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Kklasi¢no zagrijavanje mikrovalno (dielektri¢no) zagrijavanje

Slika 12. Razlika izmedu klasicnog i mikrovalnog zagrijavanja

Mikrovalni sustav prikazan je na slici 13. Sastoji se od magnetrona koji je izvor konstantnog
mikrovalnog zracenja. Valovod vodi mikrovalno zra¢enje od antene prema reakcijskoj posudi.
Cirkulator je dio sustava koji $titi magnetron i cijeli instrument od reflektirajuceg
mikrovalnog zracenja dok deflektor osigurava da se maksimalna snaga mikrovalnog zracenja

pretvara u toplinu. U blizinu reakcijske posude s uzorkom nalazi se IR senzor Kkoji prati

temperaturu.
| Magnetron
[
IR senzor —
 Deflektor
] ]
] ]
: I H .: :.-
I 1
O — : i -
I ]
I [
;{ —
I [t
I 1
i '
i '
o : '
| | ] "‘ .ij
Mikrovalna Tueet
antena b i g
Valovod Cirkulator

Slika 13. Mikrovalni sustav

U sintetskoj kemiji mikrovalno zrac¢enje omogucilo je provodenje reakcija koje nije moguce
provesti konvencionalnim putem. Reakcijsko vrijeme je skraceno, Cisto¢a produkta je veca uz
veca iskoriStenja te je povecana reproducibilnost eksperimenata. Mikrovalna sinteza je aspekt
zelene kemije te se Cesto kombinira 1 s drugim zelenim metodama. Koncept zelene kemije
nastoji zastititi okoli$ otkri¢em novih kemijskih procesa 1 reakcija koje sprjecavaju zgadenje.
Odnosi se na sve aspekte kemije.
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Farmaceutska zelena kemija zasniva se na razvoju novih, ucinkovitih i ekoloski prihvatljivih
sintetskih metoda. Disperzija opasnih i Stetnih kemikalija te otpada u okoli§ mora biti

minimalna ili kompletno minimalizirana. Glavni principi zelene kemije su:

1. sprjecavanje upotrebe lako isparljivih i toksi¢nih otapala

2. ponovna upotreba katalizatora i reagensa

w

koriStenje benignih kemikalija, ekonomicnih sintetskih metoda s minimalnim brojem
sintetskih koraka i nusprodukata
minimalna potro$nja materijala i energije uz maksimalnu u¢inkovitost

blagi reakcijski uvjeti

4
5
6. zamjena toksicnih otapala bio-otapalima, ionskim otopinama i superkriti¢nim fluidima

7. koriStenje vode, zelenih otapala i provodenje reakcija bez prisutnosti otapala

8. metode moraju biti pogodne za scale up i industrijsku primjenu

9. sinteza potpomognuta mikrovalovima

10. sinteza u krutoj fazi ili bez prisutnosti otapala.
Osobitu vaznost u sintezi potpomognutoj mikrovalovima zauzima voda. Kao otapalo u
organskoj sintezi ima jedinstvenu reaktivnost i selektivnost zbog hidrofobnog efekta.
Mikrovalno zraenje omogucava provodenje reakcija u vodenom mediju pri temperaturama
visim od 100 °C u zatvorenim reakcijskim posudama. Zbog promjene u fizikalnim i
kemijskim karakteristikama vode kod visokih tlakova i temperatura, voda postaje
pseudoorgansko otapalo. Takvim koriStenjem vode dolazi se do Cistih produkata jer se pri
hladenju voda vraéa svojim uobicajenim karakteristikama te su produkti ponovno netopljivi.
Tangens gubitka vode moze se znatno povecati dodatkom male koli¢ine anorganske soli koja
¢e povecati apsorpciju mikrovalnog zracenja kondukcijskim mehanizmom. Osobita vaznost
vode kao otapala lezi u cinjenicama da je dostupna u velikim koli¢inama, jeftina je,
netoksi¢na, nekorozivna, nezapaljiva 1 ima visok tlak para. Polarna je 1 dobro apsorbira
mikrovalno zracenje Sto ubrzava kemijske reakcije. Nedostaci su Sto je vecina organskih
spojeva netopljiva u vodi, no to se rjeSava koriStenjem mikrovalova prilikom ¢ega voda

poprima drugacije fizikalno-kemijske karakteristike i postaje pseudoorgansko otapalo.*?

Sinteza potpomognuta mikrovalovima u pocetku se provodila u kuénim mikrovalnim
peénicama. Prvi eksperimenti imali su brojne nedostatke poput niske reproducibilnosti
rezultata, mijeSanja reakcijske smjese, mogucnosti eksplozije, velikih temperaturnih razlika

unutar kuciSta, nemoguénosti mjerenja temperature i zraka a osobit problem bio je
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neravnomjerno zagrijavanje reakcijske smjese zbog povremenog isklju¢ivanja magnetrona.
Ubrzo su znanstvenici poceli razvijati posebne mikrovalne reaktore koji se danas koriste u

suvremenim laboratorijima. Na slici 14 prikazan je kronoloski razvoj mikrovalnih reaktora.

i ckstrakciju

neinvazivna kontrola tlaka 1 temperature, rad na laboratorijskoj skali automatizacija
_ , provierene metode
invazivna kontrola
temperature baze ]J()dﬂl'c'lkil
scale-up
kontrola snage
Zzracemnia
| Y _ YiYYY ]
1985 A1990 1995 A2000 2003
kuéne pecnice
<€--1  vigefunkcijski sustavi za jcdnofunk;ijski reaktori dizajnirani
! digestiju, upraskavanje za organsku sintezu
1
1

Slika 14. Kronoloski razvoj mikrovalnih reaktora

Jednofunkcijski mikrovalni reaktor ima malo kuciste i koristi se za reakcije do maksimalnog
volumena 50 mL. Sastoji se od kucista u koje se stavlja jedna reakcijska posuda. Zraenje
prolazi kroz dobro definiran valovod i usmjereno pada na reakcijsku posudu koja je smjestena
na tocno odredenoj udaljenosti od izvora mikrovalnog zraCenja. Stvara se stalni valni profil
mikrovalnog zra€enja $to znaci da nastaje skup ¢vorova na kojima je intenzitet mikrovalne
energije nula i skup ¢vorova gdje je magnituda mikrovalnog zracenja najvisa i intenzitet
energije maksimalan. Reakcijska posuda mora biti smjeStena na odgovarajucoj udaljenosti od
magnetrona kako bi uzorak bio smjeSten na c¢vorovima s maksimalnom energijom
mikrovalnog zracenja. Istovremeno se koristi samo jedna reakcijska posuda a scale-up je
moguc¢ koristenjem vece reakcijske posude. Jednofunkcijski mikrovalni reaktor dobar je izbor

za reakcije kojima su poznati reakcijski uvjeti.
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Slika 15. Raspodjela mikrovalnog zracenja u jednofunkcijskom (a) i visefunkcijskom (b)
mikrovalnom reaktoru
Visefunkcijski mikrovalni reaktor ima veliko kuciSte unutar kojeg je mikrovalno zraCenje
raspodijeljeno u svim smjerovima reflektiranjem na stijenke kucista. Homogena raspodjela
elektromagnetskog polja postize se rotacijom reakcijskih posuda. Za razliku od
jednofunkcijskog reaktora, ne dolazi do stvaranja stalnog valnog profila niti potpune kontrole
temperature. Razlika izmedu raspodjele mikrovalnog zracenja u jednofunkcijskom i
viSefunkcijskom reaktoru prikazana na je na slici 15. Visefunkcijski mikrovalni reaktori

koriste se za vece koli¢ine, do nekoliko litara te su pogodni za scale-up i paralelnu sintezu.

Klasi¢na sinteza 2-aril-imidazo[4,5-b] i [4,5-c]piridina je reakcija 2,3- ili 3,4-
diaminopiridina s aromatskim karboksilnim kiselinama u prisutnosti polifosforne Kiseline.
Razli¢iti derivati pripremljeni su slicnim metodama ciklizacije diaminopiridina uz trietil-
ortoformat, ureu, tioureu i N-okside prema shemi 6. Temperaturni raspon kreée se od 170 —

200 °C a vrijeme trajanja reakcije od 30 minuta do 4 sata. >

COOH
R N
| N i PPA | TN R
+ —_— ~ 4
= R N N
R, N NH, Rs 1 H
R, Ry
R4
R1=H, NH R2=C|, H, CH3 R1=H, NH
R3=H, NOz, Cl, Br R2=C|, H, CH3
R4=H, NOZ, Br, Cl, CH3 R3=H, NOZ, Cl, Br

R4=H, NOZ’ Br, Cl, CH3

Shema 6. Konvencionalna sinteza derivata imidazo[4,5-b]piridina
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Organska otapala, kao 1 mnogi organski spojevi €esto su vrlo toksicni, otrovni, korozivni i
kancerogeni te je jedan od glavnih ciljeva organske kemije ekoloSki prihvatljiva sinteza.
Derivati benzimidazola i imidazo[4,5-b]piridina zbog izrazene bioloske aktivnosti vrlo su
aktualna tema istrazivanja medicinskih kemicara.* Sinteze potpomognute mikrovalnim
zracenjem imaju veliki doprinos u razvoju organske sinteze.*® Principi zelene kemije zalazu se
za koriStenje reakcija bez otapala, a osobito puno pozornosti privlaci kombinacija dvije zelene
metode: mikrovalno zraGenje i reakcija bez otapala.®® Reakcije bez otapala obi¢no se provode
na internom nosadu, primjerice zeolitu.” N. Montazeri i suradnici®® primjenom mikrovalnog
zraCenja  opisali su sintezu derivata benzimidazola i imidazo[4,5-b]piridina
ciklokondenzacijom 1,2-diamino aromatskih spojeva kataliziranu s SiO,-H,SO,4 u uvjetima
bez otapala prema shemi 7. Sulfatna kiselina prethodno je adsorbirana na silika gel i koristi se

kao ¢vrsti nosac katalizatora.

