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KOPSAVILKUMS

Amfifilo katjono pirid 1na atvasirajumu sintéze jaunu ggnu transporta
formu izveidei. Pajuste K., ziatniskie vadtaji Dr.kim., Plotniece A., Drkim.,
asocéta profesorePrik&ne A. Promocijas darbs, 129 lappuses, 3dlsatB tabulas,

268 literafiras avoti, 1 pielikums. LatvieSu vakd

KATJONIE 1,4-DIHIDROPIRIONI, HANCA SINTEZE, BROMESANA,
NUKLEOFILA BROMA AIZVIETOSANA, PIRIDINA KVATERNIZACIJA,
KATJONU 1,4-DIHIDROPIRIONU OKSIDESANA, NANOAGREGATI, GENU
TRANSFEKCIJA, CITOTOKSICIATE, ATOMSHEKU MIKROSKOPIJA,
ELEKTRONMIKROSKOPIJA

Meklgjot jaunus, altiakus gnu transfekcijas gentus, modifiéts akivakais
no ziramajiem katjonajiem amfifilajiem 1,4-dihidropifiida klases savienojumiem -
1,1’-[(3,5-didodeciloksikarbonil-4-fenil-1,4-dihidpiridin-2,6-diil)dimetikEn]-
bispiridinija dibromds, kuram vatiti 2,6-piridinija gredzena aizvietgjt ar daadiem
elektroniskajiem un 8&tiskajiem efektiem. No jauni@tgjiem 30 savienojumiem 9
izvirziti padziinatiem biolgsiskiem (Etijjumiem. OptimiZta garus alkilaizvietajus
saturoSus 1,4-dihidropirida atvasigjumu iediSanas metode g&tas iegito produktu
nanoagegfu strukfiras. le@ti aktiva savienojuma anjonu anologi. Noteikta sigtez
savienojumu @wu transfekcijas aktivite un citotoksiciite. Veikta katjonus
aizvietofijus saturoSu 1,4-dihidropifida atvasigjumu oksid¢Sana. Dots sintéo

savienojumu fizikli- kimiskais raksturojums.



ABSTRACT

The synthesis of amphiphilic cationic pyridinium deivatives for
development of new forms of gene deliveryPajuste K., supervisors Dr. chem.
Plotniece A., Dr. chem., assoc. prof. Priksane WD Phesis. 129 pages, 31 figure, 8
tables, 268 literature references, 1 appendixalvian.

CATIONIC 1,4-DIHYDROPYRIDINES, HANTZSCH SYNTHESIS,
BROMINATION, NUCLEOPHILIC  SUBSTITUTION OF BROMINE,
QUATERNIZATION OF PYRIDINE, OXIDATION OF CATIONIC
1,4-DIHYDROPYRIDINES, NANOAGGREGATES, GENE TRANSFHCON,
CYTOTOXICITY, ATOM FORCE MICROSCOPY, ELECTRONMICR@OPY

In order to find new more active gene trasfectigerdas the modifications of
the most active compound of the class of catiomplaphilic 1,4-dihydropyridines
(DHP) - 1,1'-[(3,5-di(dodecyloxycarbonyl)-4-pheny)j4-dihydropyridin-2,6-diyl)-
dimetylen]bispyridinium dibromide have been carr@d. These modifications have
included variations of substituents with differetectronic effects of pyridinium ring
at the position 2 and 6 of 1,4-DHP cycle. From $6tisesised compounds 9 were
selected for more detailed biological investigasioklethod of synthesis of 1,4-DHP
derivatives with long alkyl chains has been optedisNanoaggregates of obtained
compounds have been studied. Gene transfectiovitgc@nd citotoxity synthesised
compounds have been also tested. Oxidation of reatisubstituents containing

1,4-DHP derivatives has been performed.
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Sasinajumi

AESH - augstas efektivdites &idrumu hromatogifija
2-CIMPYy - 2-hlor-1-metilpirid@nija jodids

4-MBPy — 4-metil-1-butilpiridnija bromds

AcOH - etkskabe

ASM - atomspku mikroskopija

CNS - centila nervu sisgtma

DBDMH - 1,3-dibrom-5,5-dimetilhidantos

DHP - dihidropiridns

DMF - dimetilformamds

DMSO - dimetilsulfok®ds

DNS - dezoksiribonuki@skabe

DOTAP - N-(1-(2,3-dioleoiloksi)propil)-N,N,N-triméamonija metilsulfits
DOTB - 1,2-dioleoil-3-(4trimetil-ammonio)butanoil-glicans
DOTMA - dioleiloksipropil-trimetilamonija brofas

DPPC - 1,2-dipalmitoil-glicero-3-fosfatidilhmls

DSC - diferencila skergjosa kalorimetrija

EDTA - etilendiamntetraetikskabe

EM - elektronmikroskopija

EtBr - etdija bromds, 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantfiaija bromds
EtOAc — etilacetts

EtOH — etanols

HEPES - N-(2-hidroksietil)piper&za-N’-2-etinsulfoskibe

JS —jonu Kidrums

KMR - kodolmagutiska rezonanse

MeOH — metanols



MES - 2-(N-morfoin)etnsulfoskibe

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetradga bromids
NBS - N-bromsukcinirds

ONPG -o-nitrofenilgalaktopirancids

PBS - fosfita buferis

PEI - polietienimins

PLL - poli-L-lizins

Py - piridins

RNA - ribonukl@nskabe

SDS - ratrija dodecilsulfits

SEM - ske@jo&a elektronmikroskopija
TEM - transmisijas elektronmikroskopija
THF - tetrahidrofuins

UV/VIS - ultraviole&/ redzam

m% - masas procenti

Tsag- SadaiSaras temperatra

Tws- kuSanas tempei@at



IEVADS

Pedgjas desmitgaebk, strauji afistoties un veiksigi sadarbojoties vaikam
zinatpu nozaém, masdienu ptijjumi lauj izmantot uniklas iespjas, lai pietuvotos
arvien skakiem un skakiem strukfiras elementiem, ndkstot nanopasagil petot un
cenSoties saprasist uzlivi 1idz pat &kakajiem pamatelementiem, par kurieral v

dazas desmitgades atphkabija tik pilngu datu.

Akcengjot medianas un farmakolgjas atistbu, jauzsver, ka pagusa
gadsimta beigs, mekéjot jaunas, netradiciatas iespjas daidu slimbu arsteSanai
un profilaksei, atstoties tenderten izmantot gergtisko informaciju medianas
prak€, liela uzmatba tika pie@rsta gnu transfekcijas @gntu mekdjumiem.
Slimibas, kas saighs ar gnu darbbas traugumiem vai to rezulita raduds
probkmas, veiksitgi vartu arstet merktiecigi ievadot &na specili izveidotu,
korigetu geretisko materilu. Turklat, gerctiska materila nodgidaSana noteikis dinas
un dinas kodd lautu ietekmt ne tikai iedzimtugzeretiskas darbibas traugumus,
bet ar iejaukties un efek¥i labot patolgiskus procesus,akai ietekn&t onkolaziskas
saslimSanas, sirds-asinsvadu un Géigr nervu sisimas (CNS) slirtbas to
simptonitikas pafidiSaras sikumposm. Pedéjo gadu ziatniskap literatira ipasi
uzs\werta nevialo génu transfekcijas gentu afistba, jaunu savienojumu mekimi.
Liela dda no tiem ir sirdtiskie katjonie amfifilie savienojumi (katjonie i,
polimeéri), kas spj veidot nanoagrexjus, komplekst dezoksiribonukimskabes
(DNS) un nogdat tas nerksina; sinttiskie vektori ir stabiki, daudziem no tiem
piemit buferkapacite, un tie nav imundagi, saldzinot ar viélajiem vektoriem.
Literatiira piedavats plass Kists &du sin€tisko katjono amfifilu. Diem& neviralo
genu transfekcijas gentu efektiviite pagaidm el ir zema, ide] tiek mekEtas un

pétitas jaunas sigtisku savienojumu grupas.

Ka viena no jaugkajam genu transfekcijas gentu grugm pedéja desmitgad
tiek piedivati Latvijas Organisks sintzes instiita Membgnakivu savienojumu un
B-diketonu laboratord iegutie katjonie amfifilie 1,4-dihidropiritha (1,4-DHP)
atvasirajumi, kuriem moleku ir konstants katjono fragmentu skaits un garas
alkilkedes saturosi aizvietgjt. Sie savienojumiidens §idumos spj paSasodties -
spontini veidot daidus nanoagrexus. Tie ir uzidijuSi augsiku aktivitati par

daziem praks pielietotiem liposoralajiem un polingru tipa @gnu transfekcijas
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agentiem. Tomdr pagaidm par &da tipa polifunkcioaliem katjoniem 1,4-
dihidropiridina atvasiajumiem ka genu transfekcijasgentiem un tapasbam, ka ain

par strukiiras—aktiviites sakabam ir maz @tjumu.

