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SAZETAK

SINTEZA KONJUGATA CIJANINSKIH BOJA | AMINOKISELINA I ISTRAZIVANJE
NJIHOVIH INTERAKCIJA S DNA | RNA

Jakov Slade

Cijaninske boje su vazne fluorescentne probe za nukleinske kiseline koje pokazuju veliki
afinitet za vezanje prema DNA i RNA. Sintetizirani su konjugati cijaninske boje i aminokiseline
krenuvsi od polaznih spojeva: benzotiazola, lepidina i DL-propargilglicina. Kljucan korak
sinteze je bakrom katalizirana cikloadicija azida i alkina (tzv. ,,klik“ reakcija). Dobivena su tri
spoja s etilnim, propilnim i butilnim veznim lancem izmedu cijaninskog i triazolnog dijela
konjugata. Ispitane su interakcije dobivenih spojeva s razli¢itim polinukleotidima, koriste¢i
standardne spektrofotometrijske metode UV/Vis-spektroskopije, termicke denaturacije i
fluorimetrije. Nove aminokiselinske boje, iako intrinziéno ne-fluorescentne, daju snazan
fluorimetrijski odgovor nakon vezanja na dvolancane (ds)-DNA ili (ds)-RNA, pri ¢emu se
selektivnost u odgovoru emisije razli¢itih polinukleotidnih sekundarnih struktura kontrolira
duzinom poveznice. Novosintetizirani konjugati se razli¢ito vezu za polinukleotide razlicite
sekundarne strukture, uz odgovarajuée razliCite intenzitete fluorescencijske emisije.
Spektrofotometrijska ispitivanja upucuju vefinom na vezanje cijaninske boje u utore
DNA/RNA, no neki derivati u odredene DNA/RNA interkaliraju.
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SYNTESIS OF CYANINE DYES-AMINO ACID CONJUGATES AND STUDY OF
THEIR INTERACTIONS WITH DNA AND RNA
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Cyanine dyes are important fluorescence probes for nucleic acids exhibiting high affinity for
binding to DNA and RNA. Conjugates of cyanine dye and amino acid were synthesized from
the starting compounds: benzothiazole, lepidine and DL-propargylglycine. The key step of
synthesis is copper-catalyzed cycloaddition of azide and alkynes, a so called “click” reaction.
Three compounds were obtained with the ethyl, propyl and butyl linkers between the cyanine
part and the triazole part of the conjugate. The interactions of the conjugates with different
polynucleotides were investigated using standard spectroscopic methods of UV/Vis
spectroscopy, thermal denaturation experiments and fluorescence. Novel amino acid dyes,
although intrinsically non-fluorescent, give rise to strong fluorimetric response upon binding to
double-stranded (ds)-DNAs or (ds)-RNA, whereby selectivity in emission response to various
polynucleotide secondary structures is controlled by linker length. Mostly, new compounds
bind to the polynucleotide minor groove, while in some specific cases intercalation into
DNA/RNA was observed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Organski spojevi male molekulske mase koji se ciljano vezu na nukleinske kiseline (DNA i
RNA) imaju izuzetnu vaznost zbog bioloske, biokemijske ili medicinske primjene.
Prepoznavsi specifican slijed, male molekule najces¢e stupaju u nekovalentne interakcije s
ciljnim sljedovima DNA/RNA vezuéi se u mali utor DNA ili veliki utor RNA, interkaliranjem
izmedu parova baza DNA/RNA ili pak interakcijama pozitivno nabijenih molekula s negativno
nabijenom okosnicom DNA/RNA.! Odnedavno znanstvenici kombiniraju upotrebu dva ili vise
nekovalentna nacina vezanja koja omogucuju razvoj novih spojeva koji bi se selektivno vezali
na biomolekule, uklju¢ujuci i nukleinske kiseline.?

Razvoj fluorescentnih konfokalnih mikroskopa omogucio je upotrebu fluorescentnih
markera za nukleinske kiseline i na taj nacin njthovu vizualizaciju. Medu ostalim
fluorescentnim markerima, danas se koriste cijaninske boje koje prema DNA i RNA pokazuju
veliki afinitet.® Cijaninske boje imaju visok molarni ekstinkcijski koeficijent te maksimum
apsorpcije u vidljivom dijelu spektra, a razlikuju se po duljini polimetinskog mosta koji
povezuje dva heterocikli¢ka sustava.® U slobodnom stanju ne fluoresciraju, ali kada se veZzu na
DNA ili RNA emitiraju snaznu fluorescenciju uslijed zakocene rotacije oko jednostruke veze
metinske skupine. Upravo ta svojstva ¢ine cijanine vrlo pogodnima za spektrofotometrijska
istrazivanja interakcija s DNA 1 RNA.

U ovom radu, povezujuéi cijaninski analog tiazol-narancasto (engl. thiazole orange,
TO) s bo¢nim lancem zasticenog derivata DL-propargilglicina pomocu bakrom katalizirane
cikloadicije azida i alkina (tzv. klik-reakcije), dobiveni su konjugati 10a-c s dva kromofora u
boc¢nom lancu aminokiseline: cijaninom i novonastalim triazolnim prstenom (produktom klik-
reakcije). Interakcije novo-pripravljenih konjugata s DNA i RNA ispitane su standardnim
spektrofotometrijskim metodama (UV/Vis i fluorescencijska spektroskopija, temperaturno
meksSanje dvolan¢anih DNA ili RNA).

Jakov Slade Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Interakcije malih molekula s nukleinskim kiselinama

DNA ima vaznu ulogu u bioloskim procesima jer nosi nasljednu informaciju za sintezu svih
proteina te tako izravno ili neizravno kontrolira strukturu i funkciju stanice. DNA ima strukturu
dvostruke uzvojnice sa Secerno-fosfatnom okosnicom na vanjskoj strani molekule. Baze su
smjeStene u unutrasnjosti molekule i orijentirane tako da se vodikove veze stvaraju izmedu
purina i pirimidina. Sparivanje baza vrlo je specifi¢no - adenin se uvijek sparuje s timinom, a
gvanin sa citozinom te su dva lanca DNA komplementarna. Za razliku od molekule DNA,
molekula RNA umjesto Secera deoksiriboze sadrzi ribozu, a umjesto timina pirimidinsku bazu
uracil.*

Od otkrica strukture DNA (1953.) istrazuju se interakcije s terapeutski vaznim malim
molekulama koje pripadaju razli¢itim vrstama lijekova, u rasponu od protutumorskih lijekova
do antibiotika.? Male molekule, odnosno spojevi male molekulske mase, zna¢ajni su jer lakse
prolaze kroz bioloSke membrane od onih vece molekulske mase. Tako kroz krvno-mozdanu
barijeru mogu pro¢i samo molekule ¢ija je molekulska masa manja od 600 Da.> Male molekule
se mogu vezati izravno na DNA, odnosno RNA. Takve interakcije mogu utjecati na procese
koji slijede i tako djelovati na aktivnost proteina uklju¢enih u odrzavanje strukture i funkcija
stanice.:®

Nova saznanja o interakcijama razli¢itih kemijskih spojeva s nukleinskim kiselinama
omogucuju razjasSnjenje djelovanja prirodnih i sintetskih lijekova koji se vezu na DNA/RNA,
kao i kontrolu osnovnih funkcija DNA in vivo i in vitro radi primjene u dijagnostici te
potencijalno genskoj terapiji.>’

Postignut je znacajan napredak u razumijevanju osnovnih principa selektivnog
prepoznavanja sljedova DNA. Navedena istrazivanja omogucuju razvoj novih i u€inkovitih
lijekova usmjerenin na DNA koji mogu kontrolirati ekspresiju gena. Tako se stvaraju
moguénosti za razvoj novih pristupa lije¢enju razli¢itih bolesti, uklju¢ujuéi i tumore.’.

Interakcije izmedu malih molekula i DNA mogu biti dvojake: nepovratne (npr.

kovalentne veze male molekule s polinukleotidima) i ravnotezne (nekovalentne interakcije).

Jakov Slade Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

Ravnotezne, nekovalentne interakcije najcesce ukljucuju nastajanje termodinamicki stabilnog
kompleksa male molekule s polinukleotidom iako u nekim slu¢ajevima i kineticki najpovoljniji
kompleksi bitno utje¢u na odvijanje procesa.’

Tri su glavna tipa nekovalentnih interakcija izmedu malih molekula i DNA/RNA:

elektrostatske interakcije, vezanje u mali utor DNA/RNA i interkalacija u DNA/RNA.168

Slika 1. Nacini vezanja malih molekula na polinukleotide: a) elektrostatske interakcije,

b) vezanje u mali utor DNA, c) interkalacija u DNA.

Elektrostatske interakcije nastaju izmedu negativno nabijenih fosfata polinukleotida molekule
DNA i pozitivno nabijenih polikationskih spojeva (slika 1a). Afinitet vezanja direktno ovisi o
broju pozitivnih naboja male molekule. Ovi spojevi ne pokazuju selektivnost vezanja s obzirom
na slijed nukleotida u DNA ili RNA. Tako se, na primjer, veZu alifatski poliamini (npr.
spermin), koji sudjeluju u biologkim procesima stanice.!

Male molekule se mogu vezati u mali ili u veliki utor nukleinskih kiselina (slika 1Db).
Vezanje u utor DNA/RNA ukljucuje vodikove veze malih molekula s bazama nukleinskih
kiselina ili van der Waalsove interakcije.® To je izuzetno vazno jer se na ovom tipu vezanja
temelji djelovanje mnogih antibiotika i protutumorskih lijekova koji se vezu u mali utor DNA.
Ovi spojevi imaju konveksni oblik molekule koji odgovara konkavnom obliku utora dvostrukih
uzvojnica DNA i RNA, a raspored pozitivnih naboja u molekuli spoja omogucuje interakcije s
negativno nabijenim fosfatima nukleinske kiseline.

Neke male molekule se interkaliraju, tj. umecu izmedu parova baza DNA/RNA (slika

Jakov Slade Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

1c).® Naime, dvolanéani i neki jednolanéani polinukleotidi u vodenim otopinama stvaraju dobro
organizirane stabilne helikalne strukture. Te strukture su posljedica dinami¢kog ravnoteznog
procesa pri kojem se povrSina kontinuirano mijenja i baze se povremeno razmicu. Ukoliko se
u otopini nalaze planarne aromatske molekule, zbog ravnoteze unutar lanca polinukleotida
dolazi do njihovog umetanja, odnosno interkalacije izmedu parova baza. To umetanje stabilizira
1 ukrucuje polinukleotidni lanac te dolazi do produljenja uzvojnice, njenog “odvijanja” i
deformacije.t

Navedeni nacini vezanja znaCajni su za interakcije malih molekula s DNA/RNA.
Nekoliko istrazivanja pokazalo je da se neke male molekule vezu za jednu nukleinsku kiselinu
na viSe na¢ina. To svojstvo mijeSanog vezanja moze se povezati s njihovim mehanizmom

djelovanja i terapeutskim uéinkom.°

2.2. Cijaninske boje

Povijesno, cijaninske boje pojavile su se jos prije 150 godina, s prvom potvrdenom sintezom
plave krutine 1856. godine.* Siroko se primjenjuju u osvjetljavanju fotografija u boji, kao
fluorescentni markeri biomolekula, npr. proteina i nukleinskih Kiselina, te kao osjetljive probe
za pracenje svojstava u okolisu kao §to su viskoznost ili polarnost.*? U sintetskim laboratorijima
sintetizirane su cijaninske boje koje apsorbiraju u podruéju valnih duljina od 400 do 1000 nm,*3
topive su u Sirokom spektru organskih otapala i vodi, te posjeduju reaktivne skupine koje
omoguéuju povezivanje s drugim molekulama.'*

Cijaninske boje u svojoj strukturi sadrze polimetinski most koji odvaja dva N-atoma u
odvojenim podjedinicama molekule (slika 2). Polimetinski most sadrzi neparan broj ugljikovih
atoma, povezanih hiperkonjugacijom, te je stoga pozitivni naboj delokaliziran rezonancijom
preko oba dusikova atoma. Mogu sadrzavati 1, 3, 5, ili ¢ak 7 C-atoma u polimetinskom mostu,
te se nazivaju cijanin (1), karbocijanin (3), dikarbocijanin (5), odnosno trikarbocijanin (7).
Neki od primjera podjedinica cijaninskih boja su: kinolin, indol, benzoksazol, benzotiazol (slika

3).
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§ 2. Literaturni pregled 5

Slika 2. Op¢enita strukturna formula cijaninske boje (n =0, 1, 2, 3).

