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Popis kratica:

DNA —deoksiribonukleinska kiselina

RNA — ribonukleinska kiselina

UV/Vis — ultraljubicasta spektroskopija

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

LD — linearni dikroizam

CD — cirkularni dikroizam

CtDNA - calf thymudDNA, tj. DNA izolirana iztimusa teleta
Ks — konstanta stabilnosti

Tm — temperatura mekSanja

NaCaCo - kakodilatna kiselina / HCI, 0,02 molgjn=0,05 moldri?
PPA — polifosforna kiselina

IR — infracrvena spektroskopija

Aem— Valna duljina emisije
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1.1. UVOD

U zadnjih nekoliko desetifa veliki je interes organskih i medicinskih ke&ana za
sintezom heterocikikin organskih molekula. Heterocikli i njihovi deatr pokazuju
raznovrsna bioloSka i farmakoloSka djelovanja tegat imaju potencijalnu primjenu u
biomedicini za lij€enje razl¢itin bolesti.

Heterocikli su organski spojevi koji u svojoj dtturi imaju najmanje jedan atom Kkoji
nije ugljikov, a to su nd@pXe atomi duSika ili kisika, ali isto tako mogu saalrdti i atom
sumpora ili fosfora.

Imidazo[4,5b]piridini predstavljaju vrlo vaznu skupinu bioloSkiktivnih spojeva.
Molekule koje u svojoj strukturi imaju navedenu gaz smatraju se sintetskim analozima
purina. Njihovi derivati posjeduju Sirok spektar oloSke aktivnosti koji ukljtuje
antitumorsku, antiviralnu, antimitotsku, tuberkultsku i antidijabetsku aktivnost;>*° a
mnogi derivati su pripravljeni kao potencijalni ké&dori kod neuropatskih bolova ili kao

sredstva za umirenje.
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2.1. Imidazo[4,5b]piridini

2.1.1. Ogenito o imidazo[4,5b]piridinima

Imidazo[4,5b]piridini su spojevi aromatskog karaktera koji wgy strukturi imaju dva
heterocikltka kondenzirana prstena, imidazolski i piridinskisten® Njihova struktura

prikazana je na Slici 1.

Slika 1. Struktura imidazo[4,®]piridina 1

2.1.2. Bioloski aktivni derivati imidazo-piridina

Imidazo[4,5b]piridini mogu se na vrlo jednostavan i efikasarcinaprirediti iz
odgovarajdgih 2,3-diaminopiridina ili 3,4-diaminopiridina koedzacijom s elektrofiinom
karbonilnom grupom. Imidazo[4 Bjpiridini i ostali njihovi derivati vrlo su zanimijo i do
sada nedovoljno istrazeno podes organske sintetske i medicinske kemije. Do spgda
objavljeno nekoliko znanstvenih publikacija u kojimse opisuje bioloSka aktivnost
imidazo[4,5b]piridina.

R. P. Kale je sa skupinom indijskih istraziea2008. godine pr@avao djelovanje
niza derivata imidazo[4,B}piridina koji su pokazali antihistaminsko djeloyane djeluju kao
inhibitori Aurora kinaze, koja ima kljinu ulogu u rastu i razvoju tumorskih stanica.
Cii je bio razviti jednostavnu i ekoloski prihvifu metodu sinteze
2-supstituiranih-H-imidazo[4,5b]piridina. Reakcijom 2,3-diamino-piridina i supsiitanih
aril-aldehida, koristd vodu kao otapalo, bez katalizatora i oksidansagma

Shemi 1. prirden je niz razliito supstituiranin derivata imidazo[4dpiridina 4a-4a
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Shema 1Sinteza derivata imidazo[4/8piridina

Tablica 1. Derivati imidazo[4,50] piridina

Spoj R TaliSte (°C) | IskoriStenje (%)
4a CsHs 288-290 87
4b 3-CH;-CgHy 240-242 84
4c 4-CHs-CgH4 260-263 86
ad 4-OMe-GH,4 228-230 83
4e | 4-N,N-(CHg),-CgH4 >300 83
4f 2-Cl-CsHy 190-192 83
49 3-Cl-CgH4 298-190 86
4h 4-Cl-CeH, >300 87
4i 3-F-GH, >300 87
4 4-F-CsH,4 221 85
4k 3-Br-CeH, >300 83
4] 4-Br -CgH4 >300 83
4m 4-NO,-CgHg4 >300 85
4n 4-NO,-CgH4 >300 84
40 2-piridil 240-242 83

Skupina njemé&ih autora priredila je niz derivata imidazo-pindi oge formule

prikazane na Slici 2.

Slika 2. Priredeni derivati imidazo-piridina

Tablica 2. Priredeni derivati imidazo-piridina
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R1 (A) alkil (C1-C6)

R> COOH, CN, NQ NH,, NHCOR;

R3 H, halogen, OA, N@

R4 H, R5, cijanoalkil, karboksialkil
Rs Alkil (C1-C5)

Re H, halogen

X -CO-, -O-, -NH-CO-, -CO-NH-, -O-CH
Y O, S

Sinteza je proutena u vodenom mediju, na temperaturi od 100° C12L0.. Reakcija je
pracena TLC (diklormetan: metanol; 9:1) kromatografijoRrodukti su dobiveni u velikim
iskoriStenjima, Sto je prikazano u Tablici 3.

Skupina ametkih autora protiavala je ligande sa imidazo[4fpiridinom kao
jezgrom koji imaju veliki afinitet prema CRF recepi. CRF ima bitnu ulogu kod mnogih
neuropsihijatrijskin porend@ja kao Sto su tjeskoba, post-traumatski stresmerpeaj i
depresijd Derivat sa purinskom jezgrom pokazao je néjwdinitet prema CRF receptoru.
Nova serija imidazo[4,B]piridina, prikazanih opom formulom na Slici 3., pokazala je

poboljSanim, jaim bioloSkim i fizickim svojstvima od purinskih baza.

/ A
rN\ N NG N/
P | )

N / N

cl — cl

CR;

SV030
Ki=1,8 nM

Slika 3. Derivati s purinskom i imidazo[4,B}piridinskom jezgrom

Tablica 3. Purinske i imidazo[4,B] jezgre
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SPOJ R R’ R,
2 cPrCH CH(cPr)Me Cl
3 cPrCH CH(cPr)Et Cl
4 cPrCH CH(cPr)Et Cl
5 cPrCH CH(cBu)Me Cl
6 cPrCH CH(nPr)Me Cl
7 cPrCH CHEtMe Cl
8 cPrCH CHE% Cl
9 cPrCH CH(cPr)GH4sOMe Cl
10 cPrCH CH(cBu)GH,OMe Cl
11 cPrCH CH(Et)CHOMe Ch
12 cPrCH CH(Et)GH,OMe CR
13 cPrCH CH(cBu)GH4sOMe OCR
14 cPrCH CH(cBu)GHsOMe Chk
15 cPrCH CH(nPr)Me Cl
16 cPrCH CH(Et)GH,OMe CR
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2. 2. Interakcija organskih molekula s biomolekulana DNA i
RNA

2.2.1. Uvod

Interakcije malih organskih molekula s nukleinskikiselinama DNA i RNA
prowtavaju se vé vise desetljéa, od otkrta dvostruke uzvojnice DNA, Watsona i Cricka,
kada su otkrivene temeljne strukturne i funkcijsiteajke ove bioloSke makromolekule,
izmadu ostalog replikacija i transkripcifd** Njihovo je otkrite omoguilo razumijevanje
strukturnih, fizikalno-kemijskih, termodinatkih i kinetickin zna&ajki koje se deSavaju
prilikom interakcije organskih molekula s DNA DNA jpolimer deoksiribonukleotida, a
molekula se sastoji od dva desna polinukleotidnadakoji se pravilno zavijaju u prostoru u
suprotnom smjeru dok se RNA molekula sastoji och¢gdlanca (Slika 4.). Lanci se sastoje
od purinskih i pirimidinskih baza, &ra deoksiriboze, te fosfatnih skupina. Purinske i
pirimidinske baze stvaraju parove preko vodikovibza pri¢emu se timin (T) veZe s
adeninom (A) kod DNA a adenin (A) s uracilom (U)kBNA, te gvanin (G) s citozinom (C)

i kod DNA i RNA.

U strukturi DNA nukleotidni je dio povezan uzajamfasfatnim jedinicama preko
polozaja 3 i 5 susjednih pentoznih jedinica, tji sn fosfatni esteri 1,3-diola, a svaki se
nukleotidni dio razlikuje s obzirom na posté@jebazu.

Postoje tri osnovne konformacije uzvojnice DNA kage razlikuju u udaljenosti
parova baza koja je potrebna za potpuni zaokretedzijama utora, polozajima c&ra te
kutovima izméu parova baza i osi uzvojnice. U fizioloSkim uweti gotovo sve molekule
DNA imaju B-DNA oblik koji ima mali (eng. ginor groove’) utor Sirok 6 A i veliki (eng.