Pedgjo trisdesmit gadu laikk dabisko un siitisko fiziologiski akfivo vielu
vidi noZmigu vietu imem ddgji hidrétie azni, no kuriem svagi ir 1,4-
dihidropiridina atvasigjumi, jo tiem pienit farmakolgisko aktiviaSu daudzveitba.
Ka uzs\eris Trigle (Triggle), 1,4-dihidropiridna gredzens tiek uzskit par vienu no
farmakolagiski privili gétam struktiram. DetaliZtak ir izpétita 1,4-DHP dariba uz
sirds—asinsvadu si&hu, bet So savienojumu Vidr ar vielas ar neiroprotektam,
pretweza, antioksidantu, radioprot®im, antidialsta un citm farmakolgiskam
ipa8bam, t@ade] sadi savienojumi btu interesanti & potencilo transportmolekulu
struktirelementi, jo tie ar savampaibam vastu pildit ne tikai transportfunkciju, bet

afi seknt organisma aizsartiau.

Tapat, atistoties nmasdienu tehnolgjam un iespjam, rodas jaunas un
pilnveidojas veas metodes dadu biolgsisko objektu analigSanai, un savienojumu
fizikali-kimisko ipa3bu raksturoSanai. Tdauj daudzatrak, preGzak un isaka laika
iegut daudzpugus rezulitus par paraug@padbam, paratli laujot analizt arvien
mazkus un mazkus objektus. T ka musu fEtitie savienojumi uada pasSasogjosas
ipasbas, tad atomsgu mikroskopija (ASM) un arelektronmikroskopija (EM) ir
piemerotas metodes to¢iSanai. Misu savienojumu veidotie nanoagigakotne
butu svargi ne tikai gnu, bet ar zaJu transportformu izveideiadi] loti svaigi petit
ne tikai strukiiras-aktiviites, bet ar struktiras nanoagrefu formas-aktiviites
sakarbas.

Misu g@Etijumu objekts ir potenglie geénu transfekcijas gnti — katjonie
amfifilie 1,4-dihidropiridna atvasigjumi, to nerktiecigas modifikcijas, &d¢jadi
saglalajot gan farmakolgiski akivo 1,4-DHP ciklu, kursS #itu atbildgs par cidm
biologiskagm aktivitatém, piengram, antioksidantu, antiradilo, savienojuma
bufefipadbam, kas litu loti noazmigi ekperimentosi®u fmer, gan ar molekulas
katjono ddu, kas ir latiska, rurjot par savienojumu $ju veidot liposomas vai citus

nanoagregfus.

10



Darba merkis:

Sintezt jaunus potenaglos genu transfekcijas gentus, marktiecigi mainot
molekulas pdiras ddas aizvietatjus akivakajam no idz Sim ziamajiem @gnu
transfekcijas gentiem dihidropirignu rinca 1,1’-[(3,5-didodeciloksikarbonil-4-fenil-
1,4-dihidropiridn-2,6-diil)dimetiEn]-bispiridinija dibromdam, lai skaidrotu katjono
amfifilo 1,4-dihidropiridna atvasigjumu strukiiras-aktiviites sakabas, ptitu

struktiras — fizikali kimisko parametru saistu, mekétu vel aktivakus savienojumus.

Augstak izvirzita merka sasniegSanai formuti sekojoSi darba uzdevumi:
Attistit amfifilo 1,4-DHP atvasifjumu izejvielu iegSanas metodes.

Sintezt un raksturot jaunu atinalu katjono amfifilo 1,4-DHP savienojumu

grupu.

Petit molekulas katjono centru aizvieipt ietekmi uz potenalo genu
transfekcijas gentu buferkapaditi, sintezjot molekulas, kas 1,4-DHP cikla 2,6-
vietas piridinija cikla satur daZdus elektroniskos efektus @doSus aizvietajus;

parbaudot to buf@padbas; analigjot strukiiras — aktiviites sakabas.

Veidot akiva savienojumadvizu tipa atvasigjumu ar dubultu lipofilo un
dubultu katjono aizvietaju skaitu moleku, lai skattu struktiras-aktiviites

sakatbas.

Realizt katjono 1,4-dihidropiritha atvasigjumu oksid&Sanu, lai iegtu
iesEjamos metab@ius un @titu potencilo genu transfekcijas @ntu kimiskas

ipa3bas.

legat lidz Sim akivaka potencila genu transfekcijas genta anjonu analogus,

lai petitu struktiras-aktiviites sakabas Hofmeisteragsijas anjoniem.

Veikt jaunsintezto savienojumu farmakogesko ipasbu pmrbaudes, un to

veidoto nanoagredu raksturojumu.
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Promocijas darba ziratniska novitate ir formul éjama sekojosi:

- iegita virkne jaunu ogiinalu potencilu katjonu amfifilu 1,4-dihidropiritha

atvasirajumu tlakiem strukiiras-aktiviites sakabu pEtijjumiem gnu transfekci;

- pirmo reizi realizta kimiska oksidSana katjonu grupu saturoSam 1,4-

dihidropiridina atvasigjumam;

- pirmo reizi raksturoti katjonu pasasgosos 1,4-DHP atvasijumu veidotie

nanoagregi ar ASM un EM metogm;
- uzlabota izejvielu ieggana amfifilu 1,4-DHP atvasijumu sintzei;

- pirmo reizi pa&dita aizvietofju ietekme molekulas katjoriapdda uz gnu

transfekcijas aktiviti 1,4-DHP atvasigjumiem.

Darba praktiska nozme: rezulata tiks piediwvati jauni singtiskie
nanoagregfus veidojoSie katjonie amfifili & nevialie genu transfekcijas genti —
standartvielas zhiniskajiem @tijumiem daZdu pasaules valstu univeBst un
petniecisko instititu laboratorijs, ar &laku perspekivu — gnu terapijas Khiskajiem

petijumiem un ievieSanai meditas praks.

Nakotne Sadi paSaso€joSies nanoizi@ru savienojumi btu interesanti ar
citas ziratnes nozass, piengram, farmacija, ka zalu transporta formasgimija, lai
petitu dazdas reakcijas, tai skaitstereospecifisls, ko var realigt micellas ka
organiztos jonu Eidrumos; mateadlzinatng, [oti aktuals ir uzdevums - idag

molekulas ar iekcgtu paSasoéBaras programmu nanoagrég veidoSanai.

Petijjuma rezulitu publikacija. Par darh atspogiotajiem rezulitiem zinots
10 starptautisks ziratniskas konferenés. Rtijjuma galvenais saturs apkopots 4

zinatniskos rakstos.

Pateiaba. Visdzilako patei@bu \&los izteikt promocijas darba vagjiem
Dr.kim. A.Plotniecei un Dkim., asoditai profesorei A.Prik&nei. It sevi&i vélos
pateikties ziatniska darba vattajiem no Kuopio Universiites Farmcijas fakultites
Dr. M.Ruponen un Dr. Z.Hyvonen. Liels paldies Lgsi Organisks sintzes
institita Membg&nakivo un p—diketonu laboratorijas kolekiam ipasSs paldiesas
vaditajam profesoram G.Duburam un Egiem Drkim A.Sobdevam, Drkim
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B.Cekavitus, B.Skivelei un D.Kaldrem par zitniskagm idegm un diskusgm. OSI
Fizikali organiskas kimijas laboratorijas giniekiem Dr.fiz. S.B&kovam par
rengenstrukiras anakém un Drkim. B.Turovskai par elektkdmisko oksi@Sanu.
Latvijas Universiites Kimiskas fizikas institita direktoram Dikim. Doratam Ertam
un Rivelam Birjukovam par iegpu veikt petijumus ar atomsjku mikroskopu,
Latvijas Biomeditnas @tijjumu un studiju centragmiecm Dr.habil.biol. V.Osei par
elektronmikroskopiju un Dr.habil.biol. T.Kozlovskpar DNS paraugu sagatavoSanu

elektronmikroskopijai.

Atzistot darba namibu un veicot doktorantas studijas Latvijas
Universiité, tai finansilu atbalstu sniedzis Eiropas s@lais fonds
2004/0001/VPD1/ESF/ PIAA/04/NP/3.2.3.1/0001/0008®0 (LU ESS2004/3),
2009/0138/1DP/ 1.1.2.1.2/09/IPIA/VIAA/004 (LU ESSHI77), starptautisks
projekts EUREKA ES 05-27 E! 3371 un Somijasafiiu Akademija grants (14127).
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1 LITERAT URAS APSKATS

Promocijas darbs véls jaunu sirdtisko nevialo genu transfekcijas gentu
iegaSanai, kuru molekulas pamair 1,4-dihidropiridna gredzens, So savienojumu
fizikali kimisko, bikimisko ipa3bu raksturoSanai, savienojumu ggp veidot
nanoagregfus un So agredu petijumiem. Eksperimeata darba galvenais uzsvars
tiek versts uz akivu molekulu sirgzi, struktiras-aktiviites sakabu skaidrojumiem
jaunieditajiem katjonajiem amfifilajiem 1,4-DHP atvagjamiem k& potencilajiem
genu transfekcijas gentiem. Rde] svalgi literatiras apskataakuma anali£t ar ¢gchu
terapiju saigtos jausjumus, iz\értet literatiras avotos apské&d —potencilo genu
transfekcijas gentu strukiras-aktiviites sakabas, analizt molekulas uzbvei

nepiecieSarms pragoas.