NH, H
| ~N R-C(OEt)3, MW, 5 min | X .
) )=
—
X NH2 SIOzXHzSO4 X/
1a X=CH 2a X=CH
1b X=N 3a X=N

Shema 7. Sinteza derivata benzimidazola i imidazo[4,5-b]piridina potpomognuta
mikrovalovima

Pokusaji reakcije 1,2-diaminoaromata s orto esterom u odsutnosti katalizatora ili mijeSanjem
katalizatora s reaktantima bez izlaganja mikrovalnom zracenju nisu bili uspjesni. Ista reakcija
podvrgnuta je mikrovalnom zracenju uz pomo¢ SiO,-H,SOy, Ciljani produkti dobiveni su kroz
nekoliko minuta. Prednosti ove metode su Sto se katalizator moZe vrlo jednostavno pripraviti
sa silikagelom za kromatografiju i sumpornom Kkiselinom otopljenom u aceton. Tako
pripravljen katalizator moze se skladistiti u eksikatoru dulji vremenski period bez gubitka

aktivnosti. Razvijena metoda moze posluZiti kao ogledni primjer zelene kemije.
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3.1. Opée napomene

'H i 1*C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV600 i Bruker AV600. 'H
NMR spektri snimani su pri 300 i 600 MHz, dok su **C NMR spektri snimani pri 75 i 150
MHz. Svi NMR spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu, koristeci tetrametilsilan kao
interni standard. Kemijski pomaci () izrazeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege (J)

u Hz.

TaliSta priredenih spojeva odredena su na SMP11 Bibby i1 Biichi 535 aparatu te nisu

korigirana.

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru. Fluorescencijski
emisijski spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometru. U oba slucaja koriStene su

kvarcne kivete promjera 0,5 cm te volumena 3 cm?.

Reakcije potpomognute mikrovalnim zracenjem provedene su u Milestone Start Synth

mikrovalnom reaktoru u kvarcnim posudama (40 bar).

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom 0,063-0,2
nm (Kemika, Merck).

Slika 16. Mikrovalni reaktor
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3. 2. Priprava amino supstituiranih tetracikli¢kih derivata
imidazo[4,5-b]piridina

Cl
@(m
NH, H CING

H
N
0o X
| \ 190 oC \ N CN 4 \ |
P + CNCH,CONH, —— || />_/ - 4 5 / P
— 120 °C N N
N NH, NZ N
o OH
1 2 3 Piridin 5
DMF
t-KOBu
150 °C
N— —
N/Q ¥ N/§N>
= =
N
o N o N
CN CN
6a 6b
POCl,
PCls
110 °C
N= —
/)
e WA @
> >
Cl X N cl A N
CN CN
7 8
NH>(CH3)3N(CH3), NH,(CH3)3N(CHgz),
MW, CH5;CN MW, CH;CN
170 °C 170 °C
N=— —
— —
\N/\/\H N N \N/\/\N NS N
H
| CN | CN
9 10

Shema 8. Priprava amino supstituiranih tetraciklickih derivata imidazo[4,5-b]piridina
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3.2.1. Priprava 2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)acetonitrila 3

U okruglu tikvicu stavi se 3,000 g (27,00 mmol) 2,4-diaminopiridina 1 i 2,510 g (30,00
mmol) 2-cijanoacetamida 2, dobro se promijesa i zagrijava u uljnoj kupelji pri 190 °C 20
minuta. Smjesa se prekristalizira iz 130 ml 50% etanola, kratko prokuha s aktivnim ugljenom
i upari na mali volumen. Nastali talog se profiltrira. Dobiveno je 1,422 g (33%) svijetlo
smedeg praskastog produkta. T.t. 262 - 266 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): & = 13,06 (s, 1H, Hpenzimidazol), 8,34 (S, 1H, Harom), 8,00 (s, 1H,
Harom), 7,25 (dd, 1H, J; = 8,02 Hz, J, = 4,79 Hz, Harom), 4,45 (s, 2H, CH,).

3. 2. 2. Priprava (2)-3-(2-klorfenil)-3-hidroksi-2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)akrilonitrila 5

Reakcijska smjesa 1,000 g (6,32 mmol) 2-(1H-imidazo[4,5-b]pridin-2-il)acetonitrila 3, 7 ml
piridina i 0,80 ml 2-klorbenzoil-klorida 4 refluksira se 1,5 h. Po zavrSetku reakcije smjesi se
doda 50 ml vode, a nastali talog se profiltrira. Dobiveno je 1,24 g (66%) naranéastog
praskastog produkta. T.t. >300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): & = 13,51 (3s, 1H, OH), 13,29 (55, 1H, Hpenzimidazor), 8,28 (dd,
1H, J 1= 5,22 Hz, J, = 1,23 Hz, Harom), 7,97 (dd, 1H, J; = 7,88 Hz, J, = 1,16 Hz, Harom), 7,52
(dd, J1= 7,68 Hz J; = 2,01 Hz, Haom), 7.48 — 7.40 (m, 3H, Harom), 7,32 (dd, 1H, J; = 7,91 Hz,
J,=5,27 Hz, Harom); 3¢ NMR (75 MHz, DMSO) 6 = 195,04, 186,51, 154,01, 149,16, 140,93,
130,82, 129,93, 129,89, 128,85, 127,53, 121,15, 120,01, 118,59, 64,48.

3. 2. 3. Priprava 5-0kso-5,7-dihidropirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila
6a i 5-0kso-5,7-dihidropirido[2’,3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 6b

Reakcijska smjesa 1,190 g (4,01 mmol) 3-(2-klorfenil)-3-hidroksi-2-(1H-imidazo[4,5-
b]piridin-2-il)akrilonitrila 5, 1,125 g t-KOBu i 14 ml DMFa refluksira se 2 h. Po zavrSetku
reakcije smjesa se upari pod sniZenim tlakom do suhog 1 doda se 50 ml vode. Nastali talog se
profiltrira. Dobiveno je 0,759 g (73%) svijetlo smedeg praskastog produkta koji se sastoji od
smjese regioizomera u omjeru 6a:6b = 1:5. T.t. >300 °C.

6a: 'H NMR (300 MHz, DMSO): 5 = 9,64 (d, 1H, J = 8,01 Hz, Harom), 8,37 (dd, 1H, J; = 4,67
Hz, J, = 1,16 Hz, Harom), 8,33-8,28 (M, 1H, Haom), 7,90 (dd, 1H, J; = 6,08 Hz, J, = 1,37 Hz,
Harom), 7,77 (d, 1H, J = 1,17 Hz, Harom), 7,57-7,55 (m, 1H, Harom), 7,45 (dd, 1H, J; = 7,92 Hz,
J> =5,19 Hz, Harom);
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6b: "H NMR (300 MHz, DMSO): & = 8,82 (d, 1H, J = 8,04 Hz, Harom), 8,49 (d, 1H, J = 8,37
HZ, Harom)Y 8,31 (m, 2H, Harom), 7,85 (td, lH, J]_ = 7,70, J2 = 1,50 HZ, Harom), 7,55 (t 1H, J =
7,49 HZ, Harom), 7,31 (dd, lH, Jl = 8,13 HZ, \]2 = 5,43 HZ, Harom).

3. 2. 4. Priprava 5-klorpirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 7 i
5-klorpirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 8

Reakcijska smjesa 0,500 g (1,92 mmol) 5-okso-5,7-dihidropirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitrila 6a 1 5-0kso-5,7-dihidropirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitrila 6b, 0,214 g PCls i 11 ml POCI; refluksira se 1,5 h pri 110 °C. Po zavrSetku
reakcije smjesa se upari pod snizenim tlakom do suhog, doda se mala koli¢ina vode te se
nastali talog profiltrira. Dobiveno je 0,373 g (78%) Zutog praskastog produkta u obliku smjese
regioizomera u omjeru 7:8 = 1:5 koji su odvojeni kolonskom kromatografijom na silikagelu
uz CH,CI,/CH3;0OH kao eluens.

7: 0,027 g T.t. >300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): 8 = 9,94 (d, 1H, J = 8,34 Hz, Haom), 8,74 (d, 1H, J = 4,23 Hz,
Harom), 8,49 (d, 1H, J = 7,2 HZ, Harom), 8,40 (d, 1H, J = 8,49 Hz, Harom), 8,18 (t, 1H, J = 7,13
Hz, Harom), 7,82 (t, 1H, J = 7,91 Hz, Harom), 7,72 (t, 1H, J = 6,37 Hz, Harom).

8: 0,249 g T.t. >300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): & =9,17 (dd, 1H, J; = 8,48 Hz, J,=1,2 Hz, Harom), 8,86 (d, 1H,
J = 8,49 Hz, Harom) 8,79 (dd, 1H , J, = 4,67 Hz, J, = 1,22 Hz, Harom), 8,40 (dd, 1H, J; = 8,19,
Jo =1,26 Hz, Harom), 8,10 (td, 1H, J; = 7,89 Hz, J, = 1,32 Hz, Harom), 7,80 (t, 1H, J = 7,71 Hz,
Harom), 7,60 (dd, 1H, J; = 8,43 Hz, J, = 4,68 Hz, Harom).