,major groové) utor Sirok 12 A.
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Slika 4. Prikaz struktura molekula DNA i RNA

Svrha navedenih znanstvenih istraZivanja tako @esa selektivnijin i bioloSki
aktivnijih molekula kojete pokazati interakciju sa spe¢ifim sekvencama DNA molekule ili
prepoznati stanice koje sadrze spé&nidi DNA molekule kao i razjasSnjenje osnove djelgaan
prirodnih i sintetskih lijekova koji se veZzu na DNAdretivanje prirode i uzroka promjena
DNA pod utjecajem okoliSa i kontrola osnovnih fujpagdNA in vivoi in vitro radi genske
terapije te koritenja u dijagnostiéi.Interakcije malih organskih molekula s nukleinskim
kiselinama mogu bithepovratne, ako nastaju kovalentne veze s polinukleotidimaakio
dolazi do cijepanja polinukleotidnog lancap@vratne interakcije koje se svode na nastajanje

ravnoteznog kompleksa male molekule s polinuklestid

Postoje tri glavna rigna interakcije supstancije s DNA molekuldth:
1. Kontrola transkripcijskih faktora i polimeraza p¥emu supstancija dolazi u

interakciju s proteinom koji se veZze na DNA
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2. Vezanje RNA na dvostruku uzvojnicu DNA pemu se dobije struktura trostruke
uzvojnice ili stvaranje hibridne RNA koja s jedmoiom uzvojnicom DNA stvara
DNA-RNA hibrid pri¢emu dolazi do onemogdavanja transkripcijske aktivnosti

3. Vezanje malih aromatskih planarnih molekula na thas uzvojnicu DNA
slijedetim natinima:

> interkaliranjem izmedu parova baza
» vezanjem u mali i veliki utor DNA,grove binders”)
» kombinacija interkaliranja s vezanjem u mali utor DNA

» kaoalkiliraju ¢i agensi

Spojevi koji se vezu u jedan od utora uzvojnica DINARNA (engl. groove binding)
predmet su opseznih istrazivanja radi niza aniiaot antitumorskih lijekovaije djelovanje
se temelji na spomenutom modelu vezanja. Konvekslik molekula karakteristan za
spomenutu grupu spojeva odgovara konkavnom obltkwaudvostrukih uzvojnica DNA i
RNA dok raspored stalnih pozitivnih naboja omége interakcije s fosfatima
polinukleotida. Velika véna spojeva pokazuje izrazitu selektivhost premanjera utoru
dvostruke uzvojnice DNA**°

a) b)

Slika 5. a) Konveksni oblik molekula ,groove bindersd) Vezanje ,groove bindersa“ u
mali utor

Male planarne aromatske molekule deffe se veZzu na DNA molekulu

interkalacijskim reverzibilnim mehanizmom. Nastagariakvih interkalativnin kompleksa

10
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znaajno stabilizira i ukrtuje polinukleotidni lanac te dolazi do produljenjavojnice,
njenog “odvijanja” i deformacije.

interkalator

produzena
uzvojnica DNA

ko

Slika 6. Interkaliranje u DNA

Strukturna, fizikalna i kemijska svojstva aromalsksustava interkalatora i
supstituenata izrazito utje na svojstva nastalih kompleksa s DNA i RNA tezabvaljujii
tome niz interkalatora selektivno veZe na dere slijedove DNA odnosno RNA?’
Interkalativni n&in vezanja ima kljgnu ulogu u djelovanju mnogih Kkligki koriStenih
antitumorskih lijekova (amsakrin, elipticin, daunicm, adriamicin) te nekih antibiotika

(aktinomicin D, nogalamicin i derivati) blokirajudjelovanje topoizomeraze 1.

2.2.2. Eksperimentalne metode ispitivanja nekovalénih interakcija

organskih molekula s polinukleotidima

Najce&e koriStene eksperimentalne metode su:

1. Eksperimenti koji prate promjene strukture i stabdti polinukleotida

uzrokovane vezanjem ispitivanog spoja:

» promjena viskoziteta otopine DNA / RNA

11
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» promjena sedimentacijskog koeficijenta ili elektnaftske
pokretljivosti cirleune DNA
» pomaci u nize magnetsko polje signala fosfatnogjalij
polinukleotida®®® NMR spektru polinukleotida
» promjena toke “mekSanja” dvostruke uzvojnice nakon
kompleksa s ispitivanim spojem
2. Metode temeljene na promjeni spektroskopskih saegsispitivanog spoja
(UV/Vis, fluorescencijska tH NMR spektroskopija).
3. Metode koje upéuju na pravilnost orijentacije molekula ispitivansgoja
te dinamiku i homogenost &iaa vezanja na polinukleotid — CD i LD

spektroskopija, polarizacija fluorescencije.

2.2.2.1. Spektroskopske titracije

Vezivanje organskih molekula na polinukleotide¢e&je uzrokuje zn&ajne promjene
u njihovim spektroskopskim svojstvima (UV/Vis, fiescencija'H NMR).* Izozbestine
tocke u UV/Vis titracijama ispitivanog spoja s poline&tidima upéuju na nastajanje samo
jednog tipa kompleksa. Visoka osjetljivost fluorescijskih metoda omogava eksperimente
pri mikromolarnim i nizim koncentracijama ispitivag spoja, tj. uvjetima slhim onima u
bioloSkim sustavima. Bududa interkalativni model vezivanja jedini pruza guénost jasne
definicije veznih mjesta na polinukleotidu, razwijge niz jednadzbi za iz¢an konstante
stabilnostiKs nastalih kompleksa na osnovu podataka spektrokkopigracija ispitivanog

spoja s polinukleotidima. Osnova svih jednadziS¢atchardova jednadziig:*°

r/co,=Ks(n-r)

gdje jec, koncentracija interkaliranog spoja,je omjer [vezani spoj]/ [polinukleotid], omjer
r=[spojJ/[polinukleotid] iKs konstanta stabilnosti kompleksa.

Ovisno o tome da Ili je koncentracija polinukleotidgoolinukleotid]) definirana kao
koncentracija purinskih i pirimidiniskih baza, pa#opurinskih i pirimidiniskih baza, odnosno
nage&e koncentracija fosfata, u literaturi se moguwineazne varijante omjeran. Pri
povoljnim eksperimentalnim uvjetima interkalirargaje linearnu ovisnostic, or te je iz

dobivenog pravca moda izra&unati konstantu stabilnostKs i vrijednost omjeran.

12
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Jednadzba |{ zahtjeva tono poznavanje spektroskopskih svojstava ispitivaspgja i
nastalog kompleksa, Sto kod posljednjeg wésto nije mogée eksperimentalno ustanoviti.
Iz tog razloga pouzdanija je analiza podataka diifgapom@u Scatchardove jednadzbe
nelinearnom regresijskom metodom. Spomenuti mo@elunma u obzir razlike iznde
kooperativhog, ne-kooperativhog i anti-kooperatiynotjecaja molekule interkalatora na
interkaliranje slijedée molekule u susjedna vezna mjesta. Najpouzda&azijiltatiKsi n mogu
se dobiti temeljem titracija provedenih priceen suviSku veznih mjesta polinukleotida (omjer
r < 0.1) kod kojeg se moze smatrati da se molekulerkalatora vezuju na izolirana,
medusobno neovisna vezna mjesta. Ukoliko je ndegwmjern treba odrediti pomiu barem
dvije neovisne metode (npr. UV/Vis ili fluorimeska titracija, ovisnost temperature

meksSanja o omjerd).
2.2.2.2. Promjena temperature mekSanja nukleotida

Dvostruka uzvojnica DNA je ter@ki nestabilna i ima oddenu vrijednost
temperature mekSanjg, pri kojoj dolazi do odmatanja dvaju polinukleotidrianaca, pa se
ova pojava joS nazivatermalno denaturiranj€Slika 8). Slijedovi parova baza A-T, koji su
stabilizirani dviema vodikovim vezama, razdvajagi®i nizim temperaturama od slijedova
parova baza G-C, koji su stabilizirani vodikovimzaea. Svaki dvolatani polinukleotid
okarakteriziran je spectfinom T, odnosno temperaturom kod koje je polovina nukletn

kiseline u dvolasanom, a druga polovina u jednotamom obliku.

3 5 3 5 § 3 §F 3 3 i 4 .
f / L’ R
N\ 7 \
- frie A e
',':ﬁ; Aj’l- o T- —A A =T _ AT AT
Ny Ny, &0 1 B e, Ny NGy
% : B ['ﬁ 1 [é ! o BC—
-G—, G-C—; & ] W —a- i c-c—
(,147 \_rri T A G C \A T7 \c G
; 4 « f o <
\ \ y \
3 5 3 g5 3 g 3 5 3 5 3 5

Slika 7. Proces mekSanja dvostruke uzvojnice DNA ili RNAlekale

Proces mekSanja moze se pratiti fazin metodama (CD, NMR, viskozimetrija,

elektroforeza, kalorimetrija), a i@se se koristi UV/Vis spektroskopija.