X
P /
| \

R R
Kinolin Indol
o} S

Benzoksazol Benzotiazol

Slika 3. Strukture podjedinica cijaninskih boja: kationi kinolina, indola, benzoksazola i

benzotiazola.®

Dusikovi atomi u cijaninskim bojama uglavnom su dio aromatskog sustava te su vecinom
alkilirani. Upotrebom razli¢itih supstituenata na razli¢itim mjestima u sustavu postizu se zeljena
svojstva, npr. bolja topljivost u vodi, agregacija (moze biti pozeljno i nepoZeljno svojstvo), te
se mogu mijenjati elektronska svojstva kromofora. Cijaninske boje takoder se dijele na
simetri¢ne 1 asimetri¢ne. Simetricne sadrZe dva identi¢na heterociklicka sustava povezana na
istim mjestima u sustavu, a asimetri¢ne cijaninske boje sadrze razliite heterociklicke sustave,

ili iste sustave povezane na razli¢itim mjestima.®
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§ 2. Literaturni pregled 6

Kao i sve male molekule, cijaninske boje mogu se vezati na polinukleotide na vise
nacina, a najzastupljeniji su interkalacija i vezanje u mali utor dvostruke uzvojnice. Vezanje u
mali utor uzrokuje manju deformaciju dvostruke uzvojnice od interkaliranja.

Oba planarna heterociklicka dijela molekule imaju tendenciju interkaliranja, dok
fleksibilni polimetinski most omogucuje uvijanje potrebno da slijedi zakrivljenost malog utora.
Malim promjenama strukture cijaninske boje ili slijeda DNA mogu se mijenjati nacini vezanja,
i to svojstvo daje nebrojene moguénosti organskim kemicarima za sintezu i izu¢avanje novih i
drugacijih struktura, svojstava i funkcionalnosti cijaninskih boja te moguénosti vezanja na
DNA i RNA:2

U vodenoj otopini cijaninske boje ne pokazuju emisiju flourescencije. Razlog toj pojavi
je brzi neradijativni povratak iz pobudenog stanja kroz torzijsko gibanje u polimetinskom mostu
koji spaja dva heterocikli¢ka prstena.'® Kada je cijaninska boja nekovalentno vezana na DNA,
dolazi do ograni¢enja ove konformacijske mobilnosti, te posljedi¢no do jake flourescencijske

relaksacije iz pobudenog stanja.®

2.3.  UV/Vis spektroskopija

Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (engl. ultraviolet-visible spectroscopy, UV/Vis) je
apsorpcijska spektroskopija u ultraljubi¢astom 1 vidljivom dijelu spektra. Uslijed pobude
vanjskih elektrona atoma i molekula u UV/Vis podrucju elektromagnetskog zracenja (100-800
nm) dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog (nizeg) u jedno od pobudenih (visih) elektronskih
stanja. Osnovne znacajke UV/Vis spektroskopije su Siroka primjenjivost, velika osjetljivost,
visoka selektivnost, dobra to¢nost, jednostavnost i prikladnost.!’

Molekule koje sadrze m-elektrone ili nevezujuce elektrone (n-elektroni) mogu
apsorbirati energiju u obliku ultraljubicaste ili vidljive svjetlosti kako bi potaknuli te elektrone
na prijelaze u protuvezne molekulske orbitale. Sto je lak3e pobuditi elektrone (niZi energetski
razmak izmedu molekularnih orbitala), to je veca valna duljina svjetlosti koju molekula
apsorbira. Postoje Cetiri moguce vrste prijelaza (n-n *, n-n *, 6-6 * i n-6 *), a odgovarajuca
energija elektronskog prijelaza prati niz: 6-¢ *> n-¢ *> - *> n-x *.7

UV/Vis spektroskopija rutinski se koristi u analitickoj kemiji za kvantitativno
odredivanje razli¢itih analita, kao $to su prijelazni metalni ioni, visoko konjugirani organski

spojevi i bioloske makromolekule, kao i za istrazivanje interakcija malih molekula s DNA.
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Spektrofotometrijska analiza se obi¢no provodi u otopinama, ali se takoder mogu proucavati
tvari u krutom i plinovitom stanju.

Organski spojevi, posebno oni s visokim stupnjem konjugacije, apsorbiraju svjetlost u
UV ili vidljivom podrué¢ju elektromagnetnog spektra. Pritom se kao otapalo koristi voda, za
spojeve topljive u vodi, ili neko od pogodnih organskih otapala. Vecina organskih otapala
apsorbirau UV/Vis podrucju, pa se ¢esto koristi etanol zbog slabe apsorpcije pri vecini valnih
duljina. Polarnost i pH otapala mogu utjecati na apsorpcijski spektar organskog spoja. Na
primjer, tirozin povecava maksimum apsorpcije 1 molarni ekstinkcijski koeficijent kada se pH
poveéava od 6 do 13 ili kada se polarnost otapala smanjuje.t’8

UV/Vis spektrofotometar je uredaj koji mjeri omjer intenziteta zracenja koje prolazi
kroz uzorak (I) i intenziteta upadnog zracenja (lo). Omjer I/lo naziva se propusnost ili
transmitancija (engl. transmitance), i obi¢no se izraZzava kao postotak (%T). Apsorbancija, A, u
odnosu je prema propusnosti prema sljede¢em izrazu:

A= —log (%T/100%)

2.4. Flourescencijska spektroskopija

Fluorescencijska spektroskopija je analitiCka metoda kojom se molekule kromofora pobuduju
elektromagnetskim zra¢enjem u UV/Vis podrucju te povratkom u osnovno stanje emitiraju
zracenje. Fluorescencija je vaZan istrazivacki alat u mnogim podruc¢jima analiticke znanosti,
zbog svoje visoke osjetljivosti i selektivnosti. Emisijski spektar daje informaciju za
kvantitativne i kvalitativne analize.!” Fluorescencijska spektroskopija moZe biti za do osam
redova veli€ine osjetljivija od apsorpcijske (UV/Vis) spektroskopije zbog efekta Stokesovog
pomaka. Fluorescencijska spektroskopija se koristi u biokemijskim, medicinskim i kemijskim
istrazivanjima te se njom istraZzuju struktura, dinamika i interakcije molekula u otopini, krutom
ili rjede plinovitom stanju.

Apsorpcijom zracenja molekula prelazi iz osnovnog u jedno od pobudenih singletnih
elektronskih stanja. Vrlo brzom vibracijskom relaksacijom molekula prelazi u osnovno
vibracijsko stanje istog pobudenog elektronskog stanja, iz kojeg neradijativnim putem
,unutarnjom pretvorbom®™ prelazi u najnize pobudeno elektronsko stanje ili moze
medusustavnim krizanjem prije¢i u stanje razli¢itog multipliciteta (tripletno stanje). Iz prvog

pobudenog singletnog stanja molekula se vra¢a u osnovno elektronsko stanje procesom
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fluorescencije, dok se iz tripletnog stanja procesom fosforescencije vraca u isto osnovno stanje.
Dakle, pri fluorescenciji ne dolazi do promjene multipliciteta stanja, dok se pri fosforescenciji
on mijenja. Oba navedena procesa zajednicki nazivamo luminiscencijom. Ovi procesi prikazani

su na slici 4, prikazu dijagrama po Jablonskom.8

visa vibracijska stanja

A=apsorpcija fotona
F=fluorescencija

P =fosforescencija

5 =singletno stanje
T=tripletno stanje
IC=unutarnja pretvorba

15C = medusustavno krizanje

A, T,

osnovno stanje

Slika 4. Dijagram po Jablonskom.

Kako se elektroni molekula mogu vratiti u bilo koji od nekoliko vibracijskih stanja u osnovnom
stanju, emitirani fotoni ¢e imati razlicite energije, a time 1 frekvencije dajuci vrpcu emitiranog
zraCenja. Zbog pojave zvane Stokesov pomak sve linije emisijskog zraenja imat ¢e nesto vecu
valnu duljinu i manju energiju od pobudnih linija.'” Pojam kvantnog iskoristenja (engl.
quantum vyield) opisuje koliko je energije pobude vrac¢eno kroz energiju fluorescencije
(emisije). Uz visoko kvantno iskoriStenje i znaajni Stokesov pomak prema veéim valnim
duljinama, intenzitet emisije ¢e viSestruko porasti s obzirom na intenzitet ulaznog svijetla na

valnoj duljini pobude, Sto ujedno rezultira izrazitom osjetljivoscu fluorescencije kao metode.
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2.4. Istrazivanje vezanja malih molekula s DNA/RNA

Kako bi se dobio uvid u nacine interakcija malih molekula (cijaninskih boja) s DNA, moguce
je koristiti nekoliko metoda.’® Visedimenzijska NMR spektrometrija i kristalografija X-
zrakama daju uvid u komplekse DNA-male molekule na razini atoma. Cak i jednodimenzijska
NMR spektrometrija moZe upuéivati na odreden nacin vezanja male molekule na DNA/RNA.!

Spektrofotometrijske metode i hidrodinamicki pokusi pruzaju neizravne informacije
koji podrzavaju ili opovrgavaju razne nacine vezanja. NajceS¢e koriStene spektrofotometrijske
metode su UV/Vis, fluorescencija, cirkularni dikroizam (CD) i linearni dikroizam (LD).

Vezanje male molekule s DNA/RNA moze dovesti do promjene apsorpcijskog
maksimuma, i/ili ekstincijskog koeficijenta kromofora u interakciji. lako su te informacije
nedovoljne da bi se otkrio nain vezanja, mogu se odrediti ravnotezne konstante vezanja na
temelju koncentracijske ovisnosti opazenih pomaka u spektru.