3. 2. 5. Priprava 5-[(3-(dimetilamino)propil)amino]pirido[3,2':4,5]imidazo
[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 9

Spoj 9 prireden je sintezom potpomognutom mikrovalovima koristenjem MW zracenja snage
800 W i temperature 170 °C iz 0,070 g (0,20 mmol) 5-klorpirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitrila 7 u 10 ml acetonitrila i 0,16 ml (1,00 mmol) N,N-dimetilaminopropil-
1-amina. Nakon 4 h mikrovalnog zracenja, ohladena reakcijska smjesa se profiltrira pri ¢emu
je dobiveno 0,047 g (69%) Zutog praskastog produkta. T.t. 211 - 213 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO): & = 9,69 (dd, 1H, J; = 8,40 Hz, J, = 0,84 Hz, Haom), 8,74 (s,
1H, NHamin), 8,33 (dd, 1H, J; = 4,74 Hz, J, = 1,44 Hz, Haom), 8,13 (d, 1H, J = 7,92 Hz, Harom),
8,05 (dd, 1H, J; = 8,01 Hz, J, = 1,41 Hz, Haom), 7,85 (td, 1H, J; = 8,19 Hz, J, = 0,9 Hz,
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Harom), 7,52 (td, 1H, J; = 8,19 Hz, J, = 0,99 Hz, Haom ), 7,41 (dd, 1H, J1 = 7,95 Hz, J, = 4,77
Hz, Harom), 3,92 (s, 2H, CHy), 2,43 (t, 2H, J = 6,45 Hz, CH,), 2,21 (s, 6H, CH3), 1,89 (dd, 2H,
J1=13,34 Hz, J, = 6,66 Hz, CHy).

3C NMR (150 MHz, DMSO) & = 151,48, 149,88, 146,59, 141,10, 137,49, 134,94, 133,11,
125,61, 125,38, 123,92, 120,22, 117,89, 117,65, 116,81, 71,72, 57,47, 55,25, 45,52, 44,38,
26,76.

3. 2. 6. Priprava 5-[(3-(dimetilamino)propil)amino]pirido[2*,3":4,5]imidazo[1,2-a]
kinolin-6-karbonitrila 10

Spoj 10 prireden je sintezom potpomognutom mikrovalovima koriStenjem MW zracenja
snage 800 W i temperature 170 °C iz 0,070 g (0,20 mmol) 5-klorpirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitrila 8 u 10 ml acetonitrila i 0,16 ml (1,00 mmol) N,N-dimetilaminopropil-
1-amina. Nakon 4 h mikrovalnog zracenja, ohladena reakcijska smjesa se profiltrira pri c¢emu
je dobiveno 0,056 g (82%) Zutog praskastog produkta. T.t. 253 - 255 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO): & = 8,72 (dd, 1H, J; = 8,25 Hz, J, = 1,35 Hz, Harom), 8,70 (s,
1H, NHamin), 8,54 (d, 1H, J = 8,16 Hz, Harom), 8,50 (dd, 1H, J1 = 4,77 Hz, J, = 1,23 Hz, Harom),
8,25 (dd, 1H, J; = 4,14 Hz, J, = 0,74 Hz, Haom), 7,89 (td, 1H, J; = 8,82 Hz, J, = 1,05 Hz,
Harom), 7,59 (t, 1H, J = 7,68 Hz, Harom), 7,29 (dd, 1H, J1 = 8,19 Hz, J, = 4,77 Hz, Haom), 3,98
(t, 2H,J = 6,87 Hz, CHy), 2,47 (t, 2H, J = 6,48 Hz, CHy), 2,24 (s, 6H, CH3), 1,97-1,93 (m, 2H,
CH>).

B3C NMR (75 MHz, DMSO) & = 157,13, 151,62, 151,07, 145,58, 135,14, 133,61, 125,37,
124,55, 123,77, 121,51, 117,85, 116,94, 116,91, 116,55, 71,37, 57,36, 45,56, 44,27, 40,83,
40,56, 40,28, 40,00, 39,72, 39,44, 39,16, 26,65.
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3.3. Ispitivanje interakcija nekih priredenih derivata s DNK/RNK

3.3.1. Supstrati

Nukleotidi ¢istoce veée od 99 % kupljeni su od Aldricha-a te su koristeni bez daljnjeg
&iséenja na nacin da su otopljeni u BPE puferu (pH 7) u koncentraciji reda velicine 10 mol
dm. Otopljeni su prema tvornicki prilozenim uputstvima odnosno katalogu proizvodaca te je
koncentracija fosfata polinukleotida odredena na osnovu absorbancije u puferu pH = 7; 0,01

M prema slijede¢im vrijednostima:

» ct-DNK na 260 nm, ¢ = 6600
» poli G-poli C na 260 nm, € = 6000

3.3.2. Spektroskopske metode

Kod fluorescencijskih titracija pracene su promjene intenziteta fluorescencije ispitivanog
spoja na valnim duljinama (Aem. = 380-750 nm ) gdje niti jedan sastojak u otopini nema
UV/Vis spektar te su koristene valne duljine pobude kod kojih ct-DNK i pG-pC nemaju
UV/Vis spektar (Aeksc. > 320 nm). Ukoliko je bilo potrebno, fluorescencijski spektri korigirani

su za baznu liniju pufera.

3.3.3. lzvedba titracija

Promjene spektara ispitivanih spojeva po dodatku polinukleotida korigirane su za
razrjedenje. KoriStena je metoda titracije pri kojoj je koriSteno relativno kratko vrijeme (2 - 3
min) potrebno da se uspostavi ravnotezno stanje po dodatku supstrata u otopinu ispitivanog
spoja. U kivetu s puferiranom vodenom otopinom ispitivanog spoja dodavani su alikvoti
otopine supstrata priredeni u DMSO-u. Po svakom dodatku nakon navedenog vremena

uravnoteZenja uz mijeSanje magnetskim mjeSacem snimljen je spektar ispitivanog spoja.
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4.1. Cilj rada

Osnovni cilj ovog rada bila je sinteza i izolacija dva ciklicka derivata imidazo[4,5-
b]piridina, regioizomera 5-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitrila 9 1 5-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2',3":4,5]imidazo
[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 10. Struktura odvojenih regioizomera potvrdena je koriStenjem
jednodimenzijske i dvodimenzijske NMR spektroskopije. Provedena je i njihova
spektroskopska karakterizacija koriStenjem UV/Vis i fluorimetrijske spektroskopije mati¢nih
otopina regioizomera 9 i 10 u 11 otapala prema rastu¢oj polarnosti: toluen, eter, dioksan, etil-
acetat, diklormetan, aceton, dimetilsulfoksid, acetonitril, etanol, metanol i voda. pH titracije
provedene su u svrhu utvrdivanja potencijalne primjene priredenih regioizomera kao senzora
za detekciju pH. Kako bi se utvrdila potencijalna moguénost primjene nekih od priredenih
regioizomera kao fluorescentnih proba za obiljezavanje biomakromolekula DNK/RNK,
ispitana je njihova interakcija s polinukleotidima ct-DNK i poliC-poliG (RNK) koristenjem
UV/Vis i fluorimetrijske spektroskopije.

N= —
SN AN SN =N
| " CN | ; CN

9 10

Slika 167. Strukture priredenih spojeva
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4.2 Sinteza priredenih spojeva

Glavni prekursor za sintezu ciljanih spojeva, 2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)acetonitril 3,
sintetiziran je iz 2,4-diaminopiridina 1 i 2-cijanoacetamida 2. Njihovom kondenzacijom
dolazi do ciklizacije u imidazo[4,5-b]piridinski prsten. Reakcija se provodi bez otapala prema

shemi 9, a produkt je izoliran u iskoristenju od 33%.

NH,

X o N CN
| P + CNCH,CONH, 10c | j />_/
N™ “NH, N
1 2
Shema 9.
Aciklicki prekursor (2)-3-(2-klorfenil)-3-hidroksi-2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-

il)akrilonitril 5 prireden je kondenzacijom 2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)acetonitrila 3 s 2-

klorbenzoil-kloridom u iskoristenju od 66%.%% *°

H
X N CN Cl i CING N |\
iridin
N

Cl 120 °C
3 4 O 5

Shema 10.

Struktura priredenog spoja potvrdena je "H NMR spektroskopijom. Na slici 18 uogljiv je
odgovaraju¢i broj signala u aromatskom dijelu spektra te dva signala protona OH 1 NH

skupine.
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Slika 18. *H NMR spektar spoja 5
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Termi¢kom ciklizacijom aciklickog prekursora u DMF-u u prisutnosti t-KOBu priredena je
smjesa regioizomera 5-0kso-5,7-dihidropirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila
6a 1 5-0kso-5,7-dihidropirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 6b koja nije
razdvajana u ovom stupnju.