13
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Apsorbancija otopine dvolganog polinukleotida se posava s udjelom jednolganih
polinukleotida Sto izaziva hiperkromni efekt. Obldobivene krivulje kod\max Odreienog

polinukleotida je sigmoidalnog oblika, as@ infleksije jeTy. >

-ATm +ATm
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0,06 m T.m T.m

0,05

| paug-EnE
- l~l'l.'.'.:::=':.: HY H AH0

|.
0,04 !

0,03

e

0,02

0,01 f /
- -.’.‘..
e E LR AELE L Ll

0,00

-0,01 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
35 40 45 50 55 60

0
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Slika 8. Krivulje termalnog denaturiranja DNA i/ili RNA

Vecina spojeva koja se veze na nukleinske kiselineapaje véi afinitet prema dvolatanom
nego jednolatanom obliku, §to uzrokuje stabiliziranje dvolane uzvojnice i V@ Tm.%2
Interkalatori stabiliziraju dvolatane DNA i RNA i veZu se bez odiene specitinosti prema
slijedovima parova baza A-T i G-C. Spojevi kojivaZu u mali utor DNA olgino stabiliziraju
dvolartane polinukleotide bogate sekvencama A-T, dok kamlashtane RNA uzrokuju male
promjene®

Prednost ove metode je jednostavnost, osjetljivosproducibilnost te male kdine
spoja i polinukleotida koje se koriste. Metoda Helih spojeve stabilne pri visokim
temperaturama i ne daje spesii informacije o strukturi kompleksa spoja i poklaotida.
Ovom metodom mode je pri istim eksperimentalnim uvjetima uspbvati afinitete niza
spojeva koji se vezu istim giaom na odréeni polinukleotid, odnosno uspdieati afinitete

jednog spoja prema vise radiih polinukleotida.

14



OPCI DIO

2.2.2.3. Viskozimetrija

Utjecaj ispitivanog spoja na duljinu polinukleot&ruzvojnice uglavnom se prati
mjerenjem viskoziteta otopine sonificiranih, St@stin fragmenata DNA polinukleotida
(molekulska masa oko 2,5 x %)Okao funkcije razlith omjerar. Pokazalo se da pri
spomenutim uvjetima viskoznost otopine ovisi o pigEhju uzvojnice uzrokovanom

vezanjem spoja po jednadzby:t*
L/Lo=1+mr

gdje je L/Lo relativno produljenje, omjer =([spoj] / [DNA]), a m nagib pravca

ovisnostiL/Lo or.

Klasicni interkalatori poput etidijevog bromida i akrigavih derivata daju vrijednosti
m = 0,8 - 0,9. Interkaliranje mora uzrokovati prodojge dvolagane uzvojnice te se bitno
manja vrijednosim od gore spomenute smatra potvrdom neinterkalagivmina vezanja.
Obrnuti zaklj@ak ne vrijedi poSto neki spojevi, koji se vezu unjnaitor DNA i RNA,
uzrokuju produljenja stha vrijednostima interkalatora. Nedostatci metades$ativno visoke
koncentracije spoja i DNA potrebne za mjeremje= (L0° - 10* mol dni®) te nepouzdanost
rezultata u sléaju ispitivanih spojeva koji vezanjem uzrokuju $anje Stapiaste dvostruke
uzvojnice time prividno smanjugu produljenje uzrokovano interkaliranjem. Talew, ova
metoda ne razlikuje doprinos neinterkalativnogcima vezanja prisutnog kod éiee

interkalatora kod uvjeta bliskih zéenju veznih mjesta DNAr = 0,25).

2.2.2.4. Utvdivanje modela vezanja ispitivanog spoja na DNA/RNA

S obzirom da nije moge jednoznéno utvrditi n&in vezivanja na polinukleotide
samo jednom metodom, on se dtye kombinacijom rezultata viSe metoda, koje skeet
sigurnogu upltuju na interkalativni, odnosno neinterkalativnémavezanja malih molekula

na polinukleotide (Tablica 4%.
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Tablica 4. Kriteriji prema kojima se utduje model vezanja

METODA

MODEL VEZIVANJA

Interkalativni

Neinterkalativni

viskozimetrija

produljenje (n=0,9) i odvijanje (17 ;
26") dvolartane uzvojnice za
vrijednosti sléne ili vete od onih za
standardne interkalatore

vrlo malo ili nikakvo produljenje i
odvijanje dvolagiane uzvojnice
(postoje iznimke)

temperatura
mekSanja

pozitivne vrijednostiT,;
interkaliranje stabilizira dvostruke
uzvojnice bez vée selektivnosti
izmeaiu analoga DNA i RNA (postoj
iznimke)

37

mogte pozitivne i negativne
vrijednostiAT,,; vecinom izrazita
DNA selektivnost (postoje
iznimke)

UV/Vis i
FLUO spektri

batokromni i hipokromni efekt u
spektrima ispitivanog spoja

vrlo male promjene (postoje
iznimke)

'H NMR

izrazito proSirenje (>20 Hz) te
pomaci u viSe magnetsko polje
signala ispitivanog spoja

pomaci u vise ili nize magnetskd
polje, nema proSirenja signala

afinitet po
Scatchardu

konstante stabilnosks ne ovise
bitno o promjeni ionske jakosti,
omjern < 0.25

omjern > 0.25 , spektroskopske
promjene izrazito ovise o ionsko
jakosti, konstante stabilnosti se
ne mogu direktno ranati jer nije
mogute definirati koncentraciju
veznih mjesta

16
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3.1. Opte napomene

TaliSta priréienih spojeva odtena su Kofler Mikroheiztisch aparatu Bichi 535duwni
korigirana. IR spektri snimljeni su na spektrometRTIR-ATR Vertex 70 Bruker
spektrofotometar direktnim nanoSenjem uzorka rentijntnu podlogu.

'H i °C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Vari@amini 300, na 300
odnosno 75 MHz, instrumentu Bruker AV-600, na 6@@dasno 150 MHz te Bruker Avance
DRX 500 na 500 MHz. Svi NMR spektri snimani su M80-ds kao otapalu, koriste
tetrametilsilan kao interni standard. Kemijski pa@ng@) izrazeni su u ppm vrijednostima, a
konstante sprege (J) u Hz.

UV spektri snimljeni su na spektrofotometru Vari@ary 50 i Varian Cary 100
spektrofotometrima a fluorescencijski spektri sjgmi su na Cary Eclipse spektrofotometru.
U oba sldaja koristene su kvarcne kivete promjera 1 cm taraena 3 ili 1 crit. CD spektri
snimani su na JASCO Circular Dichroism spektrofattmn

Fotokemijska reakcija provedena je u pyrex reak®runutarnjim osvjetljavanjem
(imerzijski reaktor) kod kojeg je izvor svjetla mjen u reakcijsku otopinu. Imerzijski reaktor
se sastoji od dva dijela: imerzijskog, koji se ymam reakcijsku smjesu i reakcijske posude.
Imerzijski dio, u kojem je smjeStena visokdtla zivina lampa, sluzi istodobno i kao filter i
kao hladilo. Kao izvor svjetlosti koriStena je ksdlacna zivina lampa od 400 W (koa

proizvodnja).

1 2

Slika 9. Reaktor s unutarnjim osvjetljavanjefiimerzijski dio,2-reakcijska posuda
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3.2. Priprava 2-stiril-imidazo-piridina i njegovih derivata

hv/EtOH 3
|21 02

CHjl, EtOH

/
N \+N\ I
X SN CHs
5

Shema 2. Priprava acikltkog derivata imidazo-piridind i njegovih ciklickih derivata4i 5

3.2.1. Priprava 2-stiril-1H-imidazo[4,5-b]piridina 3

U okruglu tikvicu stavi se 2,04 g (13,76 mmol) cime kiselinel i 1,50 g (13,76 mmol) 2,3-
diaminopiridina2 te se doda oko 10 g PPA. Reakcijska se smjesgazagna 180° 2,5 h.
Topla se reakcijska smjesa izlije na smjesu leddvbdaluzi otopinom NaOH na pH=9.
IstaloZzeni se produkt profiltrira i ispere vodomoliveno je 0,71 g (23%) praSkastog
produkta bijele boje; T.t = 200 - 201°C.