Detekcija DNA vazna je za genetska testiranja, klinicku dijagnostiku i analizu
mikroc¢ipova. Fluorescencija je danas najc¢e$¢i oblik detekcije specifinih sekvenci DNA.
Fluorescencijsku oznaku nose ili DNA ili marker koji se veze za DNA. Kada dode do
hibridizacije, odnosno vezanja s DNA, mijenja se valna duljina fluorescencije, ¢iji se intenzitet

moze mjeriti.?°

2.4.1. Interakcije izmedu fluorescentne boje tiazol-narancasto i DNA

Boja tiazol-naranéasto (TO) ne fluorescira u vodenoj otopini, no po vezanju na dvolanc¢anu
molekulu DNA poljavljuje se izraziti emisijski spektar TO. Ovo svojstvo omogucuje upotrebu
boje TO (kao i svih ostalih cijaninskih analoga) kao markera (ds)DNA, koji ,,upale* (engl. light-
up) fluorescenciju tek u prisustvu mete. Obzirom na laku dostupnost, fluorescencijski markeri
imaju znacajnu i iroku komercijalnu upotrebu.

Izmedu velikog broja primjena takvog svojstva, jedan od primjera bazira se na
hibridizaciji DNA s komplementarnom peptidnom nukleinskom kiselinom (PNA), koja ima
kovalntno vezan TO.% Peptidna nukleinska kiselina sastoji se od istih baza kao molekula DNA,
ali ima peptidnu okosnicu umjesto fosfatno-secerne okosnice. Boja TO je kovalentno vezana
na jednolan¢anu PNA, te ne fluorescira jer za interkaliranje treba dvolan¢anu uzvojnicu. Tek
hibridizacijom PNA s komplementarnom DNA nastaje dvolanCana uzvojnica, Sto dovodi do

interkaliranja TO i jake fluorescencije. Problem u tim eksperimentima je izvjestan afinitet boje
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TO za jednolan¢anu molekulu PNA, najvjerojatnije zbog kombinacije djelomi¢nog slaganja sa
susjednim nukleobazama i hidrofobnog ucinka, a to moze dovesti do znacajne pozadinske

fluorescencije.?®
2.5. Peptidi kao okosnice za izradu kombinatorijalnih biblioteka

Kombinatorijalna sinteza omogucuje brzu pripravu velikog broja molekula. Osnovni princip
kombinatorijalne kemije je priprema biblioteka (knjiznica) s velikim brojem spojeva te potom
prepoznavanje zeljenih spojeva. Kombinatorijalna kemija danas ima ogroman znacaj u
farmaceutskoj industriji. U potrazi za aktivnim spojem, istrazivaci stvaraju biblioteke razli¢itih,
ali srodnih spojeva.?

Kombinatorijalne biblioteke mogu pokrivati $irok raspon linearnih ili makrocikli¢kih
kemijskih molekula: peptida, nepeptidnih oligomera, peptidomimetika, malih molekula i
prirodnih organskih molekula sli¢nih proizvodu.?*

Peptidi aktivno i dinami¢no utjecu na buduc¢nost znanstvenih otkri¢a u granama kemije,
biokemije, lijekova 1 moderne medicine. Lako se sintetiziraju u veéim koli¢inama, te se
kemijskim modifikacijama moze mijenjati njihov afinitet, naboj, hidrofobnost, stabilnost i
topljivost te se takoder mogu optimizirati za upotrebu in vivo. Bioloski poluZzivot peptida
odgovara poluzivotu radionuklida koji se koriste u klinici, $to ih ¢ini atraktivnim probama za
molekularno biooslikavanje.?®

Peptidne biblioteke, koje se sastoje od nekoliko tisu¢a do desetaka milijuna razlicitih
peptida, mogu se proizvesti kombinacijom bioloSkog i sintetickog pristupa. Peptidna biblioteka
sadrzi veliki broj peptida koji imaju raznolike kombinacije aminokiselina. Proizvodnjom
velikog broja peptida, koji se medusobno razlikuju u sastavu aminokiselina, moguce je utvrditi
kako redosljed aminokiselina utjede na vezivanje peptida na receptor.?

U svrhu generiranja peptida s razliitim preklapanjima prirodnih proteina koristi se
jednostavna 1 ekonomi¢na metoda peptidne biblioteke prikaza faga. Ova bioloSka metoda
ogranicena je medutim na peptide koji sadrze samo L-aminokiseline. Kao alternativa moze se
koristiti ugradnja neprirodnih aminokiselina u peptide da bi se postigao ucinkovitiji peptid.
Sintetske  kombinatorijalne  biblioteke mogu primiti  D-aminokiseline, neprirodne
aminokiseline, pa Cak i1 organske dijelove, zbog Cega su ovi pristupi vrlo prilagodljivi. Sintetske
metode uklju¢uju metodu paralelne biblioteke koja se prostorno moze adresirati, metodu

kombinatorijalne  biblioteke koja zahtijeva dekonvoluciju (rastavljanje), metodu
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kombinatorijalne biblioteke jedna-kuglica, jedan-spoj (engl. one-bead, one-compound,
OBOC), kemijske mikrocipove koje kodiraju peptidne nukleinske kiseline i metodu sintetske
biblioteke koja zahtijeva kromatografsku selekciju.?%?’

Razvijene su razli¢ite metode za probir ovih kombinatorijalnih biblioteka. Na primjer,
biblioteke peptida prikaza faga mogu se pretraziti prema sposobnosti vezanja faga na
jedinstvene imobilizirane ciljne proteine ili cijele stanice, peptidne mikroplo¢e mogu se
pretraziti prema njihovoj sposobnosti interakcije s fluorescentnim proteinima, metode koje
zahtijevaju rastavljanje mogu se pretraziti standardnim testovima, 1 biblioteke OBOC mogu se
pretraziti vezanjem na kuglice, funkcionalnim testovima ili biokemijskim testovima.

Razvoj novih tehnika za probir (engl. screening) i sintezu peptida moze dovesti do
znacajnih pomaka u razvoju 1 istrazivanju lijekova. Izazov je povoljno i ucinkovito stvarati
tisuée, pa ¢ak i milijune peptida, kako bi ih se moglo Koristiti u studijama vezanja.?®

Nadalje, razliciti prirodni peptidi mogu se koristiti za prijenos tvari u stanicu, npr.
reproduktivni peptidni hormoni se koriste za ciljanje tumorskih stanica zbog velike ekspresije
njihovih receptora na mnogim tumorskim stanicama. Danas se koriste¢i peptidne biblioteke

odabiru peptidi koji se vezu na specifiéne vrste stanica.?®

2.6. Klik-kemija

,»Klik-kemija“ relativno je novi pojam u kemiji, no koristi se za otprije poznate reakcije. Pojam
,.klik“ ne oznacava odredenu vrstu reakcija, nego se odnosi na svojstva koja opisuju klik: brza
reakcija, jednostavna, modularna, Siroko primjenjiva, s velikim prinosom, po potrebi
regioselektivna ili stereoselektivna, kojom nastaje nereaktivan produkt koji se lako procisc¢ava.
Izmedu ostalog koristi se za vezanje supstrata na biomolekule te se u nekim kombinacijama
moze provesti u vodi. Pristup spajanju malih dijelova molekula razraden u klik-kemiji oponasa
naéin spajanja spojeva u prirodi. Pojam klik-reakcije predlozio je K. Barry Sharpless,?® dobitnik
Nobelove nagrade za kemiju 2001. za kiralno kataliziranu oksidaciju (Sharplessova
epoksidacija, Sharplessova asimetri¢na dehidroksilacija, Sharplessova oksaminacija).
Otkrivene su brojne reakcije koje zadovoljavaju sve ili ve¢inu kriterija koji definiraju
Klik-reakciju, ukljuc¢ujuci nukleofilne reakcije otvaranja prstena s epoksidima, aziridinskim i
aziridiniumnim ionima, formiranje ureje, oksima i hidrazona putem nonaldol-karbonilne kemije

te oksidacijske i Michaelove dodatke dvostrukim vezama ugljik-ugljik.
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Slika 5. A) Mehanizam bakrom katalizirane reakcije cikloadicije alkina i azida (CUAAC),

preuzeto iz Boren i suradnici.?® B) Produkti bakrom i rutenijem katalizirane cikloadicije.

Uvodenjem klik-kemije, vracene su u fokus dobro poznate Huisgenove reakcije 1,3-cikloadicije
alkina (acetilena) 1 azida (Rolf Huisgen, njemacki kemicar) iz 1961. Sama Huisgenova reakcija

svojim svojstvima ne spada pod stroge odredbe klik-kemije, zbog odvijanja u zestokim
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uvjetima kao i nastanka produkta bez odredene regioselektivnosti (nastanak 1,4- i 1,5-
produkata), no otkri¢em katalizirane Huisgenove reakcije bakrovim(I) solima postize se Zeljena
regioselektivnost (1,4-), uz ubrzanje reakcije (10’—10%) bez potrebe za Zestokim reakcijskim
uvjetima. Sama bakrom katalizirana reakcija (engl. Cu azide alkyne cicloaddition, CUAAC)
postala je sinonim za klik-reakciju, kao njen najpoznatiji predstavnik. CuAAC takoder je
biokompatibilna (kao i u sintezi provedenoj u ovom radu), nije toliko ovisna o vrsti koristenog
otapala, te u usporedbi s drugim metalima kataliziranim reakcijama upotreba CUAAC je jeftina
i jednostavna za upotrebu. Kao izvor bakra(l) koriste se soli bakra(ll) koje se mogu reducirati,
ili disproporcioniranjem s bakrom(0) daju bakar(l). Mehanizam ove katalizirane reakcije
ukljucuje nastajanje Sesteroclanog kompleksa gdje je jedan atom bakra dio prstena, a drugi ima
ulogu stabilizirajuéeg liganda (slika 5A).%

Ispitivanjem upotrebe razli¢itth metalnih katalizatora otkriveno je da kompleksi
pentametilciklopentadienil rutenijeva klorida (Cp*RuCl) dovode da nastajanja 1,5-
disupstituiranog triazolnog prstena u istoj reakciji (slika 5B). Takoder reakcijom rutenijem
katalizirane azid alkin cikloadicije (RuAAC) moze reagirati unutarnji alkin (ne terminalni)
dajuéi potpuno supstituirane triazole.!

Primjeri drugih klik-reakcija su hidrotiolacija alkena, hidroazidacija alkena, Diels-
Alderova reakcija, [4+1] cikloadicija izocijanida i tetrazina, nukleofilna suspstitucija na
epokside i aziridine.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

5% otopina joda u acetonu; jod, p.a., Kemika, Hrvatska
Aceton, u laboratoriju destilirano otapalo, Eci d.o.0., Hrvatska
Aloks, aluminijev oksid, Sigma Aldrich, SAD

Bakrena zica 1 X 1 cm

Bakrov suflat, u obliku 1 M vodene otopine, p.a. Kemika, Hrvatska
Dibrometan, p.a., Merck, Njemacka

Dibrompropan, p.a., Merck, Njemacka

Diklormetan, Kefo, Slovenija

Dimetiformamid, DMF, p.a., Fisher Chemical, SAD
Dimetilsulfoksid, DMSO, p.a., Alfa, Njemacka

DNA iz timusa goveda (calf thymus DNA, ct-DNA), Sigma
Aldrich, SAD

Kalijev jodid, p.a., Kemika, Hrvatska

Kalijev karbonat, p.a., Kemika, Hrvatska

Lepidin, p.a., Sigma Aldrich, SAD

DL-propargilglicin, p.a., Alfa, Njemacka

Metanol, Kefo, Slovenija

Metil-jodid, p.a., Fluka, SAD

N,N-diizopropiletilamin, DIPEA, p.a., Sigma Aldrich, SAD
Natrijev azid, p.a., Fluka, SAD

Natrijev kakodilatni pufer, pH=7,0; | = 0,05 M; natrijev kakodilat, p.a., Sigma Aldrich,
SAD

poli dGdC - poli dGdC (poli (dGdC).), Sigma Aldrich, SAD
poli dAdT - poli dAdT (poli (dAdT)2), Sigma Aldrich, SAD
poli A — poli U (pApU), Sigma Aldrich, SAD
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Trifluoroctena kiselina, TFA, p.a., Alfa, Njemacka

3.1.2.