1.1 Genu terapija

Genu terapija ir jauns meditas virziens, kas straujilea atistities pagjusa
gadsimta pdejas desmitgags, bet & pirmsakumi mekEjami 20.gs. 60.gados.
Zinatniskie @tjjumi paidija, ka dazvnieku un cihgku Sinas spj saistt eksognos
DNS fragmentus savgenonma un ekspred tos. Kops 3 laika ir veikti daudzi
petijumi, lai palieliratu transfekcijas efektiviti. Paratli attistoties biomedimas
zinatne ir pieadijusi, ka vaiiku simtu slimibu raSafs Gloni ir saistti ar nornzlu
genu darbbas traugjumiem, kurus btu iesgjams nowrst, labojot bagjto ¢enu,
ievadot §ina modificstu, spedili izveidotu gerstisko materilu. Sada pieejaautu ne
tikai cintties ar slinibu izraigtiem simptomiem, bet anoerst slimibu c&lonus, labot
patolqziskos procesus, kas rodasusu infekcijas, onkolgisku vai citu saslimSanu
gadjumos. @&nu terapif izmanto daZdus negjus, kas sekm terapeitisk DNS
noklaSanu @inas. Negju veidoto nanodalbiu &rsgriezumi ir no daziem desmitiem
Iidz paris simtiem nanometru.ilz ar to gnu terapiju var uzsk@tpar nanoziatnes
nozari, kas veiksigi attistjusies uz daiu nozaru roben un kas ietver sév
vairakus ziratnes virzienuskimiju, biologiju, farmaciju, fiziku. Jatazme, ka gnu
terapija ipasi strauji aistas Edejos gados, cenSoties izprast nandimmddinu
ipasbas [1].
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Geénu terapija ir 8nas DNS fragmenta aiasana ar citu terapeitiskiemgu —
Iidz ar to terapeitiskais DNS fragmentsainggada Iidz nerkSinas kodolam, karir
nepiecieSams kaigt geretisko informaciju. Geénu terapij galvenokrt izmanto trs
metodes, lai naglatu DNS $ina:

e viralos vektorus (retravusi, adenowusi, adenoasaogtie virusi);
o fizikalas metodes (ultraska, mikroinjekcija, elektropacija);
e nevinalos vektorus (lipidomirgtiki, poliméri, nanoagregfi u.c.).

Tomér katram no pieavatajiem @gnu transfekcijas veidiem ir gan
priekSrogbas, gan ttkumi [2,3]. Literatiras apskat lielaka uzmaiba tiks pieersta
neviralajiem vektoriem, jo pie tiem pieder katjonie aniigf 1,4-dihidropiridna

atvasirajumi.

Sakotngji 1suna apskatsim viralos vektorus un fiziklas metodes, ko izmanto

genu terapi.

1.1.1 Viralie vektori

Geretiska materdla nodgidaSana 8na, izmantojot vielo sisemu, kas ir
veidota uz dadiem rekombidtiem wvirusiem, ielkaujot tajos terapeitide DNS
fragmentu, ir pagaiin efekivakais transfekcijas veids. Sim mi&hm bieZk pielieto
tadus \rusus l& retrovrusus, adenawusus, adenoas@tds Mrusus un herpes
simpleksa wusus [4-8]. To sfja ieKlaut sad strukiira terapeitisko DNS, pasatigto
no iminsisemas reakcijas un emau sgjas to degragt, specifiski infiét Sinas un
nodroSirat tieSu terapeitisk DNS transportu uzifas kodolu, padara wlos vektorus
par idz Sim lalako metodi gnu transfekcijas eksperimentos [9]. Tameksist
vairaki faktori, kas darbojas preisSmetodes izmantoSanu. Pi&am, retrowusi ir
mutagni, jo terapeitisk géha piesaigfaras var notikt jebkur Sinas genoma viat
kas, savuirt, var izraist laundaliga audzja atistSanos. Atkrtotas adenavusu
izmantoSanas gfdma samazias transfekcijas efektivite iminsisemas atbildes
reakcijas ietekm Vel batiskas viélo vektoru izmantoSanas preébias ir gerctiska
materila ielauSanas daudzuma limits, iegmo trasfigjamo dinu veidi, kuras

lesEjams infict, ka af dargas izmaksas #&lu prepaitu lielu daudzumu razosan
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[10-17]. Augsik apraksitas probEmas un Eersli ir iemesls, lai mekitu alternatvas

transfekcijas metodes.

1.1.2 Fizikalas metodes
Fizikalas metodes vaik balstis uz tieSu terapeitiskDNS nogdaSanu #na,
izmantojot daidus tehniskus p@&mienus, kK, pieneram, mikroinjekcijas,

elektrofogzi, sonofoézi, genhu bombardSanu, magnetofézi u.c. [18].

Mikroinjekcijas ir vistieika DNS nog@gdaSana 8nas citoplazra vai Sinas
kodol, izmantojot]oti tievu stikla adatu. Bet metodesnuss ir tas, ka katraiga ir

jaapstada atsevigi [19].

Ar ultraskayas iedaribu (tikaiin vitro vai maziem dwniekiem) tiekislaiagi
destabilizta Sinas memlana, kas ir pietiekami, lai eksegais DNS sptu ieKat
sana [20].

Bombar@&Sana ar nanodiaam jeb & sauktais biobalistiskais iau transports
spEj nogadat DNS vaigkas nas vienlaikus. Saj metod ar DNS prklatas
mikroddinas (zelts vai volframs) tiek pa@inatas idz milzigam atrumam, lai sptu
iespiesties #as memhkma [21-23]. BombardSana tiek plaSi pielietota DNS
vakciracija, lai DNS nogdatu epiderna vai muskisinas [24]. Sai metodei ir aja
ekspresija, togr ta ir pietiekama, lai sasniegtu nepiecieSamainneakciju un

organisms &ktu izstiadat antivielas [25,26].

1.1.3 Neviralie vektori

Neviralie vektori jeb singtiskie vektori ar ir transporta sigtna, kas nodrosina
terapeitisie DNS vai ribonuklenskabes (RNS) nogdasSanu idz nerkSinas kodolam.
Neviralie vektori parsvaé ir lipidomimétiki - lipidiem kdzigi polari amfifili
savienojumi, kuri idens Eidumos veido nanoagraigs, piendram, micellas,
liposomas un/vai citus nanoastials, un spj veidot kompleksus ar DNS.a8u
nanoagregfu kompleksus ar DNS sauc par lipopleksiem. Altguaa
lipidomimetikiem ir polingri, kuri tapat ki polarie amfifilie savienojumi s§

saistties ar DNSudens Eidumos veidojot asoatus. Polingru un DNS asoétus
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deve par polipleksiem. &otrgji tika atrasts, ka par newdlajiem vektoriem veiksfigi
var izmantot glicerolipdu atvasigjumus. \&lak atklajas, ka af citi sintetiski iegitie
savienojumi, kuru molekulas uate ir tadas sagwvddas, k& polara dda un lipofik
daa, kas ir savstagp saisftas ar savienafposmu jeb ,linkeri”, var kalpot parégu

transfekcijas gentiem (skat 1.1. atélu) [27].

O

(6] (e}
\N+ I o
// \/\O//f\o
(o] [e]

hidrofil a dala  savienot ajposms lipofil a daja
1

@— 1l

1.1att. Lipidveida gnu transfekcijas gentu molekulas uzive [28]

Meklgjot jaunus akwakus sinttiskos transfekcijas gentus, ir iegti un
literatira apraksiti ari dazi izémumi. Viens no &iem izémumiem ir katjonie
amfifilie amonija 4li, kuriem lipofila dda tieSi piesaista pokrajai ddai [29,30], bet
ir zinami af gadjumi, kad pokra dda vienlai@gi ir savienoijposms, pieréram,

katjonie amfifilie piridnija atvasiajumi [31].

Polri amfifili savienojumi noiakot adens vid sakotngji Skist, bet sasniedzot
noteiktu koncenticiju, kuru dve par kritisko micellu koncericiju un kas ir atkaga
no savienojuma struktas, savienojumi ak paSasocties, veidojot daaus
nanoagregfus: micellas, liposomas, daudusdinas liposomas, vai cita veida
nanodéinas. Micellas ir gfriski veidojumi, kus monomdra pohra dda veido
micellas argjo virsmu, bet lipofii dda aizpilda s centru. Liposomas ir &fski
veidojumi ar iesflgumu &s centd, kuru no apkrtgjas vides norobezo mendma, kas
ir analoga 8nas memimai. Memb&na monongri ir novietojusSies bigini ar
lipofilajam ddam viens pret otru, bet pok dda veido liposomaargjo un iekgjo
virsmu. Asocitu struktiras ir atkaigas no savienojuma uxbes, poiras un lipofilas
molekulas dks attiethas, ko raksturo ar pako%anparametrup un apraksta

vispariga veica Israelasvili(lsraelachvili) viemadojums [32].
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v kur |- hidrofolas alkilkedes garums
P = v — tilpums, ko aigem molekulas hidrofabdaa
a — molekulas patas ddas &ersgriezuma laukums

Attelojot savienojuma uzlyi ar geometriskm figaram, var uzskami paadit
lesfEjamas nanoagremu struktiras. Pierdri apskaimi 1.2. atéla: ja p<1/3, tad sa-
vienojumsiadens Eidumos veido micellas; palielinoties pakofaparametraartibai
1/3 < p < 1/2, savienojums var veidot ,pavedienagidai burtiski tulkojot no ang
valodas ,frpveida”’ - wormlike micellas; turpinot palieliit pakoSaas parametra
veértibu 1/2 < p = 1 veidojas liposomas, bisini skriski veidojumi, savukrt, ja p >
1, tad veidojas apgriesad micellas jeb inveds micellas. idz ar to, modejot

molekulas strukiras arhitekiru, var optimizt velama nanoagrega formu [33].