IR (dijamant)v / cm®: 3060, 1715, 1604, 1522; UV (EtORMy)ax: 336, 266;

'H NMR (DMSO-d) (8/ppm): 13,20 (s, 1H, NH), 7,96 (8s, 1HudH), 7,77 (d, 1H, J=16,50
Hz, Haom), 7,68 (d, 2H, J=7,60 Hz, Hn), 7,45 (t, 1H, J=7,30 Hz, &), 7,39 (t, 1H, J=,30
Hz, Harom), 7,22 (d, 1H, J=4,80, Hpirjd 7,20 (d, 1H, J=4,80 Hz, Hpirid.), 7,18 (d, 1H,
J=16,40, Harom.);
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13C NMR (DMSO-@) (/ppm): 144,47 (d), 143,20 (s), 139,80 (s), 137.8% 135,93 (s),
130,54 (s), 129,60 (d), 129,49 (d, 2C), 129,23188,55 (d), 127,71 (d, 2C), 118,45(d).

3.2.2. Priprava 7,8,11b-triazabenzajfluorena 4

Otopina 0,60 g (2,70 mmol) 2-stiriHtimidazo[4,5b]piridina 3 u 400 mL etanola uz dodatak
joda. Otopina se osvjetljava u posudi UV-Hg lampai400 W uz propuhivanje zrakom 44h.
Otopina se upari na 1-2 mL. Dobiveni se spajazdvaja kolonskom kromatografijom na
silikagelu kao adsorbensu i sistemu diklormetarémeit Dobiveno je 0,11 g (18%) bijelog
prasSkastog produkta; T.t. = 140 - 141°C

IR (dijamant)v / cmi*: 3055, 2917, 1694, 1608, 1529, 1453. UV (EtQk)).: 366, 348, 331,
247H NMR (DMSO-d) (8/ppm): 9,83 (d, 1H, J=8,60 Hz,afd), 8,65 (dd, 1H, 134,65 Hz,
J=1,40 Hz, Hiom), 8,70 (d, 1H, J=7,50 Hz, Hm), 8,05 (d, 1H, J=9,27 Hz, Hm), 7,90 (t,
1H, J=7,40 Hz, Hom), 7,67 (d, 1H, J=9,57 Hz,H.), 7,63 — 7,60 (m, 2H, Harom.);

13C NMR (DMSO-d) (3/ppm): 147,60 (s), 145,02 (s), 142,91 (d), 136,82 127,06 (s),
134,13 (s), 133,12 (d), 130,36 (d), 129,20 (d),,387d), 125,05 (d), 122,45 (s), 117,16 (d),
116,78 (d);

3.2.3. Priprava 8-metil-7,8,11b-triazabenzajfluoren-jodida 5

U tikvicu se stavi 0,04 g (0,18 mmol) spdja 12 uL Mel i 1 mL DMF. Smjesa se mijeSa na
magnetnoj mjeSalici 24 sata. Dobiveno je 0,02 g% R&meleg praskastog produkta;
T.t. =>300°C

IR (dijamant)v / cmi: 2916, 1661, 1619, 1552, 1433; UV (EtOkh): 361, 344, 328, 225.

'H NMR (DMSO-d) (5/ppm): 10,67 (d, 1H, J=8,70 Hz,akh), 9,00 (dd, 1H, 134,60 Hz,
%=1,44 Hz, Hiom), 8,91 (d, 1H, J=9,70 Hz, Hm), 8,80 (dd, 1H, 1+7,53 Hz, §=1,42 Hz),
8,43 (d, 1H, J=9,70 Hz, 44m), 8,41 (dd, 1H, 1+8,20 Hz, 1,85 Hz, Hwom), 8,24 (t, 1H,
J=8,10 Hz, Hom), 8,05 (dd, 1H, 1¥8,37 Hz, $=4,85 Hz), 7,95 (t, 1H, J=7,70 Hzabh),
4,31(s, 3H, Heti);

¥C NMR (DMSO-@) (8/ppm): 146,40 (d), 143,50 (s), 141,60 (s), 1408y 133,56 (d),
132,74 (s), 130,40 (d), 127,70 (d), 126,52 (s),,3@3d), 123,47 (s), 122,48 (d), 118,17 (d),
109,19 (d);
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3.3. Priprava 2-( 2-kloro-5-nitro)stiril-imidazo-pi ridina i njegovih
derivata

Cl s
- NH2 cl N X
| = * /@[/\ —PA / \N | Z
N NH, O,N COOH A .
1 6 O,N
sulfolan
O,N
N /
\ N
X SN
8a,b

Shema 3. Priprava acikitkog derivata imidazopiridin@ i njegovog ciklékog derivata8a,b

3.3.1. Priprava 2-(2-kloro-5-nitro)stiril-1H-imidazo[4,5-b]piridina 7

U okruglu tikvicu stavi se 1,00 g (9,17 mmol) 2Zli@minopiridinali 2,09 g (9,17 mmol) 3-
(2-kloro-5-nitrofenil)akrilne kiseline6 te se doda oko 10 g PPA. Reakcijska se smjesa
zagrijava na 180°C 3 h. Topla se reakcijska sm@ga na smjesu led/voda i zaluzi otopinom
NH,OH do pH=10. IstaloZeni se produkt profiltrira iefristalizira iz etanola uz dodatak
aktivnog ugljena. Smjesa se ostavi u hladnjakutriféihjem je dobiveno 1,48 g (53%)
svijetlo- sméeg praskastog produkta; T.t .= 155 - 157 °C;

IR (dijamant)v / cmi: 3069, 2919, 1736, 1606, 1520; UV (EtOkh), = 339;

'H NMR (DMSO-&) (8/ppm): 13,32 (8s, 1H, NH), 7,96 (s, 1Had#), 8,36 (d, 1H, J= 3,13
Hz, Hyy), 8,19 (d, 2H, J=8,20 Hz 8,06 (d, 1H, J=16,32 H, 8,03 (d, 1H, J=4,50 Hz), 7,84
(d, 1H, J=8,82 Hz), 7,51 (d, 1H, J= 16,62 Hz), #2723 (m, 1H).

3C NMR (DMSO-d) (3/ppm): 151,20 (s), 148,06 (s), 146,90 (s), 144d) 139,02 (s),
134,85 (s),131,33 (d), 128,86 (d), 126,47 (d), 324d), 123,75 (s), 123,10 (d), 121,91 (d),
118,30 (d);
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3.3.2. Priprava 3-nitro-7,8,11b-triazabenzdg]fluorena 8a,b

U okruglu tikvicu stavi se 0,50 g (1,16 mmol) spojda 1,5 mL sulfolana. Smjesa se grije u
pjeXanoj kupelji na temperaturi 280°C 45 min. Smjeskatm doda vode, a nastali se talog
profiltrira. Produkt se prekristalizira iz etanokKiltriranjem je dobiveno je 0,18 g (57%) Zutog
praskastog produkta. T.t. = > 261°C.

IR (dijamant)v / cm®: 3056, 1632, 1616, 1598, 1529. UV (EtOth = 302, 335, 351, 369;
'H NMR (DMSO-d) (8/ppm): a) 9,93 (d, 1H, J = 9,27 Hzgkh), 9,03 (d, 1H, J = 2,34 Hz,
Harom), 8,40 (dd, 1H,4J= 8,12 Hz, = 1,25 Hz, Huon), 8,23 (d, 1H, J = 9,60 Hz1l@..),

7,82 (d, 1H, J = 9,63 Hz,¢kl), 7,66 (ABQ, d = 8,16 Hz, 9= 4,71 Hz, Hiom); b) 9,13 (d, 1H,

J = 8,25 Hz, Hom), 9,08 (d, 1H, J = 2,49 Hz,:Hn), 8,95 (dd, 1H, J = 9,27 Hz, kbn), 8,76
(d, 1H, J = 4,62 Hz, km.),8,54 (d, 1H, J1 = 9,24 Hz, J2 = 2,52 Hz.H), 8,28 (Abqg, J =
9,69Hz, Hrom), 7,89 (d, 1H, J = 9,60 Hz,Hm), 7,58 (ABQ, = 8,34 Hz, = 4,71 Hz),

3C NMR (DMSO-d) (8/ppm): 164,14 (s), 163,15 (s), 156,34 (s), 1498 144,15 (s),
143,86 (s),143,07 (s), 142,90 (s), 142,33 (s), @38d), 133,05 (d), 128,68 (d), 127,97 (d),
126,99 (d), 125,97 (d), 125,01 (d), 123,57 (s),,2@3s), 124,85 (d), 124,03(d), 123,51 (d),
123,40 (d), 119,62 (d), 118,69 (d), 118,31 (d),,&#04d), 116,86 (d), 115,93 (d);

3.4. Ispitivanje interakcija nekih prire denih supstancija s ct-DNA

3.4.1. Supstrat

ctDNA cistoce vete od 99 % kupljena je od Merck-a te koriStena balnpkg ¢iS¢enja na
nasin da je otopliena u NaCaCo puferu (pH 7) u koneiji reda vekiine 10 mol dm?.
Koncentracija fosfata ctDNA odiena na osnovu absorbancije u puferu pH=7; 0,01avhpr

slijedetim vrijednostima:
» CtDNA na 260 nmg = 6600.