H
CINC N | AN KOBU N— —
/N J — NN/ N /
OH 150 °C o N SN
5 H o H
CN CN

6a 6b
Shema 11.
1z 'H NMR spektra smjese prikazanom na slici 19 vidljivo je da regioizomeri ne nastaju u

jednakim koli¢inama ve¢ u omjeru 1:5. Uocljiv je znafajan utjecaj promjene polozaja

piridinskog duSika na pomake signala u NMR spektrima.
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f1 (ppm)

Slika 19. *H NMR spektar smjese produkata 6a i 6b
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Zagrijavanjem smjese s POCI; i PCls dobivena je smjesa regioizomera 5-
klorpirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 7 i 5-klorpirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitrila 8 prema shemi 12 u iskoristenju 48%.

Shema 12.

'H NMR spektar smjese na slici 20 pokazuje odgovarajuéi broj signala aromatskih protona

oba regioizomera, u omjeru 7:8 = 1:5.
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Slika 20. *H NMR spektar smjese produkata 7 i 8

Smjesa regioizomera uspjesno je odvojena kolonskom kromatografijom na silikagelu uz

CH,CI,/CH30OH kao eluens te su dobivena dva regioizomera 7 i 8. Na slici 21 prikazana je

usporedba *H NMR spektara spojeva 9 i 10 na kojima se uo&ava isti broj signala aromatskih

protona no razli¢it kemijski pomak.
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Slika 21. *H NMR spektar spoja 9 (a) i 10 (b)

Nekataliziranom reakcijom aminiranja potpomognutog mikrovalovima u acetonitrilu uz
dodatak suviska N,N-dimetilaminopropil-1-amina iz derivata 7 i 8 priredeni su 5-amino
supstituirani derivati prema shemi 13. “

N= N=
NH,(CH,)sN(CH
NN\ Y/ 2(CH5)3N(CH3), N\ /
s -
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H
CN | CN
7 9
/)
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SN P N
cl MW, 170 °C, CHCN N7 "N N
CN | HooN
8 10
Shema 13.
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Spojevi 9 i 10 priredeni su sintezom potpomognutom mikrovalovima koristenjem MW
zracenja snage 800 W i temperature 170 °C, iz spojeva 7 ili 8 u 10 ml acetonitrila i uz suvisak
N,N-dimetilaminopropil-1-amina. Produkti su dobiveni u dobrim iskoriStenjima od 69% za
spoj 9 i 82% za spoj 10.

Na slikama 22 i 23 prikazani su *H NMR spektri spojeva 9 i 10. Osim signala u aromatskom
dijelu spektra, u alifatskom dijelu spektra pojavljuju se signali lanca supstituiranog amina. Na
oba spektra uocljiv je signal oko 2,20 ppm za 6 protona dvije metilne i tri signala s

odgovaraju¢im kemijskim pomacima za protone metilenske skupine.
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Slika 22. a) Aromatski dio *H NMR spektra spoja 9, b) alifatski dio *H NMR spektra spoja 9
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Slika 23. a) Aromatski dio *H NMR spektra spoja 10, b) alifatski dio *H NMR spektra spoja 10

Strukture regioizomera 9 i 10 dodatno su povrdene 2D NMR spektroskopijom. Na slici 24
prikazan je COSY spektar regioizomera 9, a na slici 25 NOESY spektar regioizomera 9.
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U spektru se mogu uociti NOE interakcije izmedu dusSikovog protona H-1' aminskog

supstituenta i H-4 protona aromatske jezgre. Takoder uocene su NOE interakcije protona

metilenskih skupina aminskog lanca s H-4 protonom aromatske jezgre kao i interakcije

protona dviju metilnih skupina N,N-dimetilamino skupine s H-3 protonom aromatske jezgre.

Na slici 26 prikazan je HMQC spektar regioizomera 9 kojim su asignirani signali aromatskih

CH skupina.
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Slika 26. HMQC spektar regioizomera 9
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Na slici 27 prikazan je COSY spektar regioizomera 10, a na slici 28 NOESY spektar

regioizomera 10.

A
H,C

_NH;CH,CH,CHN
HzC 4 3 2' 1

| 71
+72

— v .
= +7.3
| [
|
|

:»7.5
— . . bz

| 77

—= * . f79
Feo
Fot

=:;‘. . » f82

83

f1(ppm)

8.4

b 8.6
y [
—_ 87
- "
88
! r T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 -89
89 88 87 86 85 84 83 82 8 78 77 76 75 74 73 72 7.1

1_80 79
2 (ppm)

ri6

1.8
j H 2-2
— -. :

2.6

f1 (pom)

‘
— k3 » Lao

4.1 39 3.7 35 33 3.1 29 27 2.5 2.3 21 1.9 1.7
2 (ppm)

Slika 27. COSY spektar regioizomera 10
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U spektru se mogu uociti NOE interakcije izmedu duSikovog protona aminskog supstituenta i

H-4 protona aromatske jezgre, kao i NOE interakcije H-1 i H-11 protona aromatske jezgre.

Takoder uocene su NOE interakcije protona metilenskih skupina aminskog lanca s H-4

protonom aromatske jezgre kao i interakcije protona dviju metilnih skupina N,N-dimetilamino

skupine s H-3 protonom aromatske jezgre. Na slici 29 prikazan je HMQC spektar

regioizomera 10 kojim su asignirani signali aromatskih CH skupina.
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Na temelju dobivenih informacija iz COSY i NOESY spektara provedeno je potpuno

asigniranje vodikovih atoma.

Tablica 3. Kemijski pomaci aromatskih protona regioizomera 9 i 10 u *H NMR spektrima

'H NMR (8/ppm)

Spoj
H-1 H-2 H3 H-4 H-8 H-9 H-10  H-11
9 969 785 752 813 8,04 7.41 8,35 -
10 858 790 761 825 - 8,50 7,30 7,72

4.3. Utjecaj otapala na spektroskopske karakteristike

Priredenim spojevima 9 i 10 ispitane su spektroskopske karakteristike koristenjem UV/Vis i
fluorimetrijske spektroskopije.** Kako bi se utvrdio utjecaj otapala na spektroskopske
karakteristike, snimljeni su spektri spojeva u 11 otapala koja se razlikuju prema polarnosti.
Otapala imaju znacajan utjecaj na spektroskopske karakteristike odredenog spoja, Sto se
naziva solvatokromizmom. Te promjene rezultat su fizikalnih interakcija izmedu otapala 1
otopljene tvari, a objasnjavaju se promjenama u razlici izmedu osnovnog i pobudenog stanja
molekule koja apsorbira energiju. Solvatokromizam moze biti pozitivan i negativan. Polarnije
otapalo uzrokuje negativan solvatokromizam S§to se ocituje hipsokromnim pomakom dok
pozitivni solvatokromizam izaziva batokromni pomak. Polarnost otapala izraZzava se pomocu
empirijskog parametra E+(30) koji ih usporeduje s negativnim solvatokromizmom piridin N-
fenolat betainskog bojila te se definira kao molarna energija prijelaza elektrona iz osnovnog u
prvo pobudeno stanje.43 Sto je otapalo manje polarno, imat ¢e manje E(30) koji se moze

izraCunati prema izrazu:

28591
A (nm)

max

E;(30) (kcalmol™)=h Xc Xv XN, =
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Apsorpcijske vrpce u podruc¢ju od 250 do 320 nm rezultat su elektronskih n—m* prijelaza, a
apsorpcijske vrpce u podruéju od 330 do 425 nm rezultat su n—m+* elektronskih prijelaza. 1z

polozaja apsorpcije vidljivo je da je viSe energije potrebno za m—m* nego za n—m* prijelaze.
4.3.1. Spektroskopska karakterizacija spoja 9 UV/Vis i emisijskom spektroskopijom

Apsorpcijski spektri snimani su pri koncentraciji spojeva 2x10° moldm™® u svakom
koriStenom otapalu. Na slici 30 prikazani su apsorpcijski spektri regioizomera 9.

Iz dobivenih apsorpcijskih krivulja vidljivo je da najveéi intenzitet apsorbancije spoj 9
pokazuje u diklormetanu, a najmanji u metanolu. Porastom polarnosti otapala dolazi do
hipsokromnog pomaka u podru¢ju n-—m= prijelaza. Maksimum apsorbancije u vodi,
najpolarnijem otapalu, nalazi se na 379 nm dok se u toluenu, kao najmanje polarnom otapalu

nalazi se na 384 nm.
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Slika 30. Apsorpcijski spektri spoja 9
47



4. RASPRAVA | REZULTATI

Pomak apsorpcijskih maksimuma moze se objasniti Cinjenicom da polarna otapala stvaraju
jace vodikove veze s polarnim molekulama u osnovnom nego u pobudenom stanju te je za taj
prijelaz potrebno uloziti viSe energije. Rezultat je da polarna otapala pomi¢u n—m* prijelaze
prema kra¢im valnim duljinama. Kod n—m* prijelaza polarna otapala imaju suprotan efekt,
odnosno pomic¢u maksimum apsorbancije prema ve¢im valnim duljinama. Iz grafa je vidljivo
da u podru¢ju n—mn= prijelaza maksimumi ne prate strogo taj trend stoga je vazno naglasiti da
je Et(30), koji se koristi kao mjera za polarnost otapala, empirijski parametar koji vrlo

vjerojatno nije obuhvatio sve potencijalne utjecaje.

Na slici 31 prikazani su usporedni spektri spoja 9 u tri odabrana otapala s rastu¢om polarnosti
iz kojih se moze uociti hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije uzrokovan poveéanjem

polarnosti otapala.