Pako3anas

pi'a,’,‘}““v % Micella

A
W % Pavedienveida micella
1/3-112 dﬁ
Hous 'q'v’,-,.'

-1 @ m Planars bislanis
o1 % Inversamicella

1.2.att. Nanoagregtu formas atkalba no pakoSafis parametra &rtibas
[34]

:-ﬁt’é’fﬂ'&. Liposoma

v... .‘.m o

Shematiski labi &u molekulas uzives arhiteliras un iesgjamo lipidu for-
mas sakabu at€lojis Hamai (Hamai) un dzautori, izmantojot gliceroligus,
varigjot tajos metilgrupu skaitu pie kvat@ra slapeka atoma un lipofilo oleilaiz-
vietofaju skaitu (1.3. a#ls). Nowrota lineira likumsakaiba starp metilgrupu skaitu
pie N atoma un gvertibam, kas raksturo savienojuma veiglohonosina ipatrejo
izliekumu. Idala gadjuma, ja savienojums veido plakanuamsi, tad G=0, ja G>0,

tad tiek veidotas micellas, sawvnk ja G<0, tad veidojas apgrieztas micellas [35].
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1.3att. A: Kimiskis strukfiras, geometrisks uzlaves un G vertiba. B:
Lipidominetiku 2-6 lineara sakaiba starp metilgrupu skaitu pieagdeka

atoma un @vertibu [35]

Lidz ar to, veidojot nanoagr&gs, ir iesgjams ar paplipidiem modeit
dazdus parametrus, pigram, liposomu izrerus. Paiglipidi ir amfifili savienojumi
ar citu molekulas uztvi, ar kuriem var maint liposomu fizikali-kimiskos un
biokimiskos parametrus [36], k@t nanoagregta virsmas ddinu, ietekngjot
mijiedarlibu ar DNS, Kk afi lipopleksa adsorbciju uziBas virsmas [37], optimét

fazu @rejas glu-skidro kristilu temperairas.

PaSasodacijas laika lipidveida savienojumi akotngji veido lielus
daudzsipainus agregfus — multisinainas liposomas (1.4. &), bet apstdajot
Skidumus ar ultraskar vai ,ekstideri” (lielo multishpaino ddinu sisEmu
daudzkirtigi filtrgjot caur noteikta iz@ra sietiem, parasti 100 nm) no
daudzsinainam liposonam var iegdit liposomas, kuras veidotas no vienaidip

bislana.

Alternatva lipidveida transfekcijas gantiem ir amfifilie polingru
atvasirajumi, kuri aff tiek plasi @titi. Par tiem ziatniskap literatira ir atrodami
vairaki apjonigi apskatraksti. Amfifilie polirari Gdens Eidumos veido

nanoagregfus un veido asoaius ar DNS [38,39].
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1.4.att. Liposomu iegSanas cf [27]

Neviralie vektori tiek veidoti no daudm atseviEam molekuim vai
amfifiliem polimériem, kas pc savas strukitas ir daudz vierdSaki par virusiem,
tos ir iesgjams sintezt lielos daudzumos un tie ir staikl uzglatajot. Vel ka loti
butisku priekSrotbu jamin zena imunognitate. Tongr pagaidm neviglie vektori
uzrada zenku transfekcijas aktiviti un vajaku genu ekspresiju nekviralie vektori.
TieSi mireto nepilnbu &, loti daudzi gtijumi attistas Sai virzied, mekEkjot jaunas

genu transfekcijasgentu molekulu strukitras [40].

1.1.4 Biologiskas barjeras ¢gnu tranfekcij a

Laundaliga audzja arsteSanai idéla gadjuma batu onali jauzpem arsijosa
medikamentu deva, ta@n organisma gremosSanas 8ma ir [arak destrukiva
neviralajiem vektoriem un audm dinas sindtiskais vektors ar DNS nesasniedz.
Alternativs variants ir intravenoza vai intramuskal nevigla vektora ievatkana pc
lesggjas tuak audzja vietai, lai samazitu biologiskas barjeras terapeitiskDNS
cdu uz patolgisko dinu kodolu [41]. Svagi, lai gens tiktu nogdats tikai
merksanas. Augsik apraksttais ataino #lamo prepaitu umemsanas veidu, tain
mekkjot jaunus @nu transfekcijas gentus, ir fisak no Edeja posma — DNS

nokliSanas &a un s kodok. Janosaka nevilo vektoru transfekcijas aktivti Stnu

20



ITnijas. Tapéc mazliet kak aplikosim iesgjamos mehnismus lipopleksa ngiSanai

Sana un DNS atbivoSanaiilakam transportam uziBas kodolu (1.5. atis).

w Cytoplasm
°°0 —p O A low DNA mobility
Nonspacific adsorption  and possible —
Untargeted B to cell membrane "U"'se':“ de- ”~ = .. ° ~
gradation
Polyplexes 0 Endosome/ Rolease 4  Iranscription in \
(o] Lysosome possibly due the nuclous
potential to osmotic I :“.' llmlluﬂlrm '““."-‘ ‘
Uptake via degradation mechanism the nuolear membrane trough ,
adsorptive ortmsp e sl
endocytosis — \ :':luau
, N 4
- =
- Comploxes are
Uptake via ro destroyed in part _ ¥

ceptormediated during release Cationic polymer

» endocytosis

facilitates nuclear

Cationic polymer entry

protects DNA in
cytosol

1.5att. lesgjamie melnismi ggnu transfekcijai ar neviflajiem vektoriem
[42]

Pirmais solis - potenglajiem ¢@nu transfekcijas gentiem fizveido
komplekss ar DNS - lipoplekss.akamais - lipopleksam irapat stabilam asinsrites
sisema, kur kompleksus var deaktidizorganisma aizsargsisha, tas attiecas um
vivo eksperimentiem, kuros izmantordaiekus. Pozivi ladéto nanoagregja virsmu
var saisit, pieneram, imunoglobdhs M, komplekss C3 un citi asins plazmsoSie
protani: albumns, lipoprotens un citi. Lai pc iesgjas veiksrilgak parvarctu
organisma imnaizsargsigimu un organisms neatpaz lipopleksu & sve&ermeni,
butisks ir lipopleksa izrers. Tam jibat péc iesgjas mazkam, & af lipopleksa
virsmas &dinam pbat péc iesgjas neitélakam. Nakamais solisn vivo, gan ar in
vitro petijjumos ir lipopleksa adsorbcija uzérkSinas virsmas unag %eérsosSana.
Sobid el ir daudz neskaidbu un tiek pi¢auti vaigki iespejamie veidi DNS
kompleksa iekiSanai 8na, ka afi paratli pastvosi cdi. Galvenie no iespamajiem
variantiem attloti 1.5. atéla. Nespecifisks d8 (A 1.5. attls) — nanoagreags
adsorlgjas uz §inas virsmas un caufdt caur 8nas lipgdu memb&nu saglabjot savu
uzbivi. Endocitozes de (B 1.5. attls) — lipoplekss &na nokKist, sikotngji
adsorlgjoties dinas memblina izveidojuSajos iedobumos ualak ieskguma veid
noklastot §ina [43]. Viens no daudzsolakajiem $inas memlinas &érsoSanas

veidiem ir lipopleksa saiitaras pie receptoriem (C 1.5. @H). To var pahkt

21



veidojot neviklos vektorus ar specifiskiem ligandiem [44,45]. M@knocitozes da

ir iespejama liebku lipopleksu vai polipleksu ndiSana 8na, to var sadzinat ar
bakeriju Sinas memlinas &érsoSanu [46]. Nevitajam vektoram — lipopleksam vai
polipleksam no#kot Sinas citoplazr sakuma veidojas ,jaud” endosoma, kura pie
veiksmgas transfekcijas &lak partop ,vélaja” jeb ,vecap” endosomi un notiek
ieklautis plaznidas atbivoSana. Literaira tiek piedivatas divas hipazes DNS
molekulas athwoSanas memismam. Polipleksu g@dma endosoma veicina
ATFazesenaZma darlbu, kas pastipriati nogada protonus endosoin kur tos saista
protoreties sgjigas polintra aminogrupas. Osmozes izrtsendosomas uzbrieSana
veicina polipleksa unatak DNS molekulas atiiwvoSanu citoplaza kura plazmdai
vél ir janoKlast lidz Sinas kodolam [41]. No augét mingta seciram, ka, melkdjot
jaunus nevilos vektorus, akotngji japarbauda to sfja veidot kompleksus ar DNS
un janoskaidro, vai savienojumi gpnogadat DNS lidz dinas kodolam, lai vatu

notikt transfekcija.