3.4.2. Spektroskopske metode

Kod UV/Vis titracija pr@&ene su promjene spektara ispitivanih spojeva naimal
duljinama (ovisno o sistemdi = 300 — 400 nm) gdje koriStena ctDNA ne apsorhixéVis

zraenje.
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Kod fluorescencijskih titracija péane su promjene intenziteta fluorescencije ispitdea
spoja na valnim duljinama\{, = 380 — 600 nm ) gdje niti jedan sastojak u otopiema
UV/Vis spektar te su koriStene valne duljine pobkdd kojih ctDNA nema UV/Vis spektar
(Aeksc.> 320 nm). Ukoliko je bilo potrebno, fluorescenkijspektri korigirani su za baznu

liniju pufera.

3.4.3. lzvedba titracija

Promjene spektara ispitivaninh spojeva po dodatklinpgkleotida korigirane su za
razrjeienje. Ukupno razrigenje tokom titracija bilo je 3 - 15 .
KoriStena je metoda titracije pri kojoj je koriStemelativno kratko vrijemene (5 - 7 min)
potrebno da se uspostavi ravnotezno stanje po klodapstrata u otopinu ispitivanog spoja.
U kivetu s puferiranom vodenom otopinom ispitivanggpja dodavani su alikvoti vodene
otopine supstrata. Po svakom dodatku nakon navegdaeomena uravnotezenja uz mijesanje

magnetskim mje&&m snimljen je spektar ispitivanog spoja.

3.4.4. Odrdlivanje promjene temperature ,meksanja“ (AT, )
polinukleotida

Temperaturne krivulje “mek3anja” DNA te njezinih rapleksa s ispitivanim spojevima
odreiene su préenjem promjene absorbancije ctDNA na 260 nm u @&sro temperaturi.
Absorbancija ispitivanih spojeva oduzeta je od uleumbsorbancija uzorka. Temperature
“mekSanja” odrdene su kao tike infleksije temperaturnih krivulja na osnovu pderivacije

ili metodom tangente. Vrijednosti promjene tempemat'mekSanja” AT,) razlika su izméu
vrijednosti temperature “mekSanja’ kompleksa ctDbJ#0] i temperature “mekSanj&iste
ctDNA. Dobivene vrijednostiAT,, rezultat su najmanje dva neovisna pokusa. Pogreska
vrijednostiAT,, je + 0.5°C. Prema Slici 8. vrijednosfiT,,mogu biti pozitivne (stabiliziranje

uzvojnice polinukleotida) ili negativne (destahilanje polinukleotida).
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Zadatak ovog rada je bio prirediti acite 2-stiril-imidazopiridine te njihove ciklke
derivate triaza-benzoffluorene kako je prikazano na Slici 10. te ispitaterakciju spojevé

i 7s ctDNA u svrhu odi@vanja mehanizma njihovog bioloSkog djelovanja.
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Slika 10. Strukture prirdenih spojeva
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4.1. Sinteza ciljanih spojeva

Sintezu 2-stiril-H-imidazo[4,5b]piridina 3 proveli smo direktno iz reaktanata
diaminopriridinal i cimetne kiselin€ uz dodatak polifosforne kiseline i zagrijavanjempa

Shemi 42527

H
NT O NH, A cooH A N
1 2 3

Shema 4.Sinteza spoj&

Ovom metodom dobiven je produkt 2-stitid-imidazo[4,5b]piridin 3 u iskoriStenju 23%.
Dobiveni spoj3 okarakteriziran j¢H i *C NMR spektrima (Prilog 1). UH NMR spektru
vidljiv je signal na 13 ppm koji odgovara protoniHNskupine te karakterigti dubleti s
konstantama sprege oko 16 Hz koji odgovaraju tprasonima dvostruke veze na 7,78 i 7,46
ppm. Ostali signali odgovaraju aromatskim protonima
ig i SR L el
]

INININ N NNNN
H

X 4000

1320

— e - R

8 8 g 3 g
=] =] al o o
I

L O e e e A At s s st B et B B B S B RS By N By S S IS BN
PPM 7% 792 788 78 780 7.6 772 768 764 760 756 752 748 744 740 136 13 728 124 120 116

Slika 11.*H NMR spektar 2-stiril-H-imidazo[4,5b]piridina 3
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HD ﬁt/anol _
@ﬂ e =
=

Shema 5 Sinteza 7,8,11b-triazabenzffuorena4

7,8,11b-triazabenzoffluoren 4 prireden je reakcijom fotokemijske dehidrociklizacije u
etanolnoj otopini osvjetljavanjem visokatteom Zivinom UV lampom od 400 W prema
Shemi 5. Tijek reakcije péan je UV/Vis spektroskopijorff

Struktura spojat potvidena je'H NMR i **C NMR spektrima (Prilog 2.), gdje 1H NMR
spektru u odnosu na spektar sp8jgostoji pomak prema nizim magnetskim poljima te

nestanak signala dusikovog protona na 13,2 ppm.
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ogee{

Slika 12.*H NMR spektar 7,8,11b-triazabenzfiluorena4
Osim signala aromatskih protona mogu vidjeti dvaleiia koji odgovaraju fluorenskim

protonima s konstantom sprege oko 9,5 Hz na 80068 ppm 5to je karakteristio za takav

tip spojeva.
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Idu¢i zadatak bilo je prewvienje 7,8,11b-triazabenmjfluorena 4 N-metil-jodidnu sol5.
Sinteza je provedena prema Shemi 6.

[ % ) CHl
N@ EtOH aps. N \ b N/ I
XN SN \CHa
4 5

Shema 6 Metiliranje ciklickih triaza-benzaf]fluorena

Sintezu smo proveli zbog bolje topljivosti jodidseli u vodi. Metiliranje je provedeno s
metil-jodidom u apsolutnom etanolu. SpopjearakterizirartH i **C NMR-om (Prilog 3).

U 'H NMR spektru su vidlijivi signali aromatskih i fmenskih protona u podtju od 9,0-7,5
ppm. Oko 4,3 ppm vidljiv je signal koji odgovara ¢€skupini.
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Slika 13.'H NMR spektar 8-metil-7,8,11b-triazabendfilioren-jodida 5
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Sinteza 2-(2-kloro-5-nitro)stirilHi-imidazo[4,5b]piridina 7 provedena je iz reaktanata
diaminopriridinal i 3-(2-kloro-5-nitrofenil)akrilne kiselin® uz dodatak polifosforne kiseline

i zagrijavanje prema Shemi?.

O i (FK

Shema 7 Sinteza spoj@
Dobiveni spoj7 okarakteriziran jeH i **C NMR spektrima (Prilog 4). UH NMR spektru
vidljiv je signal na 13 ppm koji odgovara protoniHNkupine te karakteristi dubleti s

konstantama sprege oko 16 Hz na 8,06 i 7,51 ppioKgjvaraju trans protonima dvostruke

veze. Ostali signali odgovaraju aromatskim protanim

\ Ij sulfolan
/ \ v & N7\ ’\{
NSy
ON
7 8

Shema 8Sinteza spoj8&
Sinteza spoj@ provedena je reakcijom teréke ciklizacije spoja/ u sulfolanu, u pje&noj

kupelji na temperaturi 285°C, prema Shemi Reakcija je préena UV/Vis spektroskopijom.
Reakcijom termike ciklizacije dobivena je smjesa dva strukturnamiera8a i 8b prema

Shemi 9.
cl H N O;N O,N
e N’___‘
\ Ij sulfolan
O5N 8a gb

Shema 9.Strukturni izomerspoja8
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U *H NMR spektru spoj& vidljivo je da u odnosu na njegov aciii derivat postoji pomak
signala prema nizem magnetskom polju te nestargalalsi NH skupine na 13 ppm. Osim
signala aromatskih protona mogu vidjeti dva dublketaodgovaraju fluorenskim protonima s
konstantama sprege oko 9,5 Hz u aromatskom ppddio je karakteristno za takav tip
spojeva.
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4.2. Ispitivanje interakcije spojeva 517 s ctDNA

Derivatima imidazo[4,%]piridina 5 i 7 ispitana je interakcija s ctDNA prema

postupcima opisanim u poglavigu4.

Cl HD
\N 4 7
\ O,N
CH; I

3
5 7
Slika 15. Struktura ispitivanih spojeva s ctDNA
Maticna otopina spoja je prireiena u vodi dok spd| nije dovoljno dobro topljiv u vodi pa je
njegova matina otopina priréena u DMSO-u. Njihove spektroskopske karakteristske
ispitane u puferskoj otopini NaCaCo pri pH 7. Kentacije prirdenih mattnih otopina

krecu se u podrju koncentracija 18 moldm®.