— dietil-eter
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voda
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0,4 -
povecanje polarnosti otapala

hipsokromni pomak

%
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0,04
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Slika 31. Usporedni apsorpcijski spektri spoja 9 prema rastucoj polarnosti otapala

Emisijski spektri u razli¢itim otapalima snimani su pri zna¢ajno niZoj koncentraciji spojeva od
2x107" moldm™ jer je fluorimetrijska spektroskopija metoda izrazito visoke osjetljivosti. Kao
valna duljina ekscitacije koriStena je valna duljina maksimuma apsorbancije iz UV/Vis

spektra za svako pojedino otapalo. Emisijski spektri prikazani su na slici 32.
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Slika 32. Emisijski spektri spoja 9

Najveci intenzitet fluorescencije spoj 9 pokazuje u toluenu, najmanje polarnom otapalu.
Spektri snimljeni u izrazito polarnim otapalima kao §to su metanol, aceton, etanol, acetonitril i
voda pokazuju gotovo Sest puta slabiji intenzitet fluorescencije iz ¢ega se zakljuCuje da
povecanjem polarnosti otapala spoj slabije fluorescira. Takoder je vidljivo da dva najmanje
polarna otapala, toluen i eter, pokazuju tri emisijska maksimuma.

Na slici 33 dan je usporedni emisijski spektar regioizomera 9 u tri otapala prema rastucoj
polarnosti u kojem se moze uociti znacajan hipokromni pomak intenziteta emisije s

povecanjem polarnosti otapala.
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Slika 33. Usporedni emisijski spektri regioizomera 9 prema rastucoj polarnosti otapala
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U Tablici 4. sumirani su svi rezultati i karakteristike dobivene spektroskopskim ispitivanjima
regioizomera 9 u 11 razli¢itih otapala razli¢ite polarnosti koristenjem UV/Vis i fluorimetrijske

spektroskopije.

Tablica 4. UV/Vis i fluorimetrijski podaci regioizomera 9

9
toluen | (C;Hs),0 | dioksan | EtAc | CH,CI, | aceton | DMSO | CHsCN | EtOH | MeOH | voda
E+(30) 33,9 34,5 36,0 38,1 40,7 422 451 45,6 51,9 55,4 63,1
397 392
404 400 376 392 371 387 379
a6 | 22 SI7 [ 401 | 45, 398 | 35 [ 557 | 310 | 55
e 384 362 362 379 341 398 377 358 341 353 347
£ — 345 343 343 377 356 340 297
X 366 300 297 296
g 346 300 298 300 258 360 344 298 263 264 261
< 303 290 285 264 | 5, 340 301 254 e 257 | 540
264 262 256 266 241 242 241 216
243 222 217 216
- 7,9
E ) 6,9 7,7 7,2
% 8,1 14,7 6.9 1,7 8,5 11,3 13,0 11,9
il 14,3 12,7 14, 8,7 10,1
S 13,5 14,1 6,7 10,5 12,1 11,0
£ 10,8 13,1 13,4 14,3 10,7
o 12,5 13,5 12,1 8,2 9,9 9,1
S 9,6 6.9 11,4 10,4 10,8 11,4 13,5 13,8 15,1 13,9 14,5
e} 1 1 1 1 1 1
) 20,3 18,1 19,0 10,2 25,3
o 6,0 18,9 8,5 15,2 17,3 15,9
S 18.3 16,6 14,7 148 20,6 17,7 301 333 305 19,5
X ! 21,4 19,9 ! 39,5 ' ' '
w 41,3 20,5 24,1 21,9
2 | 449 446 443
&5 £ 424 419 452 423 450 448 456 450 447 446 452
Rel.
591 319 175
FIIrL]Jto. 429 298 263 197 291 98 111 79 98 65 72

4.3.2. Spektroskopska karakterizacija spoja 10 UV/Vis i emisijskom spektroskopijom

Apsorpcijski spektri spoja 10 takoder su snimani pri koncentraciji 2x10™° moldm™ u svim

ispitivanim otapalima. Rezultati su prikazani na slici 34.
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Slika 34. Apsorpcijski spektri 10

Spoj 10 pokazuje istu ovisnost maksimuma apsorbancije o polarnosti otapala $to je detaljnije
objasnjeno za spoj 9. Maksimum apsorbancije spoja u vodi kao najpolarnijem otapalu nalazi
se na 364 nm, a u najmanje polarnom otapalu, toluenu, na 384 nm u podrucju n—mn* prijelaza.
U podruéju n—m*, kao i kod spoja 9, spojevi ne prate strogo uobi¢ajeno pravilo u praksi.

Na slici 35 prikazani su usporedni spektri regioizomera 10 u tri odabrana otapa s rastu¢om
polarnosti iz kojih se moZe uociti hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije uzrokovan

povecanjem polarnosti otapala.
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Slika 35. Usporedni apsorpcijski spektri spoja 10 prema rastucoj polarnosti otapala

Emisijski spektri, snimani kod koncentracije spoja 2x10” moldm™, prikazani su na slici 36.
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Slika 36. Emisijski spektri regioizomera 10

Spoj 10 opcenito pokazuje jaci intenzitet fluorescencije u odnosu na spoj 9. Intenzitet
fluorescencije spoja prati trend smanjenja pove¢anjem polarnosti otapala.

Jasnije je uocljiva razlika intenziteta fluorescencije kod polarnijih otapala. Najslabiji intenzitet
fluorescencije spoj pokazuje u metanolu.

Na slici 37 dan je usporedni emisijski spektar regioizomera 10 u tri otapala prema rastucoj
polarnosti u kojem se moze uociti znacajan hipokromni pomak intenziteta emisije s

povecanjem polarnosti otapala.

52



4. RASPRAVA | REZULTATI

Rel. Fluo. Int.

toluen

= diklormetan

— yoda

T
450

T
500
Alnm

T
550

1
600

| lET(so)

povecanje polarnosti otapala
hipokromni pomak intenziteta emisije

Slika 37. Usporedni emisijski spektri regioizomera 10 prema rastucoj polarnosti otapala

U Tablici 5 sumirani su svi rezultati i karakteristike dobivene spektroskopskim ispitivanjima

regioizomera 10 u 11 razlicitih otapala koristenjem UV/Vis i fluorimetrijske spektroskopije.

Tablica 5. UV/Vis i fluorimetrijski podaci regioizomera 10

10
toluen | (C,Hs),0O | dioksan | EtAc | CH,CI, | aceton | DMSO | CH;CN | EtOH | MeOH | voda
E+(30)] 33,9 34,5 36,0 38,1 40,7 42,2 451 45,6 51,9 55,4 63,1
404 398 23:2), ggi 387 379
379 397 401 376 398 P P 370
406 397 357 357 364
362 377 379 360 377 353
IS 384 376 341 341 347
£ 345 359 343 343 — 356 297
% 366 356 299 297 296
g 300 343 300 300 344 264
< 346 342 265 263 261
303 290 299 264 263 397 301 57 256 257 240
264 266 256 257 266 241
243 244 242 242 216 216
217 217
A 88 114 71 igg 80 | 108
% 14,9 8,5 10,5 18,0 10,1 ' ' 11,9 '
< 8,1 7,2 14,6 14,4 15,9
S 13,1 16,2 16,8 15,0 18,0 10,0
= 13,7 14,4 11,1 10,9 14,3
o 10,5 13,4 10,5 11,4 13,6 10,2
= 11,8 12,9 17,1 15,0 12,9
16,6 10,7 17,9 18,0 10,1 15,2
) 8,5 8,6 24,3 21,5 20,5
o 16.2 14,0 17,3 27,3 25,8 43 17,3 246 991 15,7 390
- ' 26,3 25,4 25,2 26,4 ' 25,1 ' ' 25,2 '
X 36.8 410 39,5 35,7 174 23,9
® ' ' 26,7 24,7 ’
2| 450 470 446 442 443
‘<§ £ 427 448 448 424 423 446 452 447 411 439 440
423
Rel. 232
624 175 388 175
Fl|rl].lt(l). 497 %8 423 134 348 87 112 84 162 35 81
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Na temelju dobivenih rezultata spektroskopske karakterizacije UV/Vis i fluorimetrijskom
spektroskopijom regioizomera 9 i 10 u 11 organskih otapala razli¢ite polarnosti mozemo
zakljuciti da polarnost otapala utjee na promjenu spektroskopskih svojstava. Na slici 38
prikazani su usporedni apsorpcijski (a) i emisijski (b) spektri regioizomera 9 i 10 u vodi i
dioksanu. Iz prikazanih spektara moze se uociti znaCajan utjecaj odabranog otapala na
spektroskopske karakteristike pojedinog regioizomera, tj. utjecaj promjene poloZaja

dusikovog atoma na piridinskom prstenu na spektroskopska svojstva.

a)

0,7 4

Abs

T T T 1
200 250 300 350 400 450
A/ nm

b)
400 -
300

200

Rel. Fluo. Int.