3.2.

3.2.1.

Uredaji

mikrovalni reaktor Microwave Syntesis Reactor Monowave 300 (Anton Paar, SAD)
UV/Vis spektrometar Aligent Technologies Varian Cary 100 Bio (Agilent
Technologies, SAD)

UV svjetiljka

fluorimetar Agilent Technologies Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies, SAD)
magnetska mjeSalica IKA Ret C (Ika, USA)

analiticka vaga (Mettler Toledo, USA)

infracrveni (IR) spektrometar (ABB Bomem MB102 )

vakuumska crpka

rotacijski upariva¢ Buchi 111 Rotavapor (Donaulab, Slovenija)

eksikator

sonikator Branson 150 (Emerson, USA)

UV/Vis spektrofotometar NanoDrop Thermo Scientific Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, USA)

NMR spektrometri Bruker AV600 i Bruker AV300 (Bruker, SAD)

maseni spektrometar MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, SAD)

Sinteza konjugata cijaninskih boja i aminokiselina

N-metil-2-metilmerkaptobenzotiazolov jodid 2
S
SMe + Mel ﬂ» >—SMe
/ Y
N -
1

Slika 6. Spoj 2, dobiven reakcijom spoja 1 s metil-jodidom.

Kao polazni spoj koristen je spoj 1 dobiven metiliranjem merkaptobenzotiazola, kupovne

kemikalije, te je ovu metilaciju provela dr.sc. Tamara Smidlehner.
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Spoj 1, 2-metilmerkaptobenzotiazol, (200 mg, 1,1 x 107> mol) metilira se metil-jodidom
(0,273 cm®, 4,4 x 107> mol) uz dimetiformamid (DMF, 1 cm?) kao otapalo, te se mijesa na
magnetskoj mijesalici preko no¢i pri 70 °C. Sljedeci se dan u reakcijsku smjesu doda malo etera
za talozenje spoja, dobiveni talog profiltrira preko Biichnerovog lijevka, ispere eterom te
posusi. Kao produkt nastaje spoj 2 (slika 6).
IskoriStenje reakcije je 57 %.

TLC: R¢ (diklormetan/metanol 20/1) = 0,13

3.2.2. Sinteza lepidinskih derivata, 5a-c

X
+ X/Hh\xﬂ» X
5z
N 4 =
N+
3 X
5 )
X n
4a, 5a X =Br n=2
4b, 5b X=Br n=3
4c, 5¢ X=1 n=4

Slika 7. Reakcija lepidina 3 s dihalogenalkanom 4a-c, nastaju lepidinski derivati, 5a-c.

U paralelnoj sintezi se u mikrovalnoj epruveti lepidinu 3 (0,185 cm?, 1,4 x 10> mol) doda
dibrometan, 4a (1 cm?, 1,6 x 1072 mol) te se stavi u mikrovalnu mijesalicu zagrijanu pri 140 °C
tijekom 20 minuta, reakcija je prikazana na slici 7. Dobivena suspenzija otopi se u metanolu i
prebaci u okruglu tikvicu, upari, istaloZi eterom, te prekontrolira koriste¢i TLC. Manji alikvot
otopine otopljene u 5 cm® metanola uzima se za daljnju reakciju, a ostatak produkta 5a se upari,
zamota u alufoliju (zastita od raspada uzrokovanog svjetlom) i pohrani u eksikatoru.
IskoriStenje reakcije je 83 %.

TLC: R¢ (diklormetan/metanol 20/1) = 0,16

Za sintezu spoja 5b u tikvicu se stavi lepidin 3 (0,185 cm?®, 1,4 x 107 mol) te se doda
dibrompropan 4b (0,653 cm?®, 5,6 x 10> mol) i mijesa na magnetnoj mijesalici pri 130 °C

tijekom 2 sata (slika 7). Preko noéi je ugaSeno grijanje, te je sljedeé¢i dan nastavljeno
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zagrijavanje jos 4 sata pri 70 °C. Reakcijska smjesa prekristalizira se iz etera. Spoj 5b se posusi

na rotacijskom uparivacu i na vakuum crpki, te se pohrani u eksikatoru zastic¢en od svjetlosti.

IskoriStenje reakcije je 74 %.

TLC: Rt (diklormetan/metanol 20/1) = 0,24

'H NMR spoj 5b (300 MHz, DMSO-ds, 25 °C, TMS) 6/ppm 9,40 (d, J = 6,1 Hz, 1H, Ar); 8,57
(t, 2H, Ar); 8,28 (t, 1H, Ar); 8,07 (d, J = 29,8 Hz, 2H, Ar); 5,11 (t, 2H, CH>);
3,68 (t, 2H, CH>); 3,01 (s, 3H, CHz3); 2,57 (m, 2H, CH>).

Spoj 5¢ unaprijed je prireden po istome postupku kao i 5a i 5b te za njega nisu prilozeni

podaci o karakterizaciji spoja.

3.2.3. Sinteza cijaninske boje

I I
\Me /(J X \Me
2 5 H 6
5a, 6a X =Br n=2
5b, 6b X =Br n=3
5¢c, 6¢ X=1 n=4

Slika 8. Reakcijom derivata benzotiazola 2 i lepidinskih derivata 5a-c, nastaju cijaninske boje

6a-c.

U epruvetu s ¢epom stavi se spoj 2 (3,2 x 10~ mol) te se doda lepidinski derivat 5a-c (3,2 x
10 mol) u krutom stanju ili otopljen u metanolu. U reakcijsku smjesu doda se N,N-
diizopropiletilamin (DIPEA, 3,16 x 10~* mol, 0,055 cm?), oba spoja i DIPEA u ekvimolarnim
kolicinama. Reakcija se odvija preko no¢i na magnetnoj mijesalici pri sobnoj temperaturi.
Nakon 24 sata smjesa se profiltrira i procisti prekristalizacijom iz etera, uparavanjem,

dekantiranjem te taloZenjem eterom u hladnjaku. Dobije se cijaninska boja 6a-c (slika 8).
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TLC: R (6a, kloroform/metanol/octena kiselina 86/13/1) = 0,49
Rt (6b, kloroform/metanol/octena kiselina 86/13/1) = 0,50
Rs (6¢, kloroform/metanol/octena kiselina 86/13/1) = 0,58
'H NMR spoja 6¢ (300 MHz, DMSO-ds, 25 °C, TMS) §/ppm 8,80 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar); 8,62
(d, J = 7,3 Hz, 1H, Ar); 8,17 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar); 8,06 (d, J = 7,9 Hz,
1H, Ar); 8,00 (t, J = 15,3 Hz, 1H, Ar); 7,83-7,73 (m, J = 28,6 Hz, 2H, Ar);
7,62 (t, 1H, Ar); 7,41 (m, J = 26,6 Hz, 2H, Ar); 6,94 (s, 1H, CH); 4,63 (t, J
= 6,7 Hz, 2H, CHy); 4,03 (s, 3H, N*-CH3); 3,35 (d, 2H, CH>); 2,03-1,82 (m,
4H, 2 x CH2).

3.2.4. Sinteza azidnog derivata cijaninske boje

X

9
/- J
. /(/_\> S »
o C[N/

(L

I
Me 6 \Me 7
6a X =Br 6a, 7a n=2
6b X =Br 6b, 7b n=3
6c X=1 6c, 7C n=4

Slika 9. Zamjenom halogenog atoma spojeva 6a-c s azidom nastaju spojevi 7a-c.

Cijaninska boja 6a-c (103 mg, 1,7 x 10~* mol) otopi se u DMF-u (1,4 cm®), te se dodaju dva
ekvivalenta anorganskog azida, NaNs (22,3 mg, 3,43 x 10~* mol). Na magnetskoj mijesalici se

mijesa preko noci pri sobnoj temperaturi te se dobiju spojevi 7a-c (slika 9).

3.2.5. Klik-reakcija, sinteza konjugata cijaninske boje i DL-propargilglicina

Spoj 7a-c otopi se u DMF-u (0,5 cm®), doda se potpuno zastiéena aminokiselina DL-

propargilglicin, kupovna kemikalija, racemi¢na smjesa (1,1 ekvivalent), te vodena otopina
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CuSO4 (1 mol dm™, 0,2 ekvivalenta). Doda se i prethodno aktivirana bakrena Zica (mreza, 1 x
1 cm, tretirana s 5 %-tnom otopinom joda u acetonu, te potom isprana s HCl/aceton 50/50).
Reakcijska smjesa se zagrijava do 60 °C (za spoj 7¢ reakcija je provedena paralelno i na sobnoj
temperaturi) uz mijeSanje na magnetnoj mijesalici preko no¢i. Uz precenje tijeka reakcije na
TLC plocici, dodatna provjera provedena je snimanjem IR spektara reakcijske smjese, u kojima
su postepeno nestajale vrpce polaznih spojeva (NaNs, DL-propargilglicin). U reakciji nastaju
klik-produkti, spojevi 8a-c (slika 10).

NHBoc
N, /¢<_<cozlv|e
(>)n N //N
/ N BocHN CO,Me m N
N
ST ¢
C[ / N N/
N\ r {
Me 7 N 1
Me 8
7a, 8a n=2
7b, 8b n=3
7c, 8¢ n=4

Slika 10. Klik-reakcijom nastaju konjugati cijaninske boje i DL-propargilglicina 8a-c.

Reakcijska smjesa spoja 8a-c upari se na rotacijskom uparivacu, te otopi u malom
volumenu metanola. Otopina se profiltrira preko stupca aloksa i ispere metanolom, te se
procis¢avanje provede vise puta. Filtrat se upari na rotacijskom uparivacu i stavi na susenje.
Smjesa se prekristalizira iz metanola i etera (ako je potrebno vise puta).

IskoriStenje reakcije je 56—81 %.
TLC: Rf (8a, diklormetan/metanol 20/1) = 0,45
Rf (8b, diklormetan/metanol 20/1) = 0,67
Rs (8c, diklormetan/metanol 20/1) = 0,51 (sobna temperatura); 0,40 (60 °C)
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3.2.6. Uklanjanje Boc-zastite s N-kraja DL-propargilglicina

NHBoc CF,CO0"
NHs"
co,Me
__
N — COZMe

N N
/ N TFA /
7/ \
S S/
/ / —
7 N* I
N I \ 9
Me 8
8a, 9a n=2
8b, 9b n=3
8c, 9c n=4

Slika 11. Produkti 9a-c nakon uklanjanja Boc-zastite.