4.2.1. UV/Vis bazdarni dijagrami

Kako bi se utvrdila stabilnost spoje%a 7 u puferskoj otopini, napravljeni su UV/Vis
baZdarni dijagrami. Na Slici 16. prikazan je UV/N\bdazdarni dijagram spofa

¢ (X)
05 br. spektra mol dm®

9,26x10’
1,851x10
2,774x10F
4,618x10°
6,457x1(F
8,290x1(
1,012x10
1,194x10
1,376x10
1,558x10

[EY

OO (N[O~ ]wN

[ERN
o

T T T T T
250 300 350

A/ nm

Slika 16.UV/Vis bazdarni dijagram spofa

31



REZULTATI | RASPRAVA

Apsorbancija je linearno ovisna o koncentracijitespog spojeb u podréju koncentracija
10° moldm® &to je prikazano na Slici 17.
a) b)
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T T T T T T T T T
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10° 1.2x10° 1.4x10° 1.6x10°

-3
cs / moldm™ cs / moldm

Slika 17.Linearna ovisnost apsorbancije o koncentracijisthmd) spojéb na
a) 360 nm,b) 343 nm,c) 327 nm id) 226 nm

Tablica 5. Valne duljine maksimuma apsorbancije i pripadigkstincijski koeficijenti
spojevabi 7

spoj| Mmakd/nm 10
dm°mol~“cm
360 18671
343 22717
327 20664
226 50863

7 332 20953

32



REZULTATI | RASPRAVA

4.2.2. UV/Vis titracije spojeva 5i 7 s ctDNA

Za navedene spojevei 7 izvedene su UV/Vis titracije s puferskom otopinotBNA
u NaCaCo puferu pri pH=7, prema postupku opisanomoglavlju 3.4. Koncentracije
ispitivanih spojeva ki se u podrgju 10° moldm®. Na Slici 18. a) prikazana je krivulja
UV/Vis titracija spoja5, a na Slici 18. b) ovisnost apsorbancije ha maksimumu 343 nm o
koncentraciji dodane otopine ctDNA.

a)

0.45
— pocetni
—1

2
—3

4
—5

6

—_—7

0.40 4

0.35 4

7 —3s

- —9
0.30 .
—11
—12
—13
14
—15
—16
17

0.25 4

0.20

Abskor (343nm)

b)

0,44 -
0,42—-
0,40—-
0,38—.

0,36

Abskor (343 nm)
o o
[J

1 1

0,30

0,28

0,26

0,24 . . . . . . . . .
0,0 1,0x10* 2,0x10* 3,0x10* 4,0x10* 5,0x10"

c(ctDNA) / moldm™

Slika 18. a)UV/Vis titracija spojab (1,85x10° mol dni®) ctDNA (1,02x10° mol dm®);
b) Ovisnost apsorbancije spdaa 343 nm o koncentraciji dodane ctDNA
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Tablica 6. Promjena apsorbancije sp&jaa 343 nm uslijed dodatka ctDNA

Br Abskor c (ctDNA}sl
(343 nm) mol dm

0 0,336 0

1 0,426 3,35x18
2 0,416 6,71x18
3 0,389 1,34x10
4 0,382 2,01x18
5 0,393 3,01x18
6 0,360 4,68x108
7 0,364 6,34x10
8 0,351 7,99x18
9 0,340 1,03x19
10 0,337 1,26x10
11 0,310 1,59x19
12 0,307 1,91x19
13 0,284 2,23x19
14 0,278 2,55x19
15 0,287 3,03x19
16 0,266 3,66x10

Iz UV/Vis titracijske krivulje spoja5 vidljivo je da tijekom dodavanja puferske otopine
ctDNA u pufersku otopinu spofadolazi do opadanja apsorbancije, tj. hipokrompomaka

i slabog batokromnog pomaka. U Tablici 6. dani edgei o promjeni apsorbancije spbjaa
343 nm uslijed dodatka ctDNA.

Na Slici 19. a) prikazana je krivulja UV/Vis titrige spoja7 s ctDNA a na Slici 19. b)

ovisnost apsorbancije na maksimumu 331 nm o kormgjitdodane otopine ctDNA.
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a)

Abskor

0,15
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0,05

0,00 . , . , . , . , .
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A/ nm

b)
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0,280
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T T T T T T T T T T T T T
00 1,0x10*  2,0x10* 3,0x10* 4,0x10° 50x10* 6,0x10*

c(ctDNA) / moldm™®

Slika 19. a) UV/Vis titracija spoja7 (1,57x10° mol dni®) s ctDNA (1,021xF mol dm®);
b) Ovisnost apsorbancije spoja na 331 nm o koncédjittlaclane ctDNA
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Tablica 7. Promjena apsorbancije spdjaa 331 nm uslijed dodatka ctDNA

br. Abskor c (ctDNAs)
331 nm mol dm

0 0,303 0

1 0,300 3,39x16
2 0,301 6,77x16
3 0,298 1,35x19
4 0,299 2,70x10
5 0,297 4,72x10
6 0,291 7,40x10
7 0,293 1,01x16
8 0,289 1,34x16
9 0,284 1,67x16
10 0,285 2,16x1t
11 0,282 2,8x10
12 0,279 3,44x16
13 0,278 4,38x16
14 0,276 5,911t

Iz UV/Vis titracijske krivulje spoja7 vidljivo je da tijekom dodavanja puferske otopine
ctDNA u pufersku otopinu spojadolazi do slabog opadanja apsorbancije na maksinmaan
331 nm.

4.2.3. Fluorimetrijski emisijski bazdarni dijagrami spojeva 5i7

Fluorimetrijska spektroskopska ispitivanja, méguje provesti kod bitho manjih
koncentracija pa su takvi uvjeti &li onima u bioloskim sustavima. Prije izvedbe
fluorimetrijskih titracija napravljeni su fluorimejski emisijski bazdarni grafovi spojev&ai 7
kako bi se utvrdilo podiije linearne ovisnosti intenziteta fluorescencij&adic¢ini dodane
supstancije. Na Slici 20. i Slici 21. prikazani fluprimetrijski emisijski bazdarni dijagrami
spojevab (a) i 7 (a) te linearne ovisnosti intenziteta fluorescgnoa maksimumu emisije o

koncentracijama dodanih spojev#b) i 7 (b).
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Slika 20.a) Fluorimetrijski emisijski bazdarni dijagram §p8; b) ovisnost intenziteta
fluorescencije o koncentraciji dodanog spofa maksimumu emisije 386 nm
a) b)
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Slika 21.a) Fluorimetrijski emisijski bazdarni dijagram spajab) ovisnost intenziteta
fluorescencije o koncentraciji dodanog spbjaa maksimumu emisije 418 nm
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4.2.4. Fluorimetrijska titracija spojeva 5i 7 s cDNA

Nakon Sto je u prethodnom poglavlju utgno da postoji koncentracijsko potjesu
kojem je linearna ovisnost intenziteta fluorescgnoi koncentraciji dodanog spoja, u tom su
podriju provedene fluorimetrijske titracije puferskihoptna spojevab i 7 s puferskom
otopinom ctDNA. Na Slici 22. prikazane su fluorimiske titracije spojevd (a) s ctDNA te
ovisnost inetnziteta fluorescencije sp&jéb) o koncentraciji dodane ctDNA na maksimumu
emisije 386 nm.

a)

pocetni

—1

Int (a.u.)

500

b)

500 4

450

400

3504

3004

Intkor (386 nm, a.u.)

2504

200 T T T T T T T T T T 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10*

c(ctDNA) / moldm™

Slika 22.a) Fluorimetrijska titracija spoja (3,33x10" mol dni®) s ctDNA(2,0x1G mol dni®)
b)Ovisnost intenziteta fluorescencije spbjaa 386 nm o koncentraciji dodane ctDNA
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Tablica 8. Promjena intenziteta fluorescencije spgpjaa 386 nm uslijed dodatka ctDNA

br. Intkor c (ctDN,_Ag)
386nm mol dm

0 489,888 0

1 491,197 3,322x10
2 481,301 9,962x10
3 477,556 1,66x16
4 473,180 2,323x10
5 464,131 2,986x10
6 465,905 3,979x10
7 456,927 5,302x10
8 445,756 6,623x1D
9 446,394 8,601x10
10 422,939 1,189x10
11 411,228 1,517x10
12 392,454 1,974x10
13 368,606 2,623x10
14 350,194 3,268x10
15 321,633 4,228x10
16 289,927 5,493x10
17 266,331 6,742x10
18 234,358 8,585%10

Na Slici 23. prikazane su fluorimetrijske titracgpojeva7 (a) s ctDNA te ovisnost
inetnziteta fluorescencije spojgb) o koncentraciji dodane ctDNA na 418 nm.

a)

350

300
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Intkor (a.u.)