100

T T T
400 450 500 550 600
X/ nm

Slika 38. Usporedni apsorpcijski spektri regioizomera 9 i 10 u vodi (a) i emisijski spektri
regioizomera 9 i 10 u dioksanu (b)
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4.3. Fluorescencija u ¢vrstom stanju

Na slici 39 prikazani su emisijski spektri regioizomera 9 i 10 u krutom stanju (a) iz kojih se
moze uociti velika razlika u intenzitetu fluorescencije regioizomera 9 i 10. Takoder se uo¢ava
i razlika u polozaju maskimuma emisije (b) pojedinih regioizomera.

b) —0

Y =

400

0,84

300
0,6

2001 04

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

100 0,2

0,0

T T T T T
400 500 600 400 450 500 550 600 650
Alnm A/ nm

c)
N=—
NN\ /
| H
CN
9
d)
/
NN\ K
>
\N/\/\N NN N
| H
CN
10

Slika 39. a) Emisijski spektri regioizomera 9 i 10 snimani pri istim uvjetima (Aexc=376 nm); b)
normalizirani emisijski spektri regioizomera 9 i 10; c) fluorescencija regioizomera 9 pod
svjetlos¢u valne duljine 366 nm, d) fluorescencija regioizomera 10 pod svjetloscu valne

duljine 366 nm
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4.4. Utjecaj pH na spektroskopska svojstva regioizomera 91 10

Kako bi se ispitala moguénost primjene regioizomera 9 i 10 kao optickih pH senzora, ispitana
je promjena njihovih spektroskopskih svojstava ovisno o vrijednosti pH otopine koristenjem
UV/Vis i fluorimetrijske spektroskopije. Snimljeni su apsorpcijski i emisijski spektri
ispitivanih spojeva u otopinama univerzalnog pufera i metanola razlicitih vrijednosti pH.
Kiselo bazna svojstva spojeva u otopinama univerzalnog pufera razli¢itih vrijednosti pH

prikazana su na slici 40.

a) b)

0,7 1

= Spoj 10
—— pH 0,90
—— pH 4,09
—— pH 7,12
= pH 10,79
= pH 12,56

0,6 4

0,5

04

Abs
Abs

03

0,2 4

0,14

0,0

T T T \
300 350 400 450
2/ nm

2/nm

Slika 40. Apsorpcijski spektri pH titracija a) spoja 9 i b) spoja 10

Iz dobivenih rezultata moze se uociti znacajna promjena spektroskopskih svojstava ispitivanih
spojeva kod razli¢itih vrijednosti pH. Iz apsorpcijskih spektara regioizomera 9 i 10 vidljivo je
da promjenom pH vrijednosti pufera dolazi do znacajne promjene u intenzitetu i valnoj duljini
maksimuma apsorbancije. U apsorpcijskom spektru spoja 9 pri pH 0,90 dolazi do
hipsokromnog i izrazitog hiperkromnog pomaka maksimuma apsorbancije uz pojavu dva
apsorpcijska maksimuma na 344 i 359 nm. Porastom pH vrijednosti na 4,09 i dalje je uocljiv
blagi hipsokromni pomak. Daljnji rast pH vrijednosti rezultirao je smanjenjem intenziteta
apsorbancije u odnosu na sam spoj 1 zadrzavanje istog apsorpcijskog maksimuma na 362 nm.
Rezultati pH titracija drugog regioizomera, spoja 10, pokazuju sli¢an ali suprotan trend.
Spektri spoja u svim otopinama pufera razli¢itih pH vrijednosti pokazuju hiperkromni pomak.
U vrlo kiselom mediju, pH 0,90 dolazi do izrazitog hiperkromnog i batokromnog pomaka kao
I pojave dva apsorpcijska maksimuma 385 i 369 nm. Batokromni pomak iznosi oko 20 nm u

odnosu na otopinu spoja pri neutralnoj vrijednosti pH.
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Povecanjem pH vrijednosti dolazi do postupnog smanjenja intenziteta apsorbancije i povratka
apsorpcijskom maksimumu koji je karakteristican za spoj 10 na 362 nm.

Na slici 41 dani su apsorpcijski spektri oba regioizomera 9 i 10 te njihovi spektri pri pH 0,90
iz kojih se jasno moze uociti hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije izomera 9 te
suprotni efekt, batokromni pomak maksimuma apsorbancije izomera 10 u kiselom mediju.
Oba spoja pokazuju i izrazeni hiperkromni pomak intenziteta apsorbancije s tim da

regioizomer 10 pokazuje izrazeniji utjecaj na porast intenziteta apsorbancije.

- N—
— Spoj 9
077 spoj 9 pri pH 0,90 /
06 = spoj 10 N \
2 spoj 10 pri pH 0,90 _ ~
~N N /\/\H N
| CN
9
N y/
\ N
—
~ N /\/\H N
250 3(‘)0 3“50 4(‘)0 4%0 | CN
A/ nm
10

Slika 41. Usporedni apsorpcijski spektri regioizomera 9 i 10 u kiselom mediju

Rezultati spektroskopskih titracija za spojeve 9 i 10 prikazani su na slici 42.
a) b)

400

= spoj 10
— pH 0,90
— pH 4,09
— pH 7,12
—— pH 10,79
= pH 12,56}

300

200

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

100

T 1
500 550 600

T T
400 450

A/ nm

Slika 42. Emisijski spektri pH titracija regioizomera a) 9i b) 10
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Emisijski spektri pH titracija spoja 9 pokazuju da poveéanjem pH vrijednosti dolazi do
smanjenja intenziteta fluorescencije. pH vrijednosti 0,90 i 10,79 znatno smanjuju intezitet
fluorescencije dok je nesto blazi hipokromni pomak uocen za ostale vrijednosti pH medija. U
fluorimetrijskim pH titracijama maksimum fluorescencije nalazi se na istoj valnoj duljini.
Fluorimetrijske titracije spoja 10 pokazuju hiperkromni i hipsokromni pomak u kiselom
mediju. Za pH 0,90 maksimum fluorescencije nalazi se na 410 nm §to znaci da je doslo do
hipsokromnog pomaka od 30 nm. U luznatom mediju dolazi do postupnog gasenja
fluorescencije, a maksimum fluorescencije zadrzan je na 440 nm, odnosno na valnoj duljini
maksimuma samog spoja 10. Na slici 43 dani su emisijski spektri oba regioizomera 9 i 10 te
njihovi spektri pri pH 0,90 iz kojih se jasno moze uociti da u kiselom mediju dolazi do vrlo
izrazenog porasta intenziteta fluorescencije te hipsokromnog pomaka maksimuma emisije u
emisijskom spektru regioizomera 9. U emisijskom spektru regioizomera 10 u kiselom mediju

dolazi do gasenja fluorescencije, tj. izrazenog hipokromnog pomaka intenziteta emisije.

N=—
NN/
400 m—— SPOj 10 —
—— spoj 10 pri pH 0,90 SN N
—5poj 9 | H
CN

= 5poj 9 pri pH 0,90

= 300 A
9

\N/\/\N N \N
| : CN

10

200

Rel. Fluo. Int (a. u

100 ~

T T T T 1
400 450 500 550 600
X/ nm

Slika 43. Usporedni emisijski spektri regioizomera 9 i 10 u kiselom mediju

Dobiveni rezultati preliminarnih ispitivanja potvrduju moguénost primjene ispitivanih
spojeva kao pH senzora. S obzirom da su ispitani spojevi regioizomeri, rezultati u kiselom
mediju UV/Vis titracija, pri ¢emu regioizomer 9 pokazuje hipsokromni, a 10 batokromni
pomak, su vrlo zanimljivi kao 1 pojava pojacavanja intenziteta fluorescencije u slucaju jednog
i gaSenja fluorescencije u slucaju drugog regioizomera. Polozaj duSikovog atoma na
piridinskom prstenu znacajno utjece na kiselost i/ili bazi¢nost ostalih ionizabilnih mjesta u
molekuli.
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4.5. Ispitivanje interakcije nekih priredenih derivata s DNK/RNK

== ohr./min= Kk

Slika 44.

Kako bi se utvrdila moguénost primjene sintetiziranih regioizomera
za obiljezavanje biomakromolekula DNK ili RNK, provedena su
preliminarna ispitivanja interakcije spojeva s ct-DNK i poliC-poliG
RNK. Titracije su pracene UV/Vis 1 fluorimetrijskom
spektroskopijom. Ispitivanja UV/Vis spektroskopijom su provedena
u puferu BPE pri pocetnim koncentracijama ispitivanih spojeva
2x10™ moldm™, a fluorimetrijskom spektroskopijom pri po&etnim

koncentracijama ispitivanih spojeva 5x107" moldm™,

Na slici 45 prikazane su titracijske krivulje ispitivanja interakcije regioizomera 9 s ct-DNK i

RNK praéene UV/Vis spektroskopijom.

a)

—— c(spoj 9)=3x10"M
—— ¢(ct-DNK)=1x10"M

0:40 —— C(ct-DNK)=2x10°M

—— ¢(ct-DNK)=5x10"M
—— ¢(ct-DNK)=8x10"M
= ¢(ct-DNK)=1x10""M
—— c(ct-DNK)=2x10"M
—— ¢(ct-DNK)=5x10""M
—— c(ct-DNK)=8x10""M
—— ¢(ct-DNK)=1x10""M
—— c(ct-DNK)=2x10"M

0,35

0,30

0,25

0,20

Abs

0,15

0,10

0,05

0,00

; T T ]
300 350 400 450
A/ nm

| C(5POj 9)=2%10"M|
—— c(RNK)=1x10"M
| c(RNK)=2x10"M
—— c(RNK)=5x10"M
—— c(RNK)=8x10°M
—— c(RNK)=1x10"M
|—— c(RNK)=2x10"M
—— c(RNK)=5x10"M
—— c(RNK)=8x10"M
—— c(RNK)=1x10"M
—— c(RNK)=2x10"M

0,20

0,10

Abs

0,05

0,00

k T T ]
300 350 400 450
A/ nm

Slika 45. UV/Vis spektroskopske titracije regioizomera 9 s ct-DNK i RNK

Poveéanjem koncentracije ct-DNK dolazi do smanjenja intenziteta apsorbancije (33%) i

postupnog batokromnog pomaka u apsorpcijskom spektru pocetnog spoja 9. U odnosu na

maksimum apsorbancije spoja, batokromni pomak pri vi§im koncentracijama iznosi 15 nm.