1.2 Neviralie genu transfekcijas agenti

Promocijas darbs véls jaunu nevidlo vektoru singzei, primariem
biokimiskiem testiem un struktas - aktiviites sakabu Etijumiem. Misu izvirato
darba uzdevumu sasniegSaraejc literatiras datu sistematizana, lai btu viegkk
parskaims plaSais literatas inforn&cijas piedvajums un Mtu sagrupti jau
sinte£tie un ziratniskaps institicijas [Etitie nevialie genu transfekcijas genti.
Literatiira apraksitos savienojumus iedalm pec to molekulu strukiras klags un
apaksklass (1.6. attls). Sads sadajums Sobid vairs nav tik viegli veicams, jo arvien
grutak ir sistematizt savienojumus, pieskaitot toadai konkgtai grupai. Misdienu
tendences @nu transfekcijas @ntu molekulas arhiteltas izveid@ piecava
savienojumus, kas satur vakas funkcio@dlas grupas, kuras nodroSina, pigam,
bufeiipasdbas fiziolgiiskajp pH apgabal, piekirot mérkSinas adresi u.c. Toin
veiksim savienojumu sistemat&anu, izdalot 1s galveas grupas. T&ak aplikosim
lipidomimétikus un to iedajumu Ec molekulas uzives, jo niisu nerkprodukti
pieder pie & klases savienojumiem, bet parativparéjam klagm tiks dots vispréjs

ieskats.
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transfekcijas

agenti
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Lipidomimetiki: — N Nanodalinas:
savienotajposms Poliméri: oglekla
lipofila dala ooliméra nanoagregati
polara daja fragments keramika
I2dinu skaits dendriméri zelta n.d.
ciklodekstrini u.c.
- VAN 7, ~ ~/

1.6.att. Nevialo genu transfekcijas gentu shematisks iedalms

Vispirms nevidlos ¢gnu transfekcijas gentus grupjam trijas lielas klags:
lipidomimetiki, poliméru atvasiajumi un nanodinas (1.6. afils), pec tam katru
grupu iedam gkakas apakskless pec molekulas strukiras. $ds iedafjums ir
nepiecieSams, lai lak vartu saldzinat dazdus literatira apraksitos sinétiskos

vektorus, akcegjot tikai ddu no molekulas struktas.

1.2.1 Lipidomim etiku klase

Ka pa@ada klases nosaukums, pies &klases savienojumiem piederitigm
lidzigie savienojumi. Lipidomitiku genu transfekcijas gentu molekulas struitu
var iedadt tris ddas: lipofila dda, hidrofia dda un savienajposms (1.1. agts).
Sintetiskos gnu transfekcijas gentus grupsim apaksklass pEc iepriekS migta

sadailjuma unisuma apskatsim katras apaksklases rak#fakos parstavjus.

1.2.1.1Savieno&jposms

Vesturiski pirmie gnu transfekcijas genti tika veidoti uz glicana tazes un
ar to paidzibu ir izdevies reali plazmdu DNS un RNS transportu eikariotungs.
Gliceninam divas hidroksilgrupas ir agfias ar tauksibju halognanhididiem,
legastot savienojumus, 9 un 11, savulart, savienojumus un 10 iegast veidojot

gtera saiti, bet trashidroksilgrupa ir aizvietota ar trimetilamonijaugu (savienojumi
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7-10) vai aizvietota ar trimetilamonija propilkarboksigu (savienojumd1). Sajos
eksperimentos veiksigi veikta transfekcija ar pSV2cat un pSV2neo plainiCV-2
un 3T3) zditaju Sinu finijas [47-49].

OR 8 DOTAP: R=(92)-C,,H;,C(0), Y= -, R=R"=R"=CH,, X=Cl

v-n— R 9DORI: R=(92)-C1HgyC(O), Y= -, R=R"=CH;, R"=CH,CH,0H, X=Br
| Nge 10 DMRIE: R=n-C,H,q, Y= -, R=R"=CH,, R"=CH,CH,OH, X=Br
' 11 DOTB: R=(92)-C,,H4,C(0), Y=OC(0)(CH,),, R'=R"=R"=CH,, X=Cl

EOR %~ 7 DOTMA: R=(92)-CygHys, Y= -, R=R"=R"=CH,, X=Cl

7-11

Lai afi savienojumu/-11 grupa bija pirm, DOTMA (7) un DOTAP g) vel
joprojam tiek getiti genu transfekcijas eksperimentos un lietati tandartvielas vai

piedevas jaunu nevlo vektoru gnu transfekcijas aktivites tijjumos [50].

Savienoijposms veic ne tikai statisku funkciju starp molelsupokro un
lipofilo dalu, bet ar ietekne saistSanos ar DNS. Sab@Chabaud)un kdzautori
petijusi sinetiskos transfekcijas gentus, kuriem & savienoijposms izmantots
nukleoZds. Sidiem savienojumiem ir dtiska priekrotha: veidojot lipopleksus,
komplekg€Sanos nodroSina ne tikai lipidométika pokra dda, bet ar
savienodjposma veiddis tdegraza saites un ufida gredzenar—n elektronu tipa
sadariba ar DNS (savienojumsl2). Neviralajiem vektoriem, kuriem par
savienadjposmu izmantots urids, ir saskaims glicerolipdu struktiras fragments —
savienojums3. Sie eksperimenti padla savienafposma ietekmi gnu transfekcijas
eksperimentos. Autori sdkina singtisko vektoru 12 ar DOTAP @), kuru var
uzskatt par tuvu & analogu. Apikojot savienojumu strulitas 12 un 8, redzam, ka
savienaijposma fragments starp lipofilo un pad ddu ieskgts tetrahidrofuina
cikla, tadgjadi fiksgjot lipofilas un poiras ddas novietojumu tefpsavienojumani2,
savulart, DOTAP iespjama savien@jposma biva ro&cija. Uridina atvasigjums 12
uzradija transfekcijas aktivites maksimumu pie @in vielas daudzuma attigam
pret DNS, satzinot ar DOTAP §) HeLa un MCF-7 &nu finijas [51].
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Uz nukleoidu kazes veidotie gnu transfekcijas genti 12-32 ir vieni no
jaurakajiem literafira apraksitajiem. Sajos savienojumos ribozes gredzearicta
polara dda un lipofilo grupu atrasas vieta, bet pirimitha gredzens vai pima cikli

saglalati nemaingi.

o ' o)
R0 R0

o H R To —
7 %N
13-22 k\ N 23-32 H

N o)
R' (0] R: (R'=a) R: (R'=b)
o0—b—0 Q 13/23 oleoil 18/28 oleoil

/> O—P—0 14/24 miristoil 19/29 miristoil

O_N+ (I), 15/25 stearoil 20/30 stearoil

/\ —N' 16/26 palmitoil 21/31 palmitoll
/\ 17/27 arahidoil 22/32 arahidoil

oH & °

Eksperimenti ir veikti vaiikas dinu finijas (HeLa, MCF-7 un CHO), kur augkt
aktivitati uzradija O-etilfosfatidilhoina fragmentua saturoSais savienojumss.
JapieZzme, ka gnu transfekciju uadoSajis koncenticijas Sie savienojumi nebija
citotoksiski [51-55]

Latvijas Organisks sintzes instiita Membg&nakivo savienojumu urB-
diketonu laboratordj ir sintezti génu transfekcijas g@enti, kuriem par
savienaijposmu starp pato un lipofilo ddam ir izmantots 1,4-dihidropiritha
gredzens. Ir sinteéras divas savienojumu grupas, egri polara fragmenta un

lipofilo dalu novietojumu pie saviergposma.

33 R=C,H. 37 R=CyH,,, R'=H
34 R=C,,H,, 38 R=C;,H,;, R'=H
35 R=C,(H.;, 39 R=C,H,y, R'=H
36 R:(CHZ)ZOCOC15H31 40 R:C16H331 R'=H
41 R=C,H,5 R'=CH,
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Autori paiada, ka, prbaudot auggk mingto savienojumu33-36 un 37-41
speju parnest B-galaktozidizes plazimdu CV1-P un D 407 ®u linijas, atrasts, ka
augsika aktivitate ir divus piridnijja gredzenus saturoSajiem 1,4-DHP
atvasirijumiem 33-36 Aktivakais savienojum88 uzmadija lakiaku genu transfekcijas
aktivitati neka DOTAP @) vai PEI 25 (polieténimins 25 kDa) [56].