100 %/
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b)
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Slika 23.a)Fluorimetrijska titracija spoja (1,33x10° mol dmi®) s ctDNA (2,0x1G mol dm?)

b) Ovisnost intenziteta fluorescencije sp@jaa 418 nm o koncentraciji ctDNA

Tablica 9. Promjena intenziteta fluorescencije spbdjaa 418 nm uslijed dodatka ctDNA

br. Intkor c (ctDN,_Aé)
418 nm mol dm
0 347,093 0
1 282,194 6,647x10
2 249,301 1,329x10
3 222,729 2,656x10
4 205,011 3,981x10D
5 189,724 6,627x10
6 181,997 1,058x10
7 179,971 1,714x10
8 180,392 2,689% 10
9 176,610 3,975x10
10 172,017 5,244x10
11 181,089 7,734x10
12 195,359 1,076x1b
13 207,033 1,369x16
14 188,738 1,764x10
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Iz dobivenih krivulja fluorimetrijskih titracija sgeva5i 7 s ctDNA moze se zakljiti da oba
spoja uslijed dodatka ctDNA pokazuju interakciju csDNA i gaSenje intenziteta
fluorescencije, tj. hipokromni pomak na maksimunmmuisje. Spoj5 pokazuje puno A
afinitet prema ctDNA.

Na temelju dobivenih rezultata fluorimetrijske ditije spojeb s ctDNA, izr&unata je
konstanta stabilnostKs i omjer n (Tablica 10.) prema Scatchardovoj jedng&oglavlje
2.2.2.1).

Tablica 10. Konstanta stabilnosksi n za spop

FLUORIMETRIJSKA TITRACIJA
SPOJ
n Ks logKs
5 0,20 7200 4,85

Konstantu stabilnosti Ks i omjer n za spojije bilo mogdée izra&unati iz rezultata

dobivenih UV/Vis i fluorimetrijskom titracijom.

4.2.5. Promjena temperature mekSanja ctDNA

Kako bi se utvrdio utjecaj spojewa 7 na stabilnost dvolat@ne uzvojnice ctDNA, provedeni
su eksperimenti oddévanja temperature mek3anfiT,/°C prema postupku opisanom u
Poglavlju 4.3 Temperature mekSanja polinukleotida a@dm®e su kod radlitih

koncentracijskih omjera spoja i polinukleotidgr = 0,1, 0,2, 0,3 i 0,5). Rezultati dobiveni

eksperimentom prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11 Promjene temperature mek3ad (%°C) ct-DNA uslijed dodatka
spojevas i 7kod pH =7(pufer NaCaCo)

AT 4°C
by 5 7
0,1 1,60 -
0,2 2,60 0,50
0,3 4,25 0,60
0,5 6,10 0,70

3 gredkaATn, : 0.5°C:P r = [vezani spoj] / §t-DNA]
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Dodatak spojab u otopinu ctDNA kod danih omjera r uzrokuje stefaitiju dvostruke

uzvojnice ctDNA, naréito za omjer r=0,5 kada stabilizacija iznosi 6, @ Ovakve pozitivhe

vrijednosti karakteristne su za interkalatore. Acikki spoj7 vrlo slabo za sve dane omjere,

stabilizira dvostruku uzvojnicu ctDNA. Spoje%ii 7 ne pokazuju promjenu apsorbancije

tijekom zagrijavnja te se moze zakiji da su termodinaniki stabilni. Na Slici 24. prikazane

su krivulje termalnog denaturiranja za sp@@) i spoj7(b).

a)

0.25 4
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0.15

0.10

Abs
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0.00

-0.05 H

-0.10 H

e % A 4 &

CctDNA
spoj 5
r=0,1a
r=0,2b
r=0,3a
r=0,5b

b)

0.20
0.15
0.10
0.05

0.00

Abs

-0.05 —

-0.10

-0.15 —

r=0,2a
r=0,3a
CtDNA
r=0,5

e & A »

spoj 7

50

T T T T
70 80 90 100
T/I°C

Slika 24. Temperaturne denaturacijske krivulje spojey®i b) 7 pri raznim molarnim
omjerimar ([spoj)/[polinukleotid]), pH=7 (pufer NaCaCo)
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4.2.6. CD titracije

Eksperimenti CD titracija spojeva i 7 s ctDNA napravljeni su kako bi se dobili
dodatni podaci o rinu vezanja ovih supstancifa>® Eksperimenti su provedeni na ,Institutu
Ruder Boskowt“. Na slijede€oj su Slici 25. prikazani rezultati dobiveni CDrditijama

CctDNA sa spojevim® i 7 kod razlEitih koncentracijskih omjera spoja i CtDNA

a) 0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
g 0.0
3 ]
€ -0.14
3 ]
O -0.2—-
_03 -
-0.4 4
-0.5 4 r=0.5
0.6 . ; . ; . ; . ; . s
300 320 340 360 380 400
Al nm CtDNA
r=0.1
b) 4 r=0.2
r=0.3
34 [ r=0.5
i 7\ r=0.7
2 I r=1

CD
AN
1

T T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
A/ nm

Slika 25.CD titracija ctDNA (c = 4.0x10 mol dn®) sa spojena) 5i b) 7

Iz dobivenih rezultata CD titracija ctDNA sa spajea 5 i 7 moze se zaklgiti da spoj5
pokazuje slabi negativni ICD 310 — 350 nm i slatzifivni ICD 350 — 400 nm $to odgovara
UV/Vis spektru spoja. ICD efekti ukazuju na intdikanje, s time da je mode razl(iti
orjentaciju aromatskog sustava u odnosu na paravdeobaza. U spektru spojd

nema dodatnih CD signala Sto ukazuje na vrlo siatewakciju s ctDNA.
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4.2.7. Viskozimetrija

Eksperimenti viskozimetrije provedeni su na teraper 25+ 0.1 °C. Alikvoti
ispitivanih spojeva dodavani su u 5,5 ml otopin@MNA koncentracije 5 x T mol dni® u
puferu (NaCaCo, pH 7). Svi eksperimenti mjeren@mana provedeni su najmanje tri puta.

Na temelju dobivenih rezultata nije bilo ma@guzra:unati relativno produljenje zavojnice

Tablica 1Rezultati dobiveni viskozimetrijom za spj

SPOj vrijeme / sec
pufer ct-DNA r=0.05 r=0.1 r=0.15
T=25.0C T=25.1°C T=25.1°C T=25.1°C T=25.0 °C
5 45,4 70,7 73,1 75,0 78,0
45,0 70,9 73,0 75,8 78,1
44,8 70,6 73,5 75,8 78,1

4.2.8. Zakljuéak o nafinu interakcije spojeva 517 s ctDNA

Rezultati dobiveni ispitivanjem interakcije sp@ebv i 7 s ctDNA svim koriStenim

gore navedenim metodama prikazani su u Tablici 13.

Tablica 13Rezultati dobiveni ispitivanjem interakcije spaeb i 7 s ctDNA

KORISTENA ISPITIVANI SPOJEVI
METODA 5 7
Temperatura pozitivne vrijednostiT,; vrlo male pozitivne vrijednosti
mek3anja stabilizacija dvostruke ctDNA ATm; vrlo slaba stabilizacija
dvostruke uzvojnic
UVNis izrazeni batokromni i hipokromni vrlo mali hipokromni pomak u
titracije pomak u spektru ispitivanog spojg spektru ispitivanog spoja tijekom
tijekom titracije s ctDNA titracije s ctDNA (agregacija)

izrazeni hipokromni efekt u spektrly  vrlo mali hipokromni pomak u

Fluorimetrijske | ~'94 L A - P
ispitivanog spoja tijekom titracije s| spektru ispitivanog spoja tijekom

titracije o "
CtDNA titracije s ctDNA (agregacija)
CD titracije slabi negati_vni_ ICD si_gnal | slabi nije uaten nikakav efekt
negativni ICD signal
Afinitet po konstanta stabilnosti &g =4.2 nije bilo mogue izraunati
Scatchardu omjern =0.2

Na temelju svih dobivenih rezultata moze se z&kijuda spoj 7 pokazuje vrlo slabu
interakciju s ctDNA koja je vjerojatno posljedicgragacije dok spop pokazuje izrazenu
interakciju s ctDNA i moZe se zakditi da jeinterkaliranje u dvostruku uzvojnicu ctDNA

jedan od mehanizama njegovog bioloSkog djelovanja
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4.3. Ispitivanje antitumorske aktivnostiin vitro

Spojevimab i 7 ispitana je antitumorska aktivnast vitro na Sest humanih tumorskih
stanénih linija Hep-2 — epidermalni karcinom, HelLa - &aom grlica maternice, MiaPaCa-2
- karcinom gusterge, SW 620 - karcinom debelog crijeva, MCF-7 - kaom dojke i SK-
BR-3 -

Antitumorska aktivnost novopridenih spojeva ispitana je u Zavodu za Molekularnu

metastatski adenokarcinom dojke te normamemane fibroblaste WI38.

medicinu Instituta Réer BoSkowt pod vodstvom dr. sc. Sandre Krali@R®avelt. Dobiveni

rezultati su prikazani u Tablici 14.

Tablica 14. Antitumorska aktivnosin vitro spojevab i 7

Glso® (uM)
Staniéna linija
SPOJ .