Dodatkom otopine RNK takoder dolazi do znacajnog smanjenja intenziteta apsorbancije

ispitivanog regioizomera 9 (37%) bez uocenih pomaka maksimuma apsorbancije.

59



4. RASPRAVA | REZULTATI

Na slici 46 prikazane su titracijske krivulje ispitivanja interakcije regioizomera 10 s ct-DNK i

RNK pracene UV/Vis spektroskopijom.

a)

Abs

b)
—— c(spoj 10)=3x10"M —— c(spoj 10)=2x10"M
—— (ct-DNK)=1x10°M 08 RNK)=1x10°M
—— c(ct-DNK)=2x10"M RNK)=2x10°M
—— c(ct-DNK)=5x10"M| RNK)=5x10°M
—— c(ct-DNK)=8x10"M| RNK)=8x10°M
—— c(ct-DNK)=1x10"M RNK)=1x10"M
—— c(ct-DNK)=2x10"M| RNK)=2x10"M
—— c(ct-DNK)=5x10""M| RNK)=5x10"M
—— c(ct-DNK)=8x10"M| RNK)=8x10"M
RNK)=1x10"M

—— c(ct-DNK)=1x10"M 02
—— c(RNK)=2x10"M

e

0,6

e

0,4 c
0,5 —

e

04 03 —

e
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e

0,3

e

—— c(ct-DNK)=2x10"M|

0,2

0,1
0,14

0,0 0,0
T T T 1
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Slika 46. UV/Vis spektroskopske titracije regioizomera 10 s ct-DNK i RNK

Povecanjem koncentracije Ct-DNK takoder dolazi do smanjenja intenziteta apsorbancije

(29%) i postupnog batokromnog pomaka u apsorpcijskom spektru pocetnog spoja 10. Pri

koncentracijama reda veli¢ine 10 M dolazi do blagog hiperkromnog i batokromnog pomaka

s maksimumom apsorbancije na 373 nm te pojave drugog maksimuma na 394 nm. Dodatkom

otopine RNK takoder dolazi do znaCajnog smanjenja intenziteta apsorbancije ispitivanog

regioizomera 10 (42%) bez uoc¢enih pomaka maksimuma apsorbancije.

Rezultati fluorimetrijskih titracija regioizomera 9 s ct-DNK i RNK prikazani su na slici 47.

a)

Rel. Fluo. Int (a. u.)

—— c(spoj 9)=5x10"M o — c(spOj 9)=5><13'7M
400 4 —— c(ct-DNK)=5x10"M| — c(RNK)=5><10_7M
—— c(ct-DNK)=1x10"M| —— c(RNK)=1x10"M

120 1 —— c(RNK)=5x10"M
—— c(RNK)=8x10"M
—— c(RNK)=1x10"M

):
350 ):
):
):
—— c(RNK)=3x10"M
):
):
):
):

—— c(ct-DNK)=5x10"M
—— c(ct-DNK)=8x10"M

3001 —— c(ct-DNK)=1x10"M| 1001

250 —— (ct-DNK)=3x10°M} : 3}
i —— c(ct-DNK)=5x10"M| = 804 —— c(RNK)=5x10"M
c 6
200 —— c(ct-DNK)=7x10"M| 5 —— c(RNK| 7><1075M
—— c(ct-DNK)=1x10"M| 2 60 —— c(RNK)=1x10"M
-5,
150 4 —— c(ct-DNK)=2x10"M| - —— c(RNK)=2x10°M
404
100 H Ji/ &
20
50
0 T T . = 0 T T T 1
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
Al nm %/ nm

Slika 47. Fluorimetrijske spektroskopske titracije regioizomera 9 (5x70"" moldm™)
s ct-DNK i RNK
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Dobiveni rezultati fluorimetrijskih titracija pokazuju da prilikom interakcije regioizomera 9 s
ct-DNK dolazi do znacajnog porasta intenziteta fluorescencije.

Fluorimetrijska titracija ukazuje na vrlo slabu interakciju regioizomera 9 s RNK te su
promjene u intenzitetu fluorescencije vrlo male.

Regioizomer 10 pokazuje veci intenzitet fluorescencije u odnosu na regioizomer 9. Titracijske
krivulje regioizomera 10 s ct-DNK pokazuju blagi hiperkromni pomak pri nizim
koncentracijama i izraziti hiperkromni pomak kod koncentracija ct-DNK ve¢ih od 10° M
(slika 48). Titracijom otopine regioizomera 10 s RNK dolazi do smanjenja intenziteta

fluorescencije tj. blazeg hipokromnog pomaka.

a) b)

o0 c(spoj 10)=5x10"M —— c(spoj 10)=5x10"M

7 —— C(ct-DNK)=5x10"M 4001 —— c(RNK)=5x10"M

¢(ct-DNK)=1x10"M —— ¢(RNK)=1x10"M

600 1 —— C(ct-DNK)=5x10"M 8501 —— C(RNK)=5x10"M

—— C(ct-DNK)=8x10"M a00.] —— C(RNK)=8x10"M

. 5004 —— c(ct-DNK)=1x10"M . —— c(RNK)=1x10°M

3 ¢(ct-DNK)=3x10"M S 250 —— c(RNK)=3x10"M

% 4004 | —— c(ct-DNK)=5x10"M s —— c(RNK)=5x10"M

S —— c(ct-DNK)=7x10"M £ 2004 —— c(RNK)=7x10"M

2 30+ = C(Ct-DNK)=1x10"M E —— c(RNK)=1x10"M

3 —— c(ct-DNK)=2x10"M ; 150 o C(RNK)=2x1o'5M

o 4

200

100

T T T T
400 450 500 550 600
A/ nm

T T T T — 1
400 450 500 550 600

A/ nm

Slika 48. Fluorimetrijske spektroskopske titracije regioizomera 10 (570" moldm™)
s ct-DNK i RNK

Na slici 49 prikazane su ovisnosti intenziteta apsorbancije regioizomera 9 i 10 na 363 nm o
koncentraciji dodane RNK iz kojih se vidi da dodatkom otopine RNK u otopine ispitivanih

regioizomera dolazi do znacajnog pada apsorbancije.

017
H 0,45
0,16 - 1 L ]
L 1
]
[
0,15 0,40 | ]
u ]
conl | : \
2 1§ § 0,35 \
< 013 \ <
8
Qo
= - < 030
0,12 \ \
" ~~p
0,11 ~N n
- 0,25
0,10 - - . . . T T T T T
0,0 5,0x10° 1,0x10% 1,5x10* 2.0x10* 00 5,0x10° 1,0x10* 1,5x10* 2,0x10%
3
¢(RNK) / moldm™® ¢(RNK) / moldm

Slika 49. Ovisnost apsorbancije regioizomera 9 (a) i 10 (b) o koncentraciji
dodane RNK na 363 nm
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Na slici 50 prikazane su ovisnosti intenziteta emisije regioizomera 9 i 10 na 451 nm i 440 nm
0 koncentraciji dodane ct-DNK. Iz prikazanih krivulja jasno se moze uociti da dolazi do
znacajnog porasta intenziteta fluorescencije dodatkom otopine DNK u emisijskom spektru
regioizomera 9 (50 a) i 10 (50 b).

a) b)
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0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10°
¢(ct-DNK) / moldm™ c(ct-DNK) / moldm™®

Slika 50. Ovisnost intenziteta emisije regioizomera 9 (a) i 10 (b) o koncentraciji
dodane ct-DNK na 451 i 440 nm
U Tablici 6 prikazani su sumirani rezultati dobiveni ispitivanjem interakcije regioizomera 9 i
10 s ct-DNK i RNK.
Tablica 6. Rezultati ispitivanja interakcije odabranih spojeva s DNK/RNK

rezultati dobiveni UV/Vis titracijama
spojevi
ct-DNK pG-pC (RNK)
9 hipokromni pomak hipokromni pomak
batokromni pomak P P
10 hipokromn_i pomak . .
batokromni pomak hipokromni pomak
. rezultati dobiveni fluorimetrijskim titracijama
spojevi
ct-DNK pG-pC (RNK)
9 izrazeni hiperkromni pomak vrlo slabe promjene
10 izrazeni hiperkromni pomak hipokromni pomak

Na temelju svih dobivenih rezultata preliminarnih ispitivanja moze se zakljuciti da oba

regioizomera pokazuju moguénost potencijalne primjene kao fluorescentnih proba za

oznacavanje DNK/RNK koje se koriste u medicinskoj dijagnostici ili u analitickoj kemiji.
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e U ovom radu priredeni su sljedeci spojevi: 2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)acetonitril
3, (2)-3-(2-klorfenil)-3-hidroksi-2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)akrilonitril 5, 5-
okso-5,7-dihidro pirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 6a, 5-okso-5,7-
dihidropirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 6b, 5-klorpirido[3',2":4,5]
imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 7, 5-klorpirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitril 8,  5-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-
aJkinolin-6-karbonitril 9 i 5-[(3-(N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2',3":4,5]
imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 10.