Produkti klik-reakcije 8a-c (39, 96 i 27 mg) otope se u diklormetanu (1-5 cm?®) uz dodatak 100
cm?® (500 cm® za 8b) trifluoroctene kiseline, TFA. Smjesa se mijesa na magnetskoj mijesalici
tijekom 2 sata pri sobnoj temperaturi. Potom se iz reakcijske smjese s malo vode ukloni ostatak
kiseline, tri puta se ispere s MeOH i tri puta s dikormetanom te se svaki puta upari. Spojevi 9a-

C osuse se na vakuumskoj crpki (slika 11).
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3.2.7. Zamjena protuiona

Me

9a, 10a n=2
9b, 10b n=3
9c, 10c n=4

Slika 12. Kona¢ni produkti sinteze, 10a-c, nastali izmjenom aniona.

Nakon susenja spojevi 9a-c otope se u metanolu (2-5 cm?), doda se kalijev jodid (2 ekvivalenta)
zbog zamjene TFA aniona, te mijeSa na magnetskoj mijeSalici preko noc¢i pri sobnoj
temperaturi. Sljede¢i dan otopina se upari, otopi u malo vode, profiltrira preko Biichnerovog
lijevka, ponovno upari, te prekristalizira iz etera da bi se dobili spojevi 10a-c (slika 12).

IskoriStenje reakcije sva 3 spoja je 10 %.

Spoj 10a 2-{[1-{3-[4-(-azanimil-3-metoksi-3-oksopropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-1,4-

dihidrokinolin-4-iliden]metil}-3-metil-1,3-benzotiazol-3-ij dijodid.

1 HNMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C, TMS) 6/ppm 8,81-8,71 (m, 1H, Ar); 8,54 (dd, J = 13,4;
8,6 Hz, 1H, Ar); 8,15 (dd, J = 12,4; 8,8 Hz, 1H, Ar), 8,07-7,89 (m, 4H, Ar+NHz+);
7,75 (dd, J = 20,5; 7,6 Hz, 3H, Ar); 7,61 (dd, J = 15,7; 7,7 Hz, 1H, Ar); 7,43 (dt, J =
14,9; 7,5 Hz, 1H, Ar); 7,35-7,28 (m, 1H, Ar); 7,14 (d, J = 7,1 Hz, 1H, Ar); 6,91 (s,
1H, CH); 5,06 (d, J = 28,8 Hz, 1H, CH); 4,89 (d, J = 5,8 Hz, 1H, CH); 4,77 (t, J =
5,3 Hz, 1H,C*H); 4,01 (s, 3H, N+-CHs3); 3,94-3,89 (m, 2H, CH>); 3,69 (dd, J = 13,6,
6.1 Hz, 2H, CH>); 3,57 (s, 3H, CO.CHa).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 25°C, TMS) 6/ppm 160,3; 148,3; 144,4; 140,2; 136,7; 134,6;
133,0; 127,9; 126,5; 125,6; 124,4; 123,8; 122,7; 117,7; 113,7; 112,9; 107,3; 89,6;
88,4; 78,3; 53,2; 52,6; 51,8; 48,9; 33,8; 27,9.

HRMS (MALDI-TOF/TOF)): izraunat za Ca2H2sNs02S?* [M-H]":  487,1916;
nadeno: 487,1910.

Spoj 10b 2-{[1-{3-[4-(-azanimil-3-metoksi-3-oksopropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]propil}-1,4-

dihidrokinolin-4-iliden]metil}-3-metil-1,3-benzotiazol-3-ij dijodid.

' H NMR (600 MHz, DMSO-dg, 25 °C, TMS) d/ppm 8,82 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar); 8,56 (dd, J
= 14,3; 7,0 Hz, 1H, Ar); 8,41 (bs, 3H, NHz"); 8,09 (dd, J = 21,2; 8,3 Hz, 2H, Ar);
8,00 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Ar+C-H); 7,83 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar); 7,77 (t, J = 7,5 Hz,
1H, Ar); 7,64 (t, J = 8,2 Hz, 1H, Ar); 7,45 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Ar); 7,39 (d, J = 6,6
Hz, 1H, Ar); 6,96 (s, 1H, CH); 4,73-4,61 (m, 2H, CH>); 4,54 (dd, J = 11,6; 9,0 Hz,
2H, CHy); 4,38 (d, J = 16,2 Hz, 1H, C*H); 4,05 (s, 3H, N*-CH3); 3,71 (s, 3H,
CO.CHg); 3,23-3,09 (m, 2H, CH>); 2,45 (dd, J = 13,4; 5,7 Hz, 2H, CH>).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds, 25°C, TMS) 6/ppm 160,83 (s); 149,14 (s); 144,79 (s); 140,98
(s); 137,51 (s); 133,80 (s); 128,74 (s); 126,44 (d, J = 9,1 Hz); 125,14 (s); 124,77 (S);
124,41 (s); 123,41 (s); 118,38 (s); 113,64 (s); 108,37 (s); 88,84 (s); 53,40 (s); 47,93
(s); 47,13 (s); 46,21 (S); 34,42 (s); 9,09 (s).

HRMS (MALDI-TOF/TOF)): izraunat za Ca7H3oNs02S%* [M-H]": 501,2073;
nadeno: 501,2061.

Spoj 10c 2-{[1-{3-[4-(-azanimil-3-metoksi-3-oksopropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]butil}-1,4-

dihidrokinolin-4-iliden]metil}-3-metil-1,3-benzotiazol-3-ij dijodid.

1 H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C, TMS) d/ppm 8,79 (dd, J = 12,6; 9,2 Hz, 1H, Ar); 8,59
(dd, J=18,9; 6,8 Hz, 1H, Ar); 8,36 (bs, 3H, NH3™); 8,19-8,12 (m, 1H, Ar); 8,01 (ddd,
J=23,9; 14,2; 9,0 Hz, 2H, Ar); 7,77 (ddd, J = 17,2; 9,3; 6,2 Hz, 2H, Ar); 7,66-7,58
(m, 2H, Ar+CH); 7,46-7,33 (m, 2H, Ar); 6,94 (s, 1H, CH); 4,63 (d, J = 5,4 Hz, 2H,
CH>); 4,41 (d, J=6,4 Hz, 2H, CHy>); 4,03 (m, 4H, CH3+C*H); 3,69 (s, 3H, CO.CH3);
3,17 (dd, J = 13,3; 7.7 Hz, 2H, CH2); 1,95-1,79 (m, 4H, CH>).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg, 25 °C, TMS) d/ppm 160,19 (s, CO.CHz); 148,56 (s, qC);
144,28 (s, CH-Ar); 140,48 (s, qC); 136,98 (s, qC); 133,27 (s, CH-Ar); 128,19 (s, CH-
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Ar); 126,80 (s, CH-Ar); 125,87 (s, CH-Ar); 124,56 (s, CH-Ar); 124,22 (s, qC);
123,87 (s, qC); 122,90 (s, CH-Ar); 118,09 (s, CH-Ar); 113,09 (s, CH-Ar); 107,83 (s,
CH-Ar); 88,22 (s, CH-Cy); 53,38 (d, J = 7,3 Hz, CH>); 52,88 (s, CO2CHj3); 48,74 (s,
CHz2); 33,91 (s, C*H); 26,81 (s, CH>); 26,11 (s, CH2); 25,80 (s, CH>).

HRMS (MALDI-TOF/TOF)): izratunat za Ca2sH32NeO,S** [M-H]": 515,2229;
nadeno: 515,2241.

3.2.8. Pracenje tijeka reakcije takonoslojnom kromatografijom

Tijek vecine sintetskih reakcija prati se tankoslojnom kromatografijom (engl. thin layer
chromatography, TLC), koja se provodi na plo¢icama silikagela DC-plastikfolien Kieselgel 60
F254, a vizualizacija razvoja kromatografske ploCice prati se pod UV-svjetiljkom pri 254 i 365
nm, te u parama joda (po potrebi). Kao standardi u kromatografskim reakcijama upotrebljavaju
se unaprijed priredene otopine razliCitih reaktanata otopljenih u metanolu. Tankoslojnom
kromatografijom odredujemo faktor zadrzavanja. Faktor zadrzavanja (engl. retention factor,
Rf) je veli¢ina koja oznafava omjer udaljenosti srediSta mrlje do koje je doSla neka tvar 1
udaljenosti fronte otapala od tocke nanoSenja uzorka.

Rt vrijednost karakteristicna je za dani spoj za odredenu stacionarnu i mobilnu fazu.

Usporedba Ry vrijednosti moze pomoc¢i pri identifikaciji nepoznatih spojeva.

3.3. Karakterizacija spojeva
3.3.1. NMR i HRMS

Novodobiveni spojevi potvrdeni su NMR spektroskopijom i HRMS masenom spektrometrijom.
NMR spektri snimljeni su na Bruker AV600 i Bruker AV300 spektrometrima, s time da su H
jezgre snimane pri 600, 400 ili 300 MHz, dok su *3C jezgre snimane pri 15,92 ili 75,47 MHz.
Uzorci su otopljeni u DMSO, a kemijski su pomaci izrazeni u dijelovima na milijun (ppm), dok
je kao unutarnji standard koriSten tetrametilsilan (TMS). Konstante sprege J izrazene su u
herzima (Hz), dok su signali oznaceni kao s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet), bs
(8iroki singlet, engl. broad singlet).

HRMS analiza spojeva provodi se na masenom spektrometru MALDI-TOF rade¢i u

refleksijskom modu. Maseni spektri sakupljeni su iz tri spektra, uz 400 impulsa lasera po
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spektru. Kalibrirajuéi spektri i spektri spojeva prikupljeni su u pozitivnom modu. KoriStena je
unutarnja kalibracija koriStenjem matricom potpomognute ionizacije (koristi se monomerna,
dimerna i trimerna CHCA, a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina, kao matrica u MALDI masenoj
spektroskopiji) s azitromicinom i angiotensinom Il otopljenim u CHCA u masenom rasponu
m/z 190,0499 do 749,5157 ili 1046,5417. Uzorci su pripremljeni mijesanjem 0,001 cm?® otopine
uzorka u metanolu s 0,005 cm? zasi¢ene otopine a-Cijano-4-hidroksicimetne kiseline (10 mg/

cm?®) i unutarnjih kalibranata (0,1 mg/ cm?®) otopljenih u 50 % acetonitrilu/0,1 % TFA.

3.3.2. Izrada bazdarnog pravca za dobivanje molarnih ekstinkcijskih koeficijenata

Sva spektrofotometrijska mjerenja izvedena su u vodenim otopinama natrijevog kakodilatnog
pufera, pH = 7,00, | = 0,05 M. Mjerenja UV/Vis spektrofotometrije provedena su pomocu
spektrometra Varian Cary 100 Bio, a fluorescentna mjerenja pomoc¢u fluorimetra Agilent Cary
Eclipse. Za sva mjerenja su se Koristile kvarcne kivete (optickog puta 1 cm).

Ishodne otopine spojeva priredene su otapanjem spoja u DMSO i pohranjene pri +8 °C.
Snimljeni su UV/Vis spektri spojeva za izradu bazdarnog pravca kako bi izracunali molarni
ekstinkcijski koeficijent svakog spoja pri odredenom apsorpcijskom maksimumu. Snimljeno je
po 5 spektara svakog spoja u podruéju koncentracija 2 x 10° — 1 x 107> mol dm™. Svaka dva
tjedna priredene su nove otopine spojeva u DMSO, priblizne koncentracije 1 x 107> mol dm™
te im je odredena tocna koncentracija pomocu prvotno odredenog molarnog ekstincijskog

koeficijenta.