Attistot Etijumus par € aktivaku singtisko genu transfekcijas gentu
mekleSanu, literatra ir mineti piemeri, kuros viera molekuk apvienotas divas akis
strukiiras, tiek veidots aktas molekulas dirers. Sidus savienojumus liter@s deve
par dvizu (gemini) savienojumiem. aBotrgji tie tika veidoti no katjonajiem
amfifilajiem amonija vai pirithija atvasigjumiem, bet Sobhd dvipu veida

savienojumi plaSi iti, variejot savienaijposmus, K af paréjas molekulas das.

Dvipu savienojumu struktas, sadzinot ar klasiskajiem transfekcijas
agentiem, kuros savieng)posms atrodas starp pod ddu un lipofilo ddu, satur «l
vienu papildus saviengposmu, kas apvieno vie@mmolekuk divus lipidomingtiku
fragmentus (1.7. &ts).

) — 3B eyt Fon, =28
E - e o e, et Fey ATy n2vais
- . 1 CHy S T ey, /ﬁ\ j\
) — CHK\\@/\‘CH, R H/IA]EH o
- o o
R/ CH,)LI:I’{"};H)L.:HZ CH:{”“}?:.HEI’f"JmH,
\\ | R F vai alk

1.7 att. Dvipu genu transfekcijas gentu molekulas shematiska e

Biezi literatira, aprakstotvizu savienojumu strulitu, tiek apspriests savie-
notajposms starp lipidomigtikiem, bet otram savier@posmam, kas savieno pod
ddu ar lipofilo ddu, netiek piegrsta tik liela uzmaita. Darla, rurgjot pardvinu tipa
savienojumiem, ar terminu savieRpbsms saprotam saviefagtosmu starp diviem
mononeriem (fragments R, 1.7. at$) Vairaki autori ir vargjusi savienajposma
alkilkedes garumu, gan iarevedusi tag funkcioralas grupas. Bigik sastopar@s -
aminoestera grupas, viena vai akas otgja vai tre€ja anina grupa, bet ir adarbi,

kuros f&titi savienodjposmi ar ditioesteratera vai feniéngrugam [57-60].
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Petjuma par alkikédes garumu starp amonija katjonajiem centriem
savienojumogt2 un 43, augsiku transfekcijas aktiviti, parbaudot uz BHK &nam,
uzradija savienojums43 ar 6 metiéngru@m saviendtjposna, saldzinot ar

atvasinjumu 42, kam ir savien@jposms ar 3 meghgru@am.

Goserons(Gaucheron)uzskata, ka savienojun3 labak var veidot bisini, un
atllums starp katjonajiem centriem savienofunr optimalakais atbilstoSais
atalumam starp DNS molekulas anjonajiem centriemirtedektrostatiski sadegaki

neka savienojumat2 gadjuma [61].

Petijjumu par tfs dazdu saviendjposmu izmantoSanu tioholestea dvizu
atvasirijumiem44-46un to ietekmi uz transfekcijas aktiatiés rezulitiem apraksjis
Bajajs (Bajaj) un lidzautori, pagdot, ka uz daadam Sinu linijam saviendjposms
iedarbojas aidrigi. Darta saidzimatas: pentilgrupa, kas ir lokana dauj nedaudz
variet atalumu starp katjoniem, bet neveido saites ar DN8ksa¢tilgrupa — tik pat
lokana l& pentilgrupa, bet glbela atoms var veidotidenyraza saites ar DNS
molekulu un 1,4-dimetiferéhgrupa — ,ciets”, nelokans savieaposms, kas saglab
nemaingu attilumu starp katjonajiem centriem. Eksperimenti tikakti tris Sinu
Iinijas HelLa, HT1080, PC3ARamesot pEGFP-c3 plaznu un tika noskaidrots, ka
transfekcijas aktivitte ir atkarga no &nu linijas. Piemdram, Hela &nu lnija
savienojumi44 un 45 bija akivaki par savienojumu6, bet HT1080 &nu finija
savienojumi sarindag Ec aktivitaites46>44>45. hatZime, ka alas Safs dinu linijas
10% seruma ltienc transfekcijas aktiviite saglabjas 40-50% aprra. Griti

transfe¢jamas dinas PC3AR labkos rezulitus sasniedza ar savienojud[59].
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Isi apkopojot galveno par saviefipbsmu ietekmi uz &u transfekciju,
jasecina, ka struktal vienkarsakie savienatjposmi, piendram, alkiengrupa vaiik
letekn® liposomu vai lipopleksu fizidi-kimiskos parametrus, bet safgdku
strukfiru saturoSie, piedmam, saviena@jposmi ar funkciodlam grumm, var
piedaities ar biokimiskajos procesos — inkdb Sinas augSanas faktoru [62].
Savukart, genu transfekcijas gentiem ar diviem vai vaik katjonajiem centriem
molekub, pientram, dvipu, saviendaijposms nosaka atumu starp katjoniem.
Vairakos [gtjjumos noskaidrots, ka optitakais ir seSu C-C saiSu @tims [59,61].

1.2.1.2Polara dala

Liposontlos genu transfekcijas gentus var ariedait péc to pohras ddas:
katjonu centra - viena vai vakiem; stipri hidrofiliem aizvietaijiem, piengram,
cukuriem vai molekulas fragmentiem, kurigggoordinalvi saisit metlu jonu, &da

veida iegastot dinu molekué.

Visplag&k pielietotis katjonu grupas liposditajiem vektoriem ir mono-, di-,

tri- vai tetraaizvietoti amonija katjoni.

Vieni no struktudlli vienkarsakajiem savienojumiem, kas tiek lietotiergu
transfekcifi, ir alkilamonija ali. Tos izmanto &k papildvielas komplekso liposomu
sasiiva, lai paaugstiatu transfekcijas aktiviti. Lielaka So savienojumu priekSrdma
ir salidzinoSi vienkrsa iegiSana, sinteggot mono-, di- un trialkilamonija @us ar
nepiecieSamo lipofis ddas attietbu pret pairo ddu [29,30,63-67].
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Literatira aplikotajiem savienojumiem, galvenok pokra dda ir amonija
sali, ka af slapekli saturoSas heterocikliskas 8mtas — pirid@nijs vai imidazolijs [68].
Tiek uzskatts, ja par katjonu ienesoSo grupu izmanto hetero@rsku ciklisku
sisEmu, tas samazina savienojuma toksicitTomer slapeka atoms nav viagais,
kas tiek lietots par katjono centru. Izmanté eitus elementus a katjono centru
ienesoSu atomu, piegaram, fosforu vai au [69,70]. SavienojumB1 un 52 genu
transfekcijas gentu aktivitite bija @rbaudta uz vaiikam &inu linijam - CHO, Hela
un CF un to aktivitte saidzinata ar DOTAP 8). Savienojumi51 un 52 caurnera
uzradija par 20-30% augstu transfekcijas aktiviti, bet visauggiko aktivitati
uzradija savienojum$l, kam podra dda ir ar€nija katjons, bet lipofil dda satur
stearilgrupas [70].

I .
Ak __P R R: 51 As
e ('){\/]7 \ 52 P
7
Alk
Literatiras apskat piridiniju saturoSiem @nu transfekcijas gentiem velita
pastiprirata uzmatiba, jo vaiikos gadumos piridniju saturoSie savienojumi
uzradija zenaku toksiciiti salidzinot ar analogiem amonija grupu saturoSiem
atvasirajumiem, #dgjadi paaugstinot interesi par pifidja ka katjoras grupas

izmantoSanu gnu transfekci [31].
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Literatira apraksiti kvaterriros sfipeda atomus saturoSiegu transfekcijas
agenti ar holesténa fragmentu. Katjonie holestea atvasigjumi ir plasi analizta
savienojumu grupa ganaktieSie gnu transfekcijas gnti, gan K palgvielas,
veidojot daudzkomponentu liposomas, kas satuské&i vienu singtisko vektoru.

Sap petijuma Bajajs(Bajaj) un Edzautori padda to, cik liela noune ir savie-
nojuma pairajai ddai, jo & nodroSina asoesanos ar DNS, izveiddthanoagrega
veidu un i virsmasipa3bas, k af, kompleksam natkot Sinas citoplazra, veicina
komplekgtas DNS atbivoSanu. Auggku genu transfekcijas aktiviti sasniedza
savienojumi ar pirithija 58, 4-dimetilaminopiridnija 56 un trimetilamonija grup&0
bezseruma vigl Veicot eksperimentus uz HeLanmim, akivakais seruma ktiene
bija 4-dimetilaminopiri@niju saturoSais holestela atvasigjums56. Savienojum$8,
kas satur piridinija gredzenu, uZdija augsiku aktivitati par trimetilamonija
fragmentus saturoSu savienojur®@ [71]. Interesanti, ka savienojunt® analogs —
N-neaizvietots holestara atvasigjums ir uzadijis augsiku transfekcijas aktiviti

seruma Kitiere neka bez seruma vidlHeLa $inu finijas [72].