Hep-2 | HelLa | MiaPaca-2 | SK-BR-3 | SW-620 [ MCF-7 WI38
3 3,89 2,22 4,39 2,06 4,64 7,57 3,87
4 39,24 | 43,36 48,18 2,94 34,77 72,38 <100
5 26,69 | 27,16 43,42 3,64 25,91 55,96 <100
7 52,28 | 14,32 80,52 83,52 78,29 75,4 47,41
8 14,09 | 30,91 33,04 7,76 38,65 61,70 85,37

“koncentracija koja inhibira rast tumorskih stardes60%

Iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 14., Zeose zakljtiti da spoj5 pokazuje bolju

antitumorsku aktivnost s izrazenim selektivnijineldvanjem na staéme linije metastatskog

adenokarcinoma dojke SK-BR-3 te vrlo slabo djelggama normalne humane fibroblaste

WI38. Spoj7 ne pokazuje zrajniju antitumorsku aktivnost. Aciklki spoj 3 pokazuje vrlo

izraZenu aktivnost, ali bez selektivnog djelovamgapojedine statine linije. Ciklicki spoj4 i

8 pokazuju zn&ajnu selektivhost prema stanim linijama metastatskog adenokarcinoma
dojke SK-BR-3 kao i slabije djelovanje na normahuenane fibroblaste WI38.
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ZAKLJU €AK

U ovom radu priréeni su sljedé& spojevi: 2-stiril-H-imidazo[4,5b]piridin 3,,8,11b-
triazabenzgf]fluoren 4, 8-metil-7,8,11b-triazabenzifluoren-jodid 5, 2-2-kloro-5-
nitro)stiril-1H-imidazo[4,5b]piridin 7, 3-nitro-7,9(10),11b-triazabenzdfluoren 8.
2-stiril-1H-imidazo[4,5b]piridin 3 i 2-(2-kloro-5-nitro)stiril-H-imidazo[4,5b]piridin

7 priredeni su iz 2,3-diaminopiridina i odgovaragiakrilne kiseline.

Reakcijom fotokemijske dehidrociklizacije spda osvjetljavanjem UV lampom od
400 W u etanolu, priden je spog.

Spoj 8 prireden je termikom ciklizacijom kao smjesa dva strukturna izom@aa 8b,
zagrijavanjem acikéikog spojab u sulfolanu.

Reakcijom metiliranja spoja s metil-jodidom prirden je spop.

Svim novoprirdenim spojevima struktura je pofiena koristenjentH i °C NMR,
UV/Vis te IR spektroskopijom.

Spojevima5 i 7, kao bioloski aktivnim spojevima i potencijalninerkoterapeutskim
agensima, ispitana je interakcija s ctDNA korisemj5 metoda: viskozimetrijom,
termalnim denaturiranjem ili odiezanjem temperature mekSanja, UV/Vis,
fluorimetrijskom i CD spektroskopijom u svrhu odireanja jednog od mehanizama
njihovog bioloSkog djelovanja.

Spoj5 pokazao je na temelju svih dobivenih rezultatatajm interakciju s ctDNA te
se moze smatrati da je jedan od mehanizama njegdiolpSkog djelovanja
interkaliranje u dvostruku uzvojnicu ctDNA.

Spoj 7 nije pokazao zrijniju interakciju s ctDNA.

Spojevima3-5 i 7-8 ispitana je antitumorska aktivnost vitro na 6 star@inih linija
humanih karcinoma i normalne fibroblaste.

Spoj 5 pokazuje dobru antitumorsku aktivnost s izrazesatektivnijim djelovanjem
na stanine linije metastatskog adenokarcinoma dojke SK-BRe3vrlo slabo
djelovanje na normalne humane fibroblaste WI38 sipéj 7 ne pokazuje zriajniju
antitumorsku aktivnost.

Acikli¢ki spoj 3 pokazuje vrlo izrazenu aktivnost ali bez selektyrdjelovanja na
pojedine starne linije humanih karcinoma. Cikki spojevi4 i 8 pokazuju zn&ajnu
selektivnost prema stamim linijjama metastatskog adenokarcinoma dojke $&3B
kao i slabije djelovanje na normalne humane fitastd WI38.

Na temelju svega navedenoga, moze se zaklfla prireieni spojevi, nar&to spojevi
3, 41 5imaju karakteristike potencijalnih kemoterapeuiskgjensa .
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SAZETAK

Borka Lu ¢ié

NOVI BIOLOSKI AKTIVNI DERIVATI IMIDAZOI[4,5-  Db]PIRIDINA:
SINTEZA, INTERAKCIJA S ctDNA | ANTITUMORSKA
AKTIVNOST in vitro

Kao nastavak naSeg dugogodiSnjeg kontinuiranog naaapodrdju organske i
medicinske kemije, ovaj rad prikazuje sintezu nowerivata imidazo[4,®]piridina,
ispitivanje njihove antitumorske aktivnogti vitro te spektroskopsko ispitivanje interakcije s
ctDNA u svrhu odréivanja jednog od mehanizama njihovog bioloSkogaljehja. 2-stiril-
imidazo[4,5b]piridini priredeni su koristenjem kla&iih reakcija organske kemije. Njihovi
ciklicki analozi, triazabenzo[fluoreni, priraieni su reakcijama fotokemijske
dehidrociklizacije i terniike ciklizacije. Strukture novopridenih spojeva potdene su
koristenjem'H i *C NMR, IR i UV/Vis spektroskopije.

Antitumorska aktivnost ispitana ja vitro na 6 starinih linijja humanih karcinoma i
stanéne linije normalnih fibroblasta. Neki od ispitanitterivata imidazo[4,B]piridina
pokazuju zn&jnu antitumorsku aktivnost i selektivnost te suepaijalni kemoterapeutski
agensi za daljnja ispitivanja.

Interakcija s ctDNA dva derivata imidazo[4¥piridina ispitana je koriStenjem 5
metoda koje ukljtiuju viskozimetriju i termalno denaturiranje te UM8Y fluorimetrijsku i
CD spektroskopiju kojima su provedene titracijie d9DMA. Ciklicki derivat
triazabenzdf]fluorena pokazao je z#iajnu interakciju s ctDNA te se na temelju svih
dobivenih rezultata moze zakijti da je jedan od njegovih mehanizama bioloSkagjaljanja

interkaliranje u dvostruku uzvojnicu DNA .
Klju¢ne rijeti: imidazo[4,5b]piridini, triazabenzaf]piridini, NMR, IR, UV/Vis,

fluorimetrijska i CD spedskopija, interakcija s ctDNA, antitumorska

aktivnost vitro
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SUMMARY

Borka Lu éié

NOVEL BIOLOGICALLY ACTIVE IMIDAZO[4,5- Db]PYRIDINE
DERIVATIVES: SYNTHESIS, INTERACTION WITH ctDNA AND
ANTITUMOR ACTIVITY invitro

As a part of our continuing research in the fidl@@anic and medicinal chemistry, in
this work, the synthesis of novel imidazo[4fpyridine derivatives, antitumor activitin
vitro as well as spectroscopic study of interaction wittbNA in order to determinate one of
possible mechanisms of their biological action, esn presented.

2-styryl-imidazo[4,5b]pyridines were prepared by using classical orgasyicthesis
reactions. Their cyclic analogues, triazabeadlflojorenes were prepared by photochemical
dehydrocyclization and thermic cyclization reactioStructures of prepared compounds were
confirmed by means dH, *C NMR, IR and UV spectroscopy.

Antitumor activity in vitro was tested on 6 human tumour cell lines, as welbra
normal (diploid) human fibroblasts. Some of testesnpounds showed a differential and
significant antiproliferative effect at micromolercentrations and thus, some additional
studies of their action as a potential chemotheragewill be performed.

Interaction with ctDNA of two imidazo[4,b}derivatives was studied by using 5
different methods including viscometry, thermal aeemation experiment and spectroscopic
UV/Vis, fluorimetric and CD titrations with ctDNA. Both Cyclic derivative
triazabenzdf]fluorene showed significant interaction with ctDNAnd based on all
experiment results, we can conclude that one ofnteehanisms of its biological action is

intercalation into DNA.
Key words: imidazo[4,B]pyridines, triazabenzo[fluorenes, NMR, IR, UV/Vis,

fluorimetric and CD spectraggpinteraction with ctDNA, antitumor

activityn vitro
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PRILOG 1.

'H NMR spektar 2-stiril-1H-imidazo[4, Bjpiridina 3
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PRILOZI

PRILOG 2.

'H NMR spektar 7,8,11b-triazabengffjuorena4
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PRILOZI

PRILOG 3.

'H NMR spektar 8-metil-7,8,11b-triazabendfiioren-jodida 5
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PRILOZI

PRILOG 4.

'H NMR spektar 2-(2-kloro-5-nitro)stiril4-imidazo[4,5b]piridina 7
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PRILOZI

PRILOG 5.

H NMR spektar 3-nitro-7,8,11b-triazabengjfiuorena8
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