3.3.3. Odredivanje termicke stabilnosti spojeva u otopini

Za svaku boju snimljeni su UV/Vis spektri pri koncentraciji od 1 x 10> mol dm™ zagrijavanjem

do 90 °C i potom hladenjem na sobnu temperaturu.

3.4. IstrazZivanje interakcija spojeva s polinukleotidima

U istrazivanjima su koriSteni sljedeci polinukleotidi: DNA iz timusa goveda (calf thymus DNA,
ct-DNA, Sigma Aldrich, SAD), te sintetski polinukleotidi: poli dGdC — poli dGdC (poli
(dGdC)z2), poli dAdT — poli dAdT (poli (dAdT)2), te poli A —poli U (pApU), svi proizvodaca
Sigma Aldrich, SAD. Otopine polinukleotida odredenih koncentracija unaprijed su
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pripremljene, a neposredno prije izvodenja eksperimenta svakom polinukleotidu
spektrofotometrijski je odredena toc¢na koncentracija. Svi polinukleotidi su dvolanc¢ane
molekule DNA, odnosno RNA, a sintetski polinukleotidi sadrze vise od 100 parova baza, koji

osiguravaju vise veznih mjesta duz dvostruke zavojnice.

3.4.1. Fluorimetrijske titracije

Sve fluorimetrijske titracije radene su na instrumentu Agilent Cary Eclipse, u vodenoj otopini
s kakodilatnim puferom (pH = 7, 1 = 0,05 M), u kvarcnim kivetama opti¢kog puta 1 cm s 2 cm®
uzorka. Uzorak se pobuduje pri valnoj duljini maksimuma cijaninske boje iz UV/Vis spektra, s
tim da se koristi maksimum pri valnoj duljini > 300 nm kako bi se izbjeglo podruéje apsorpcije
DNA/RNA. Koncentracija cijaninske boje u kiveti je bila 5 x 1077 mol dm™>. Ishodne otopine
polinukleotida bile su koncentracije 1 x 10> mol dm™. Alikvoti ishodnih otopina
polinukleotida su dodavani u kivetu s otopinom cijaninske boje, po¢evsi od ekvimolarnog
omjera rspojj/polinuklectidq] = 1 te je za svaki dodatak snimljen fluorescencijski spektar cijaninske
boje. Sakupljeno je dvadesetak toCaka titracije, do omjera I[spojj/[polinukieotid] KOd kojeg vise ne
dolazi do znacajnijeg povecanja fluorescencije s novim dodatkom polinukleotida.

Pri raCunanju konstante stabilnosti, Ks, kompleksa ispitivanog spoja s DNA/RNA Koristi

se Scatchardova jednadzba,

izvedena iz Langmuirove izoterme (jednadzbe 1 i 2), koja
omogucuje istovremeno raCunanje konstante stabilnosti Ks 1 omjera n [vezani
spoj]/[polinukleotid] nekom od metoda nelinearne regresije.

Scatchardova izoterma vezanja u slucaju spektrofotometrijski aktivnog kompleksa

moZe se prikazati izrazom:

(1) 1=1lo+ ((im=lo)/(2xc) x(c+nxcs+1/Ks—((C+NnxCs+1/Ks)2—4xcxnx cg)?)

dok se Scatchardova izoterma vezanja u sluc¢aju spektroskopski neaktivnog kompleksa moze

prikazati izrazom:

(2 I=lo—(lo/@2xc)x(C+nxcs+1/Ks—((C+nxcs+1/Ks)?—4xcxnxcg)?)
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gdje je ¢ koncentracija ispitivanog spoja u otopini, ¢s koncentracija polinukleotida, n omjer
koncentracije vezanog spoja i polinukleotida (Nfvezani spojiipoli xv1), lo Spektrofotometrijski
odgovor cistog spoja, | spektrofotometrijski odgovor nakon dodatka odredene koliCine
supstrata, lim spektrofotometrijski odgovor kompleksa kada vise nema slobodnog spoja u

otopini i Ks konstanta stabilnosti kompleksa.

3.4.2. Temperaturno meksanje

Za eksperimente temperaturnog meksanja polinukleotida stabiliziranih konjugatima cijaninskih
boja koriSten je spektrometar UV/Vis Varian Cary 100 Bio i program Thermal. Mjeren je
utjecaj ispitivanih spojeva na stabilizaciju temperaturnog meksanja ct-DNA, p(dAdT): te
pApU, dok je polinukleotid p(dGdC): izostavljen jer je njegova tocka mekSanja previsoka (>
95 °C). Zagrijavanjem polinukleotida dolazi do denaturacije, tj. razdvajanja dvostruke
uzvojnice na dva jednolancana polinukleotida. Temperatura meksanja (Tm) je temperatura pri
kojoj je priblizno pola dvolan¢ane uzvojnice denaturirano, a karakteristicna je za svaki
dvolanc¢ani polinukleotid ovisno o sekundarnoj strukturi i tipu nukleobaza. Za odredivanje
temperature meksanja koristi se UV/Vis spektroskopija, gdje se razdvajanje polinukleotida prati
mjerenjem rezultiraju¢eg hiperkromnog efekta (obicno pri 260 nm) u ovisnosti o temperaturi
otopine.*

Pripremi se parni broj do najvise 12 (ograni¢enje uredaja) kvarcnih UV/Vis kiveta od 1
cm? (opticki put je 1 cm) s prislonjenim teflonskim ¢epom. U svaku kivetu stavi se 1 cm?® pufera
(natrijev kakodilatni pufer, I = 0,05 M, pH = 7,0). Koriste¢i program Simple reads ocitaju se
apsorbancije pufera pri 260 nm (A2e0 nm) 1 rezultati koriste kao nulta vrijednost otopine. Potom
se u svaku kivetu doda izracunati alikvot otopine polinukleotida tako da koncentracije
polinukleotida u kiveti budu 2 x 107> mol dm™3, nakon &ega se ponovno o¢ita apsorbancija radi
provjere koncentracije polinukleotida pomocu literaturno poznatih molarnih ekstinkcijskih
koeficijenata. Sva se mjerenja rade u duplikatu: u dvije kivete ostaju samo otopine
polinukleotida, a u sljede¢e parove kiveta dodaju se ispitivani spojevi u omjerima
Ispojl/[polinukleotid] = 0,1 1 0,2. U programu Thermal podese se parametri zagrijavanja: zagrijava se
postupno do 98 °C brzinom od 1 °C/min uz ocitanje vrijednosti A2eo nm SVakih 0,5 °C. Dobiveni
rezultati prikazuju se graficki kao krivulje ovisnosti apsorbancije Axsonm 0 temperaturi, koje su
sigmoidalnog oblika (jednostrukog ili viSestrukog). Vrijednosti Tm su tocke infleksije

sigmoidalnih krivulja odredene prvom derivacijom krivulje (tocka maksimuma) 1 graficki
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provjerene metodom tangenti. Vrijednosti ATm izraGunate su oduzimanjem vrijednosti Tm
slobodne nukleinske kiseline od vrijednosti Tm kompleksa. Svaka ovdje odredena vrijednost

ATm bila je prosjek najmanje dva mjerenja. Pogreska ATm je + 0,5 °C.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Sinteza

Detalji sintetskih postupaka i karakterizacija spojeva opisani su u eksperimentalnom dijelu
(poglavlje 3.2). Priprava polaznih spojeva 2a-c - 6a-c izvedena je po neznatno modificiranim
postupcima objavljenim ranije.3*% Spojevi 7a-c - 10a-c su nove, do sada nepoznate molekule
te je osim pune karakterizacije i opisa njihove sinteze dobro opisati i neke detalje postupka

priprave (slika 13) radi lak$e ponovljivosti pokusa.
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6b X=1l n=4 7c, 8¢, 9c, 10c n=4

Slika 13. Dio sinteze proveden u sklopu ovog diplomskog rada, koji nije prethodno poznat u
literaturi. Reagensi i uvjeti: (a) NaN3, DMF, sobna temperatura, 24 h, (b) DL-propargilglicin,
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aktivirana bakrena zica, 1 M CuSOs, sobna temperatura, 24 h, (c) TFA, DCM, sobna
temperatura, 2 h, (d) izmjena TFA aniona i jodida pomoc¢u KI (aq).

Polazne cijaninske boje 6a-c otapaju se u DMF-u dajuéi zarko crveno obojenje (slika 13).
Otopina reagira s bijelom krutinom anorganskog azida (oprez pri rukovanju, azidi su
eksplozivne vrste) dajuci crvenu otopinu spojeva 7a-c (poglavlje 3.2.5.), koji su polazni spojevi
za provedbu klik-reakcije.

Za klik-reakciju CuAAC-tipa koristi se bakar, no u sklopu $ireg istrazivanja dr. sc. T.
Smidlehner je utvrdila kako primjena praskastog Cul (najéesée koristen katalizator za CuAAC)
uzrokuje probleme pri filtriranju reakcijske smjese preko celita zbog svojstva cijaninskih boja
da se adsorbiraju na celit ili silika-gel, ¢cime dolazi do znacajnog gubitka produkta. Zato je dr.
sc. T. Smidlehner primjenila bakrenu Zicu kao katalizator, koja se po zavretku reakcije izvadi
iz reakcijske smjese bez potrebe filtriranja preko celita.

Bakrena zica treba se aktivirati prije upotrebe prema sljede¢em postupku: uroni se u 5
%-tnu otopinu joda u acetonu 10 minuta, zatim u otopinu HCl/aceton 50/50 tijekom 10 minuta,
ispere se u acetonu 10 minuta, te susi na vakuumskoj crpki tijekom 2 sata. Nakon aktivacije
bakar je izrazito sjajan.

Spojeve 7a-c treba otopiti u minimalnom volumenu DMF-a radi kasnijeg lakseg
odvajanja i ¢iS¢enja produkata. U nastalu grimizno crvenu otopinu doda se aminokiselina DL-
propargilglicin u malom suvisku (do 10 %), posto je to uljasta prozirna tekué¢ina. U reakcijsku
se otopinu doda komadi¢ aktivirane bakrene zice i otopina CuSOs. Kontrola reakcije provodi
se tankoslojnom kromatografijom i dodatno snimanjem IR spektara reakcijske smjese. Naime,
IR vrpce polaznog azida pri 2094 cm™! i vrpca C=C veze polazne aminokiseline pri 2123 cm™,
postepeno se smanjuju tijekom reakcije, te potpuni nestanak vrpce azida upucuje na potpunu
konverziju polaznog reaktanta 6a-c. Mehanizam reakcije slijedi shemu prikazanu na slici 5 u
poglavlju 2.6.

Za obradu reakcijske smjese koristi se stupac u koji se stavi aloks (aluminijev oksid,
Al>0s3, bijeli prah, 2-3 cm visine) kroz koji se propuste otopine spojeva 8a-c iz reakcijske
tikvice. Na aloksu zaostaje talog crvenog bakrovog kompleksa, a postupak filtracije se provede
viSe puta preko istoga stupca aloksa kako bi se filtrat Sto bolje procistio. Filtrat je crvena
otopina, koja uparavanjem daje crvenkasti talog. MS analizom potvrdeni su produkti, 8a-c.