Akcengjot lielaku uzmaifbu uz piridniju saturoSajiem newvkajiem
vektoriem, #lak aplikosim katjonos amfifilos pirithija atvasi@jumus. Pirma
publikacija par &da tipa savienojumiem palfijas jau 1997. gad Taja apraksita
liela savienojumu grupa, kas igg no 4-pikcina, modifi€jot to par amfifiliem
piridinija atvasigjumiem 61. Sakotrgji varicti alkilaizvieto®ji piridinija 4-vietas
metilgrupai, bet &peklis piridnija gredzea alkilets ar metiljoddu. Sida veida

savienojumus @& par SAINT (Synthetic Amphiphile INTeraction) [73]
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Talak, veicot @tijjumus par SAINT gnu transfekcijas @entu strukiiras-aktiviites
skaidrojumiem, sinte&ti savienojumi62-64 un parbaudti COST-7, CV-1, BHK,
36C2.21 un HelLawu finijas. Augsika genu transfekcija sasniegta, ja R ir oleil- vai
stearilgrupa, bet laais no apskatajiem ir savienojum83 [31,73,74].

llies (llies) ar kdzautoriem veikuSi apjofgu Etijjumu trijos etapos, vagjot
aizvietosjus piridinija gredzena 1- un 2-viet (savienojumu grupdb). Pirmaj etaf
labako rezultitu uz@dija savienojum$5, kad piridnija 1- un 2-vietas ir aizvietotas ar
tetradecilgrupm, hatiski uzlabojot iepriek§os gados iegfo savienojumu UuZdito
transfekcijas aktivilti, ja saldzina ar 38kotngji sinteztajiem pridnija
atvasirajumiem 61, kuriem aizvietdji parsvag tika vargti 1- un 4-vieés [31,74].
Otraja etaa modifikacijas veiktas pie 8peka atoma pirithija gredzen, iegistot
tikai dvipu tipa piridinija atvasi@jumus 66a-c Autori atame, ka visauggiko
aktivitati uzradoSais savienojums66a kuram par saviengposmu izmanto
etilengrupu, sablizinot ar pirm& etaf@ sinteztajiem savienojumien®5a-b, toner
uzrada zenaku aktivitati. TreSaji eta@ dvipu strukiira viens piridnija gredzens
aizstits ar podru grupu: arfda, estera vai dititera. $ petijuma rezulita
lidersavienojuma67a genu transfekcijas aktivite NCI-H23 &nu finija tika
palielinata seSas reizes, ginot ar savienojum@ba Jatamg, ka savienojuméba
aktivitate ir divas reizes augéia nekk DOTAP @) [75].
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Citos etijumos, lai paaugstitu savienojumu biodegradiju, Pijpers
(Pijper), Roosjens(Roosjen)un lidzautori sintegusi 3-, 4-mono, 3,4- un 3,5-
dialkoksikarbonilpiridnija atvasigjumus 68-71 un prbaudjusi transfekcijas
aktivitati COS-7 un HepG-2iwu linijas. Visi ieditie savienojumi COS-7aéu linija
uzradija saldzinoSi idzigus rezulitus, bet HepG-2@has 1-metil-3,5-di(tetradecil-
11-<niloksikarbonil)piridnija hlofids (1) uzradija aptuveni 4 reizes augkt

transfekcijas aktiviti salidzinot ar savienojumier®8 [76-78].

R: alkil vai alkenil 69 R
R" alkil vai H n
70

Katjona amfifila bipiridinija atvasiajuma gadiuma (savienojumu66a-c
grupa) mes apskam jau rakoSo iedajuma veidu — pc katjono centru skaita
molekuk. Tos vagtu iedait monokatjonajos, kasapsvas jau tika apraksti augstk,
dikatjonajos, K, pientram, dvipu savienojumi66a-c vai 1,4-DHP atvas@umiem

37-41, un multikatjonajos sigtiskajos vektoros [79].

Pedgjos gados publiti vairaki darbi, kuros ptiti savienojumi ar paraja dda
izmantotiem gan lirgiem, gan sazarotiem alkilamonija fragmentiem, &ati
oglidenrazu kedes posma garumu starpamtka atomiem no C2idz C5 un
alkilgrupas garumu. adejadi viena molekuk apvienoti lipidomingtika un polingra

strukftiras fragmenti - savienojunt2[79,80].

Savienojums72 sawa strukiira ietver ar plasi lietos poliméra tipa gnu

transfekcijas genta polietiénimina (PEI) fragmentu, kas pat tiekwdts par ,zelta
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standartu”. PEI 25 ir univeils genu transfekcijas gents un darbojas daudz Sinu
ITnijas [81].

Jaunu pieeju siatisko vektoru pdlrajai ddai piediva Bruni (Bruni), ierosinot
tradicioralo katjonu neviila vektora molekud aizstit ar ciklisku é&teri, kas
koordinalvi var saisit meglu jonus, iegstot pozitvu ladipu molekuk [82]. Formali
Sada veida savienojum&3 masu Klasifikacijas slgma ir pieskaiims pie savienojumu

2-6 grupas, jo modifikcija ir veikta tikai molekulas pataja dda.
0
— TSP
o 7
O O o)
C T oA A st
7
O O 3
L 7
No augsik mincta varam secifit, ka visvaifik lietotais katjonu ienesoSais
elements potenglio génu transfekcijas gentu moleku ir kvaterniztais shpeka
atoms, savuitt, ka grupu var migt trimetilamoniju vai piridniju. Piridiniju saturoSie

genu transfekcijas genti vaiakos [Etjumos pa&dijusi zenziku citotoksicifti

safidzinot ar trimetilamonija grupu saturoSajiem.

Rurajot par poéras ddas nommi genu transfekcijas gentu molekud, nevar
nepiemirgt ail anjona ietekmi. Par to ir $dkinoSi maz ptijumu, bet ir konstats, ka
anjonu maija ietekng daudzus savienojumu fizik-kimiskos parametrus, pignmam,
kuSanas tempefau, &idibu, elektrostatisko mijiedaittu, kritisko micellu
koncentdciju un citus [83,84]. Lipidomigtikiem ir zirama lkdzba ar jonu
Skidrumiem, tie ir katjoni amfifili savienojumi. Sakart, jonu %idrumu ga@umos
pa@dita anjona ietekme uz daim reakcigm, pientram, lipazes kataliZ&tu
polimerizcijas reakciju vinilacétam un reakc§ ar 2-fenil-1-propanolu, kur atkia
no jonu gidruma izmantof anjona maifnas enzma aktiviate [85,86]. Gnu
transfekcijas ptijjumos savienojumu anjonu npai un &s ietekme uz aktiviti
apskaita fragmerdri. Daziem no vaik petitajiem sinétiskajiem vektoriem ir
konstatta atbilstba Hofmeistara anjonuwemgjai, pieneram, DOTAP 8) pctijumos:
HSQ; > CRSOO =" ~Br ~H,PO; ~ClI ~CH;COO >SO [49], SAINT
savienojumwbl-71gadjuma CIO, > PR > CI > BF, > I [87]. Katram konk&tajam
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savienojumam ir optifais pretjons, ar kuru var sasniegt makdontransfekcijas

aktivitati.

1.2.1.3Lipofil a dala

Klasificgjot savienojumus & lipofilas ddas tie iedas divas grups:
piesatinatu vai nepiestinatu oduadenraza fragmentu saturoSos un holastergrupu
saturoSos siatiskajos vektoros, lai gan biezi holester saturoSie newlie vektori
tiek izdaiti ka atseviga klase [38,39,88]

Alkilgrupu saturoSiem transfekcijagentiem oglelka atomu skaits alkiEde
svarstas no C121dz C18 atkaba no &, kas tiek izmantots par saviefpbsmu un
polaro ddu. Uz glicetna kazes veidotajiem liposo#lajiem vektoriem7-11 augsika
transfekcijas aktivitte ir sasniegta ar stearil- vai oleilgamp [48,49]. Turpret
savienojumienB88-40ar diviem katjonajiem centriem molekukas ir veidoti uz 1,4-
DHP lazes, transfekcijas aktidtie samazis, pieaugot alkiiédes garumam no C12
lidz C16 [56]. Reik ir atrodama literatra, kur gnu transfekcijas gents satuitu
sazarotu alkilaizviet@ju. Savienojumw4-76gadjuma vélos akcerit, ka alkikedes,
tai skai ai sazarotas, ir piesaitds pie fosfonija grupas. DieiZautori nav
izvertejusi lipofilas ddas ietekmi uz transfekcijas aktisit, bet pafdijusi, ka
augsiika transfekcijas aktiviite sasniegta ar savienojuntde ja n ir 4, kog ar
DOPE 6) [89].

n=0,1,2,3,4
a-e

Ir aprakstti petijumi, kad liposonalajiem genu transfekcijasgentiem77-79ir
modificéts lipofilas ddas beigu posms, kas ietekmsavienojuma fizikli-kimiskas

ipa8bas, saglafjot nemaingu elektrostatisko mijiedadbu ar DNS. Piegram,
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SubramaniangSubramanian)un lkdzautori modificja alkilkeZzu galus, iegstot

fluorescentus savienojumus ar samatzirhidrofobitti lipofilaja dda [90].
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GoSerons(Gaucheron)un lidzautori sa¥ petijjuma vairakiem komerciliem
transfekcijas gentiem DOTMA {), DMRIE (10) un DPPC ) alkilkedes gal
pedejiem odudenrazu posmiem pieda udenraza atomus aizit ar fluoru. Vil
uzsver, ka iegtie savienojumi ir daudzsoloSi kandidtalakiem genu transfekcijas

petijumiem [91].