e Reakcijom 2,3-diaminopiridina i 2-cijanoacetamida prireden je spoj 2-(1H-
imidazo[4,5-b]piridin-2-il)acetonitril 3.

e Kondenzacijom spoja 3 s 2-klorbenzoil-kloridom prireden je aciklicki prekursor 5.

e Ciklicki spojevi 6a i 6b priredeni su kao smjesa regioizomera termickom ciklizacijom
u DMF uz koristenje t-KOBu.

e Regioizomeri 7 i 8 priredeni su zagrijavanjem smjese regioizomera 6a i 6b s POClj i
PCls te su razdvojeni kolonskom kromatografijom na silikagelu.

e Nekataliziranom aminacijom potpomognutom mikrovalovima, iz spojeva 7 i 8 u
acetonitrilu pri temperaturi od 170°C i sa suviskom N,N-dimetilaminopropil-1-amina
priredeni su amino supstituirani regioizomeri 9 i 10.

e Svim novopriredenim spojevima struktura je potvrdena koristenjem *H, ** C NMR i
2D NMR spektroskopijom te UV/Vis i fluorimetrijskom spektroskopijom.

e Spektroskopska karakterizacija provedena je koriStenjem UV/Vis 1 fluorimetrijske
spektroskopije mati¢nih otopina cijanih derivata 9 i 10 u 11 otapala razliCite
polarnosti.

e Iz dobivenih rezultata moZe se uociti znaCajan utjecaj vrste polarnog otapala na
spektroskopske karaketristike.

e Kako bi se ispitala mogucnost primjene spojeva 9 i 10 kao optickih pH senzora,
ispitana je promjena njihovih spektroskopskih svojstava ovisno o vrijednosti pH
otopine koristenjem UV/Vis 1 fluorimetrijske spektroskopije.

e [z dobivenih rezultata pH titracija moze se zakljuciti da se znacajno mijenjaju
spektroskopske karakteristike ispitivanih spojeva u ovisnosti o pH vrijednostima

otopina te ovi regioizomeri pokazuju moguénost primjene kao pH senzori.
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5. ZAKLJUCAK

e Regioizomeri 9 i 10 pokazuju suprotan efekt u spektroskopskim karakteristikama u
kiselom mediju prilikom UV/Vis spektroskopskih pH titacija te gasenje i povecavanje
intenziteta fluorescencije kod pH titracija pracenih fluorimetrijskom spektroskopijom.

e Spojevima 9 i 10 ispitana je interakcija s ct-DNK i RNK koristenjem UV/Vis i
fluorimetrijske spektroskopije.

e Spojevi 9 i 10 smanjuju intenzitet apsorbancije u prisutnosti ct-DNK i RNK te
znacajno povecavaju intenzitet fluorescencije u prisutnosti ct-DNK dok u prisutnosti
RNK spoj 9 slabo pojacava a spoj 10 postupno gasi fluorescenciju.

e U ovom radu utvrden je znaCajan utjecaj promjene polozaja duSikovog atoma u
piridinskom prstenu na spektroskopske karakteristike dva ispitana regioizomera u 11

organskih otapala razli¢ite polarnosti, u puferima razli¢itth pH vrijednosti te u

prisustvu ct-DNK i RNK.
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SAZETAK

Utjecaj poloZaja dusikovog atoma na spektroskopska svojstva i interakciju s DNK/RNK
regioizomera temeljenih na imidazo[4,5-b]piridinu

U ovom radu prikazana je sinteza, spektroskopska karakterizacija kao i ispitivanje
potencijalne primjene novih regioizomera kao fluorescentnih proba za detekciju DNK ili
RNK te pH senzora. Za sintezu ciljanih amino supstituiranih regioizomera 9 i 10 temeljenih
na imidazo[4,5-b]piridinu korisStene su klasicne metode organske sinteze te sinteza
potpomognuta mikrovalovima. Kondenzacijom derivata imidazo[4,5-b]piridina 3 s 2-
klorbenzoil-kloridom, prireden je aciklicki prekursor 5. Termi¢kom ciklizacijom priredena je
smjesa ciklickih prekursora 6a i 6b iz kojih su dobiveni klor supstituirani tetraciklicki derivati
7 1 8. Amino supstituirani regioizomeri 9 i 10 priredeni su nekataliziranom reakcijom
aminacije potpomognutom mikrovalovima. Strukture svih novopriredenih spojeva potvrdene
su koristenjem H i BC NMR spektroskopije, a struktura regioizomera potvrdena je 2D NMR
spektroskopijom.

Provedena je spekroskopska karakterizacija regioizomera 9 i 10 koristenjem UV/Vis i
fluorimetrijske spektroskopije u 11 organskih otapala razli¢ite polarnosti. Regioizomeri
pokazuju zanimljive spektroskopske karakteristike koje znacajno ovise o koriStenom otapalu
te su razlicite za svaki regioizomer.

Kako bi se potvrdila moguc¢nost primjene novih regioizomera kao senzora za detekciju
pH, provedene su UV/Vis i fluorimetrijske pH titracije. Regioizomeri 9 i 10 pokazali su
zanimljive promjene spektroskopskih svojstava kod razli¢itih vrijednosti pH. Znacajna razlika
uocljiva je u kiselom mediju pri ¢emu se vidi suprotan efekt regioizomera na spektroskopske
karakteristike.

Preliminarnim ispitivanjem interakcije s polinukleotidima DNK/RNK, koriStenjem
UV/Vis 1 fluorimetrijske spektroskopije, utvrdena je mogucénost potencijalne primjene
ispitanih spojeva kao fluorescentnih proba za obiljezavanje i detekciju nukleinskih kiselina

budu¢i da vezanjem na DNK/RNK znac¢ajno mijenjaju spektroskopska svojstva.

Kljuéne rijeci: imidazo[4,5-b]piridini, regioizomeri, interakcija s ct-DNK i RNK, UV/Vis i
fluorimetrijska spektroskopija, pH senzori
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SUMMARY

The influence of the nitrogen position on the spectroscopic properties and interaction
with DNA/RNA of regioisomers based on imidazo[4,5-b]pyridine

Within this work, the synthesis, spectroscopic characterization and potential
application of novel regioisomers as fluorescent probes for detection of DNA/RNA or pH
sensors was presented. For the synthesis of novel targeted compounds, classical organic
synthesis reactions as well as microwave assisted synthesis were used. Due to the
condensation of imidazo[4,5-b]pyridine derivative with 2-chlorobenzoyl chloride, acyclic
precursor 5 was prepared. In reaction of termic cyclization, the mixture of cyclic precursors
6a and 6b was prepared. Furthermore, from 6a and 6b chloro substituted cyclic tetracyclic
derivatives 7 and 8 obtained in the next step. Amino substituted regioisomers 9 and 10 were
prepared by uncatalyzed microwave assisted amination. Structures of newly prepared
compounds were confirmed by means of 'H i *C NMR, UV/Vis and fluorimetric
spectroscopy. Structure of regioisomers was determined by 2D NMR spectroscopy.

Spectroscopic characterization of regioisomers 9 and 10 was performed by using
UV/Vis and fluorimetric spectroscopy in 11 organic solvents of varying polarities. Studied
regioisomers showed interesting spectroscopic characteristics which are significantly
dependant on the used solvent and are different for each regioisomer.

To explore and confirm the possibility of novel regioisomers 9 and 10 for their
application as sensors for detection pH, UV/Vis and fluorimetric pH titrations were
performed. Regioisomers 9 and 10 showed interesting changes of spectroscopic
characteristics depended on different pH. Significant differences in the changes of
spectroscopic characteristics in acidic medium were obtained.

Based on preliminary investigation of interaction with polynucleotides DNA/RNA by
UV/Vis and fluorimetric spectroscopy, their possible application as a fluorescent probes for
detection and tracing of nucleic acids was determinate since binding to DNA/RNA

significantly changed the spectroscopic characteristics of regioisomers.

Key words: imidazo[4,5-b]pyridines, regioisomers, interaction with ct-DNA i RNA, UV/Vis
and fluorescence spectroscopy, pH sensors
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Prilog 1

a) 'H NMR spektar 2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)acetonitrila 3
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Prilog 2

a) 'H NMR spektar (2)-3-(2-klorfenil)-3-hidroksi-2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
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11. PRILOZI

b) * C NMR spektar (Z)-3-(2-klorfenil)-3-hidroksi-2-(1H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)akrilonitrila 5
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Prilog 3

a) 'H NMR spektar smijese 5-okso-5,7-dihidropirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitrila 6a i 5-0kso-5,7-dihidropirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 6b
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11. PRILOZI

Prilog 4

a) 'H NMR spektar smjese 5-klorpirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 7

5-klorpirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 8
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b) *H NMR spektar 5-klorpirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 7
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11. PRILOZI

c) 'H NMR spektar 5-klorpirido[2',3":4,5]imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 8
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Prilog 6

a) aromatski dio "H NMR spektra 5-[(3-( N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3',2":4,5]

imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 9
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b) alifatski dio *H NMR spektra 5-[(3-( N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3',2":4,5]
imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila 9
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c) 2 C NMR spektar 5-[(3-( N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]
kinolin-6-karbonitrila 9
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Prilog 6

a) aromatski dio *H NMR spektra 5-[(3-( N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2’,3':4,5]
imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 10
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imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 10
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c)  C NMR spektar spektar 5-[(3-( N,N-dimetilamino)propil)amino]pirido[2',3":4,5]

imidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril 10
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