Radi bolje topljivosti u vodi potrebno je ukloniti Boc-zastitnu skupinu s amino-skupine

spojeva 8a-c, $to je postignuto uobicajenim postupkom s trifluoroctenom kiselinom te su
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dobiveni dikationi 9a-c kao talozi izrazito crvene boje. No navedeni dikationi su mjeSovitog
tipa (jodid i CF3COOQO") te je radi bolje definiranosti strukture spojeva bilo potrebno osigurati
samo jedan tip aniona. To je postignuto dodatkom znacajnog suvisSka otopine kalijevog jodida
u otopinu spojeva 9a-c, koji je izmjenio CFsCOO™ daju¢i 10a-c, kona¢ne produkte sinteze (slika
13). Od svih stupnjeva sinteze do najveéeg gubitka u iskoristenju doslo je u zadnjem koraku,
pri filtraciji (iskoriStenje 10 %), no dobivena koli¢ina je bila dovoljna za provodenje planiranih
istrazivanja interakcija s DNA/RNA. Po potrebi je moguce provesti dodatnu optimizaciju svih

stupnjeva sinteze.

4.2. Spektrofotometrijska karakterizacija spojeva
4.2.1. Izrada bazdarnog pravca UV/Vis spektroskopijom

Da bi utvrdili odgovarajuée uvjete za istrazivanje interakcija novosintetiziranih konjugata
cijanina s aminokiselinom (10a-c) s dvolan¢anim polinukleotidima Kkoristili smo
spektrofotometrijske metode UV/Vis i fluorescenciju. No, prije analiza, proveli smo UV/Vis
karakterizaciju spojeva u vodenoj otopini (slike 14, 15, 16) prema propisu u poglavlju 3.3.1. U
eksperimetalnim uvjetima, u intervalu od 2—10 x 10~ mol dm~ apsorbancija spojeva 10a-c bila
je proporcionalna njihovoj koncentraciji.

UV/Vis spektri spojeva imaju po dva apsorpcijska maksimuma (triazolni kromofor
288-311 nm, cijaninski kromofor 505-507 nm), za koje su odredeni molarni ekstincijski
koeficijenti (tablica 1) koji odgovaraju literaturnim vrijednostima za cijaninske boje. Pri
najniZoj koncentraciji (2 x 10~ mol dm™?) uocen je tipi¢an maksimum za monomere pri valnoj
duljini 505-507 nm. Poveéanje koncentracije prema 1 x 107> mol dm™ pratilo je linearno
povecanje apsorbancije. No kod spoja 10c (slika 16), pove¢anjem koncentracije se pojavljuje
novi maksimum pri ne$to nizoj valnoj duljini (480 nm) koji ukazuje na formiranje agregata

cijanina.®°
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Slika 14. Lijevo: koncentracijska ovisnost UV/Vis spektara spoja 10a u podrudju 2—10 x 107
mol dm™ pri pH = 7, u kakodilatnom puferu, I = 50 mM, snimila dr. sc. T. Smidlehner.

Desno: Ovisnost apsorbancije spoja 10a o koncentraciji pri 507 nm.
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Slika 15. Lijevo: koncentracijska ovisnost UV/Vis spektara spoja 10b u podruéju 2—15 x 107°
mol dm™ pri pH = 7, u kakodilatnom puferu, I = 50 mM, snimila dr. sc. T. Smidlehner.

Desno: Ovisnost apsorbancije spoja 10b o koncentraciji pri 506 nm.
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Slika 16. Lijevo: koncentracijska ovisnost UV/Vis spektara spoja 10c u podrucju 2—10 x 1076
mol dm™ pri pH = 7, u kakodilatnom puferu, I = 50 mM, snimila dr. sc. T. Smidlehner.

Desno: Ovisnost apsorbancije spoja 10c o koncentraciji pri 505 nm.

Tablica 1. Molarni ekstincijski koeficijenti spojeva 10a-c dobiveni iz podataka sa slika 15-17.

Kromofor | Amax/nm ex 103/
mmol~! cm?
10a Cijanin 507 23,46
Triazol 311 17,28
10b Cijanin 506 33,47
Triazol 288 7,17
10c Cijanin 505 14,41
Triazol 288 6,53

4.2.2. Temperaturna stabilnost vodenih otopina 10a-c

UV/Vis spektri spojeva snimljeni su pri najviSoj koncentraciji koristenoj za izradu bazdarnog
dijagrama (slike 17, 18, 19) uz promjenu temperature. Za spoj 10b povisenjem temperature do
90 °C ne dolazi do promjene apsorbancije (slika 18), kod spoja 10a promjene su zanemarive
(slika 17), no kod spoja 10c poviSenje temperature uzrokuje znac¢ajnu promjenu UV/Vis spektra
(slika 19), s time da spektar pri 90 °C po obliku odgovara UV/Vis spektru pri najnizoj
koncentraciji 10c (slika 16), dok maksimum pri 480 nm, pripisan agregiranju, zagrijavanjem
nestaje. UV/Vis eksperimenti ukazuju kako duljina premosnice utjeCe na Sposobnost
agregiranja cijaninskog kromofora, koja je najizrazenija kod najdulje 1 time najfleksibilnije

premosnice (10c).
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Slika 17. Ovisnost UV/Vis spektra spoja 10a o temperaturi (1 x 107> mol dm™) pripH =7, u

kakodilatnom puferu, | = 50 mM, snimila dr. sc. T. Smidlehner.
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Slika 18. Ovisnost UV/Vis spektra spoja 10b o temperaturi (1 x 107> mol dm~) pri pH =7, u
kakodilatnom puferu, | = 50 mM, snimila dr. sc.T. Smidlehner.
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Slika 19. Ovisnost UV/Vis spektra spoja 10c o temperaturi (1 x 107> mol dm™) pri pH =7, u

kakodilatnom puferu, | = 50 mM, snimila dr. sc. T. Smidlehner.
4.2.3. Intrinzicna fluorescencija spojeva 10a-c

Konjugati aminokiseline i cijaninskih boja 10a-c pokazuju zanemarivu intrinzi¢nu
fluorescenciju® u usporedbi s fluorescencijom emitiranom pobudom kompleksa polinukleotid-
spoj (vidi 4.3).

4.3. Interakcije polinukleotida s konjugatima cijaninskin boja i
aminokiselina 10a-c

4.3.1. Fluorimetrijske titracije

Kao §to je navedeno u poglavlju 4.2.3., sami konjugati cijaninske boje i aminokiseline 10a-c ne
fluoresciraju. Ve¢ prvim dodatkom polinukleotida dolazi do pojave jake fluorescencije zbog
mehanizma relaksacije cijaninskih boja navedenog u poglavlju 2.2.%° Takoder, eksperimenti su
provedeni pri niskoj koncentraciji konjugata (5 x 10~" mol dm~), pri kojoj nije dolazilo do
agregacije spojeva. Na slici 20 prikazan je fluorescencijski spektar titracije konjugata 10c
polinukleotidom p(dGdC)., te obrada podataka promjene fluorescencije s dodatkom

polinukleotida na maksimumu emisije pri 528 nm Scatchardovom jednadzbom.
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Slika 20. Promjene u fluorescencijskom spektru 10c (¢ = 5 x 10”7 mol dm™3) tijekom titracije
s p(dGdC)., uz pobudu pri Aexc = 507 nm. Desno: ovisnost intenziteta fluorescencije o

koncentraciji polinukleotida (Zem = 528 nm). Izmjereno pri pH 7, u kakodilatnom puferu, | =

50 mM.
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Slika 21. Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije (RIF) o koncentraciji polinukleotida
tijekom titracije spoja 10a s polinukleotidima (Jexc = 507 nm, ¢ =5 x 10" mol dm™3).

Izmjereno pri pH 7, u kakodilatnom puferu, 1 = 50 mM.
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Slika 22. Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije (RIF) o koncentraciji polinukleotida
tijekom titracije spoja 10b s polinukleotidima (fexc = 506 nm, ¢ =5 x 10~7 mol dm™).

Izmjereno pri pH 7, u kakodilatnom puferu, I = 50 mM.

500
v
v v
v
400 v? - .
v [ ]
v [ ]
vv ] . - ° [ ]
3004 . e °
L v ,.' o * a A A
o v A
x 200 4 . 3 LA A
v A
8 at = CDNA, =529 nm
'-'A‘ ® p(dAdT), 24, =527 nm
100 04 em
Yo A p(dGdC), 4,,= 528 nm
v pApU 4 =534 nm
0 1 T T T T
0,0 3,0x10° 6,0x10° 9,0x10° 1,2x10"

¢ (polinukleotid) / mol dm™

Slika 23. Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije (RIF) o koncentraciji polinukleotida
tijekom titracije spoja 10c s polinukleotidima (Zexc = 505 nm, ¢ =5 x 107 mol dm™).

Izmjereno pri pH 7, u kakodilathom puferu, I = 50 mM.
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Rezultati (slike 21, 22, 23) ukazuju kako intenzitet emisije cijaninskih kromofora uvelike ovisi
0 sekundarnoj strukturi polinukleotida. Za sva tri konjugata (10a-c) najveci porast
fluorescencije vidljiv je titracijom s pApU, a najmanji za p(dGdC)2, dok je p(dAdT); izmedu
navedenih krajnosti. Rezultati fluorimetrijskih titracija obradeni po Scatchardovoj jednadzbi®?
dali su konstantu vezanja 10a-c s polinukleotidima (tablica 2), kao i relativni intenzitet emisije
kompleksa 10a-c s polinukleotidom.

Tablica 2. Konstante vezanja (log Ks)? i fluorimetrijska svojstva (lim)® kompleksa spojeva 10a-
¢ s polinukleotidima, izradunate obradom spektara fluorimetrijskih titracija po Scatchardu, 32

pri pH = 7, u natrijevom kakodilatnom puferu, | = 0,05 mol dm™.

ctDNA p(dAdT)2 | p(dGdC)2 pApU
10a Ks 5,9 6,1 6,0 6,3
liim 360 220 200 640
10b Ks 6,8 6,1 6,1 6,6
liim 750 340 630 1070
10c Ks 5,8 58 58 6,2
liim 540 400 320 521

80brada podataka titriracije pomocu Scatchardove jednadzbe dala je vrijednosti omjera n (vezana boja) /
(polinukleotid) = 0,1-0,3, da bi se lakSe usporedivale sve vrijednosti log Ks ponovno izra¢unate za n = 0,1.
Koeficijenti korelacije bili su > 0,99 za sve izra¢unate K.

bVrijednost lim je intenzitet emisije kompleksa boja/polinukleotid izradunat obradom titracijskih podataka
Scatchardovom jednadZbom. ¥

Dobiveni podaci ukazuju na usporediv afinitet svih spojeva prema svim polinukleotidima, iz
¢ega slijedi kako razlika u intenzitetu fluorescencije nije najvjerojatnije bazirana na razli¢itim
veznim mjestima ve¢ bi se mogla povezati s razlikom strukturnih svojstava istog veznog mjesta.
No dobiveni podaci nisu bili dovoljni za odredenje tipa veznog mjesta, te su provedeni dodatni

eksperimenti.

4.3.2. Temperaturno meksanje polinukleotida

Provedenim eksperimentima temperaturnog meksanja polinukleotida na koji se veze konjugat
cijaninske boje i aminokiseline ispituje se stabilizacija kompleksa polinukleotid/spoj u odnosu
na sam polinukleotid. Oc¢itavanjem maksimuma prve derivacije krivulje mekSanja (slika 24)

izraGuna se temperatura pri kojoj dolazi do meksanja polinukleotida Tm, kao i temperatura
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meksanja kompleksa spoj/polinukleotid. Koliko je stabiliziran polinukleotid u kompleksu s
10a-c izracuna se prema sljede¢em izrazu:
AT, = T,,(kompleks) — T,,(polinukleotid)

Opcenita pravila ukazuju na ocekivane vrijednosti ATm za odredene nacine vezanja malih
molekula na dvolandane DNA ili RNA.%% Za vrijednosti ATm < 2 °C mala molekula se
najvjerojatnije veze uzduz DNA/RNA uzvojnice kombinacijom elektrostatskih i hidrofobnih
veza, ne utjecudi bitno na stabilnost uzvojnice. Za ATm = 2-5 °C moguca vezna mjesta su utori
DNA/RNA ili eventualno djelomi¢no interkaliranje. Vrijednosti A Tm > 6 °C ukazuju na
znacajnu stabilizaciju DNA/RNA $to moze biti posljedica klasi¢nog interkaliranja, vezanja u
utor DNA/RNA vec¢im brojem vodikovih veza i niza drugih tipova inerakcija, ali i mjeSani
nacini vezanja (koji ukljucuju istovremeno prisustvo nekoliko razli¢itih tipova veznih mjesta).

Na slikama 25, 26, 27 i u tablici 3 prikazane su vrijednosti stabilizacija pojedine
kombinacije polinukleotida i konjugata pri omjerima 0,1 i 0,2. Spoj 10b, s propilnim veznim
lancem, jedini znacajnije stabilizira sve polinukleotide, s time da je najveca stabilizacija

izmjerena za kompleks spoja 10b s pApU (slika 24).

0,020 A
—— pApUa
—— pApUb
0,015 - —20.1a
—0.1b
,é 0.2a
c 0.2b
o 0,010
©
o
<
0,005 -
V4 ‘*
0,000 e =
T T T I‘\ , T T T
30 40 50 60 70 80 90
t/°C

Slika 24. Maksimumi prvih derivacija krivulja meksanja, pApU sa spojem 10b pri raznim
omjerima rspojj/polinukicotia], PH = 7,0, U natrijevom kakodilatnom puferu, | = 0,05 mol dm™.
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Slika 25. Krivulja meksanja ctDNA nakon dodatka 10a-C za rspojj/polinukieotid] = 0,2 pri pH =

7,0, u natrijevom kakodilatnom puferu, | = 0,05 mol dm™.

0,10 q
4 p(dAd T)2 oorse® +0000056000000000
10a Rad
+ 10b .
10c d
— .
E eEPENEEE
c 0,05 couageegnies
o % gt
< :-
4 n
e
Ay
0,00 —pomrNtetaem LAV
T T T T T I .

30 40 50 60 70 80 90
t/°C

Slika 26. Krivulja meksanja p(dAdT)2 nakon dodatka 10a-c za rspojy/[polinukiectid] = 0,2 pri

pH = 7,0, u natrijevom kakodilatnom puferu, | = 0,05 mol dm™.
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Slika 27. Krivulja mek$anja pApU nakon dodatka 10a-C za Fspojj/[polinukleotia] = 0,2 pri
pH = 7,0, u natrijevom kakodilatnom puferu, | = 0,05 mol dm™.

Tablica 3. Promjena temperature meksanja, ATm, polinukleotida nakon interkcije sa spojevima

10a-c pri omjerima rispojj/polinuklectiaq] = 0,11 0,2.2

ATm/°C

r ctDNA p(dAdT)2 pApU
10a 0,1 1,5 1,5 0,9

0,2 1,7 1,7 2,8
10b 0,1 1,3 2,7 4,8

0,2 2,2 41 6
10c 0,1 1,8 1,8 0,2

0,2 -0,4 2,1 1,8

2 GresSka metode je ATm 0,5 °C.

Dobiveni rezultati uglavnom (tablica 3) ukazuju na slabu do umjerenu stabilizacije ds-
polinukleotida s dodatkom spojeva, bez posebne selektivnosti izmedu stabilizacije ds-DNA i
ds-RNA. Neselektivna stabilizacija tog tipa moze ukazivati na djelomi¢no interkaliranje

spojeva, no to je nunzno provjeriti strukturno informativnijim metodama.
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4.3.3. Dodatne metode istrazivanja

Kako bi se bolje razjasnio tip veznih mjesta 10a-c u istrazivackoj grupi je dr. sc T. Smidlehner
provela eksperimente cirkularnog dikroizma.*#? lako navedeni rezultati nisu dio ovog
diplomskog, radi potpunosti razumjevanja interakcija 10a-c s DNA/RNA biti ¢e naveden
sazetak.

Cirkularni dikroizam je kiroopticka, visoko informativha metoda za proucavanje
konformacijskih promjena u sekundarnoj strukturi Kiralnih sustava, poput recimo DNA ili
RNA. Dodatno, akiralne male molekule koje nemaju CD spektar, mogu po vezanju na kiralnu
DNA/RNA pokazati inducirani CD (ICD) spektar (u podru¢ju valnih duljina > 300 nm, gdje
DNA/RNA ne apsorbiraju zracenje) kao posljedicu jednozna¢nog vezanja na kiralnu uzvojnicu
polinukleotida. Kako se uglavnom male molekule veZu na jedan tip veznog mjesta, takvi ICD
spektri mogu pomo¢i odrediti koje je to vezno mjesto.*®

Zbog upotrebe racemic¢ne smjese 10a-c u svim eksperimentima, intenzitet njihovih CD
spektara je zanemariv. Dodatak 10a-c konjugata svim polinukleotidima donio je znacajne
promjene u CD spektrima u polinukleotidnoj regiji pri A < 300 nm, kao i snazno induciranim
CD spektrima (ICD) pri 4 = 400-600 nm, raspon u kojem samo konjugati 10a-c apsorbiraju.

Analiza ICD spektara kompleksa polinukleotida sa spojevima 10a-c ukazala je da
spojevi s kracom poveznicom u strukturi (10a,b) pokazuju ICD interkaliraju¢eg na¢ina vezanja
s p(dAdT)2 (slab negativni ICD), dok je spoj s najduljim lancem (10c) pokazao pozitivni ICD
spektar karakteristican za vezanje u mali utor p(dAdT)2. Za p(dGdC)2 i pApU dobiveni su
uglavnom pozitivni ICD spektri bez obzira na strukturu liganda, koji s obzirom na nepovoljne
strukture malog utora ukazuju na veliki utor p(dGdC). i pApU kao najvjerojatnije vezno

mjesto.*?
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Bakrom katalizirana cikloadicija azida i alkina (CuAAC), izabrana je kao najpogodnija klik-
reakcija za sintezu tri konjugata cijaninske boje TO i aminokiseline DL-propargilglicina.
Derivati se razlikuju po duljinama veznog lanca izmedu aminokiseline i cijaninskog kromofora
od 2, 3 i 4 ugljikova atoma. Izbor aktivirane bakrene zice i CuSO4 kao katalizatorskog sustava
u provedenoj CuAAC reakciji pokazao se najboljim, poSto omogucuje najjednostavniji
postupak obrade produkta, te daje relativno visoke prinose (56—81 %). Zatim je uklonjena
zastitna skupina s amino-skupine i anionska izmjena kako bi se dobile dijodidne soli s dva
pozitivna naboja u neutralnom vodenom mediju.

Tri novosintetizirana konjugata su u potpunosti karakterizirani i u vodenom mediju, te
je analiza UV/Vis spektara ukazala kako je duljina lanca izmedu aminokiseline i cijanina
korelirana sa svojstvom cijaninskog kromofora da agregira u vodi. Prema ocekivanju, novi
spojevi ne pokazuju intrinzi¢nu fluorescenciju u vodenom mediju.

Interakcije konjugata cijanina i DL-propargilglicina s razli¢itim polinukleotidima
istrazene su spektrofotometrijskim metodama. Metodom temperaturnog mekSanja utvrdeno je
kako su svi spojevi slabo do umjereno stabilizirali dvolancane polinukleotide, bez selektivnosti
izmedu DNA i RNA. Isto je nadeno u prethodnim istrazivanjima u kojima su istrazeni konjugati
cijanina-aminokiselina.®’

Poznato svojstvo cijaninskih boja da snazno fluoresciraju nakon dodatka DNA/RNA,
omogucilo je fluorimetrijske titracije konjugata s DNA/RNA. Intenzitet emisije znacajno je
ovisio o polinukleotidnoj sekundarnoj strukturi. Ispitivani konjugati 10a-c pokazuju najvece
povecanje emisije fluorescencije nakon dodatka pApU, do pet puta vece u usporedbi s parovima
p(dGdC).. Fluorimetrijskim titracijama odredene su konstante stabilnosti vezanja konjugata s
polinukleotidima, koje su sve u mikromolarnom rasponu, bez izrazite selektivnosti.

Uzevsi u obzir i rezultate cikrularnog dikroizma, za spojeve s kra¢im veznim lancem
izmedu cijanina i amino kiseline odredeno je interkaliranje u p(dAdT)2 kao dominantni nacin
vezanja, dok se derivat s najduljom premosnicom veze u mali utor p(dAdT)., najvjerojatnije
zbog za njega specificnog svojstva izrazitog agregiranja u vodi (vidi UV/Vis rezultate,

poglavlje 4.2.1.). Svi spojevi se vezu na p(dGdC). i pApU najvjerojatnije u veliki utor, s tim da
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karakteristike pApU velikog utora (znacajno uzi i dublji od DNA velikog utora), uzrokuju

najveci porast fluorescencije svih istrazivanih spojeva.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Boc - tert-butiloksikarbonilna (engl. tert-butyloxycarbonyl protecting group)
CD - cirkularni dikroizam (engl. circular dichroism)

ctDNA - DNA iz timusa goveda (engl. calf tymus DNA)

CUAAC - (engl. Cu azide alkyne cycloaddition)

Cy - cijaninska boja (engl. cyanine dye)

DCM - diklormetan (engl. dichloromethane)

DMF - dimetilformamid (engl. dimethylformamide)

DMSO - dimetilsulfoksid (engl. dimethyl sulfoxide)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

HRMS - masena spektrometrija visoke rezolucije (engl. high-resolution mass spectrometry)
ICD - inducirani CD

IR - infra crveno (od engl. infrared)

Ks - konstanta stabilnosti

LD - linearni dikroizam (engl. linear dichroism)

MS - masena spektrometrija (engl. mass spectrometry)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)
OBOC - jedna-kuglica, jedan-spoj (engl. one-bead, one-compound)

PNA - peptidna nukleinska kiselina (engl. peptide nucleic acid)

RIF - relativni intenzitet fluorescencije (engl. relative intensity of fluorescence)
R - faktor zaostajanja (engl. retention factor)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
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TFA - trifluoroctena kiselina (engl. trifluoroacetic acid)

TLC - tankoslojna kromatografija (engl. thin liquid chromatography)
TMS - tetrametilsilan (engl. trimethylesilane)

TO - tiazol-narancasto (engl. thiazole orange)

UV/Vis - ultraljubicasto-vidljivo (engl. ultraviolet-visible)
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