Parsvag literafira apraksitajiem neviglajiem transfekcijas gentiem domia
divas alkikedes (skat iepriek§ migtos piengrus), bet ir gagumi, kad vaitk,
piengram, dvipu savienojumi agetram alkilgrupggm. Tas skaidrojams ar optitako
pakoSaAs parametru, kas p=1/2-1, lai, noakot tdens vi&, tie veidotu noteikta
izméra nanoagregus [52,61,74,92].

Noskdzot pirnis apaksklases raksturojumu, varam secka lipidominetiki
ka nevialie transfekcijas genti ir saidzinoSi kompli€ti pec savas uzives un
funkcijam, jo tie saturoti plasu funkcioalo grupu kkstu, kas ietekm transfekcijas
aktivitati. Sintetiska nevirala vektora paira dda nodroSina komplekSanos ar DNS,
nosaka lipopleksa virsmasadinu, nodroSina saifanos ar #as virsmu u.c.
Savienoijposms atkaba no @ kimiskas strukiiras nosaka lipofils un poiras ddas
novietojumu telp, var piedaties DNS komplek&Sara, piekirt génu transfekcijas
agentam ledas specifiskagpadbas, pieraram, buferkapaciti u.c. Lipofila dda
nodroSina liposomu vai citu nanoagitg veidoSanosuden, lidzibu ar dabas
izcelsmes lipdiem, kas nepiecieSamgerttiska materila nodgidaSanai #na, u.c.
Apvienojot auggik mingto tiek ieditas strukiiras, kuras ir iesgfamskimiski modeét

akfivaku genu transfekcijasgentu iegiSanai un ptisanai.
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1.2.2 Polimeri

Poliméra veida savienojumu izmantoSana par rsajiem ¢ggnu transfekcijas
agentiem ir loti plaSi @tita. Par to liecina zhiniskap literatira atrodamie
apskatraksti [39,93]. Lai a& savienojumu klase iioti plasa, tiks dots tikai ieskats
un nedaudzi pieami par polineru genu transfekcijas gentiem un iedajuma

iesgEjam, jo misu nerkmolekulas navis savienojumu klasegifsaviji.

Jau 1975.gadtika pieadits, ka poli(L-lizns) @0) sgej kondenst DNA, lidz
padija 12 gadi, kad tika pubkti pirmie rezulfiti par genu transfekciju, vagjot lizina
lineara poliméra molekulmasu [94,95]. Sadrviens no izplatakajiem polingrveida
genu transfekcijas g@entiem ir polietienimins, kurS ir visplagk pielietot
standartviela. Valikos [Etijjumos ir pa#dits, ka gan lingra, gan sazarét
polietileniminaforma ir akiva. Par standartvi@in visbieZk tiek izmantotas PEI 25
(81 (sazarat forma) un PEI 22 (lirea forma). Ar skaitli aiz ssinajuma PEI
apAZmé ta molekulmasu, piedram, 25 kDa vai 22 kDa. Sie ir tikai divi piémno
liela poliméru savienojumu Kista. Tapat (Etijjumos var izmanot polisalidus —
ciklodekstinu vai citoznu, dendrindrus, daidus kopolingrus un bionardamus

polimérus, lai no¥rstu polineru uzk@sSanos organisanu.c. [96].
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Meklgjot jaunas strukiras un cenSoties uzlabot poéima savienojumu gnu
transfekcijas aktiviti, iegati un petiti poliméru atvasi@jumi ar holestana,
piridinija, spermigha un citiem aizvietajiem [97,98]. Tapat gEtiti polimeru
atvasirajumi, kas litu lidzigaki dabas izcelsmes poliériem — policukuriem, vai ar

tie batu bionardami polimeri [99].
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82

Biezak petijumos pielietotie ir dekstna vai citozna 82 atvasiajumi, ka ai
dekstina cikliska forma. Pieraram, ir noskaidrots, ka A54%i8u linijas pieaug gnu
transfekcijas aktivitte citoana82 poliméram palielinota molekulmasu no 7dz 540
kDa [100]. Tapat polin€ra tiek varkti aizvietogji pie shpekia atomiem, optimigot
virsmas #&dinu, uzlabojot buferkapaaies ipagbas un mazinot agraégjas Sgju,
tadejadi uzlabojot gnu transfekcijas aktiviti [101-103].

Savukirt, biodegradcija ir nepiecieSama, lai polipleksam rakaot ina saktos
poliméra sabrukSana, atlojot komplek§to DNS molekulu un samaztu polingra
toksicitati. Biezak pielietotie biodegradablie fragmenti poim kéde vai sanu atzaros

ir bisulfidu fragmentsf-aminoesteri, poli(4-hidroksi-1-privla esteri) [99,104-106].

Dendrimérveida transfekcijas agenti

So savienojumu nosaukums iElies no gri&u valodas ¢endrori — koks,
»mero$ — dda. Un tiem irloti liela lidziba ar stipri sazarotiem polémem, toner
butiski atkiras to iegSana. Dendrigra kodols var Bt gan viens atoms, ganiar
saregitakas uzlnves molekula, no kuraglik atzarojs divi vai vaigki zari. Zarus
veidojot skni pa sinim, ko cve par paaudam, iesgjams iedit trisdimensioalus

nanoagregfus ar noteiktiem izgriem.

Genu transfekcijas gifjumos ir atkdjies, ka lutiskakais ir, kuras paaudzes
dendringrs tiek izmantots transfekcijai. Dend@nem ar mazu paaudzesriu ir
zems virsmasatlinS un idz ar to tie @ji saisés ar DNS, turprétdendrineri ar lielu
paaudzes dtu labi saists ar DNS, bet to molekulas izm pieaugums samazina
genu transfekcijas efektiviti [107]. Dendringrus iedala idzigi ka polimerus Ec
lietota monongra. Sikotrgji bija pec struktiras vienkirSaki savienojumi, piereram,
poliamidoanida, polipropiénimina dendrindri. Meklgjot efekivakus transfekcijas
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agentus ir sinte&i komplicétakas strukiiras dendrir@ri, piengram, pirmis paaudzes

poliaminofosfna dendrirari 83 [108].
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Ir noskaidrojies, kaloti liela noZme ir tieSi argjam shnim, kas veido
makromolekulas virsmu. Tiek veiktas ddas modifikicijas, lai uzlabotu vai vismaz
saglalatu tap pad Ilimen transfekcijas aktiviti, bet samaziitu dendringra
toksicitati. Pieneram, tiek piedvats argja slana amonija grufs adegraza atomus
aizvietot ar metil- vai hidroksietilgrap, lai uzlabotu transfekcijas aktigit
(savienojums4) [109].
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1.2.3 Nanoddinas

Attistoties nanozitnei arvien vaiik tiek izmantotas zelta, dzelzs,isija un
citu elementu nanodiaas [110,111]. K DNS nesjus izmanto oglela nanovadus,
fullerenus [112]. dpieZmg, ka biezi nanod&as izmanto kopar liposonalajiem vai

poliméru transfekcijas gentiem vai ar to struktiras kimiski modificg, lai
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savienojumi sptu saistties ar DNS un #itu stabili %idumos [113], pieram,

oglea nanokiedras modifi€tas ar amfifiliem aizvietajiem [114].

1.2.4 Genu transfekcijas agenti ar buferkapacitatesipagbam

Loti svaigi, lai eksperimenta lalk katjonajai liposomai k&rsojot finas
endosoralo ddu, netiktu maifts endosomas vides pH, kasls#s vides gaguma var
novest pie DNS degradijas. Tapec mekE sinktiskos vektorus, kas uala
buferkapacites ipa3bas fiziolgiskap pH apgabal 5,5 kdz 7. Tadi singtiskie
vektori ir atrodami gan starp figveida, gan poligru transfekcijas gentiem.
Buferkapaciiti savienojumiem nodroSina viena vai RS
protoreties/deprotodties s@jigas grupas. Poliethimini, pateicoties daudzan
aminogrugm polimera, tiek uzskati par lakakajiem nemairgas vides pH
nodrosSinatajiem fina. Neviralais vektors PEI 2581) tiek devets pat par protonu
»Sukli” [81,115], jo labi sgj saglalat nemaidgu vides pH @rtibu. Toner, lai
samaziatu savienojuma toksidti, bet saglaBitu buferkapaciites ipa3bas,
aminogrupu iesaka aizstar heterociklisku sistnu, piengram, imidazola grupu, jat
S[Ej gan protogties, gan deprot@ties un ie@gtais kdinS tiek delokalizts imidazola
cikla [116]. Divus katjonos centrus saturoSie dihidrimfpiva atvasigjumi 37-40
uzrada bufetpadbas fiziolgiiskag pH apgabal bet vienu katjono centru saturoSi
dihidropridina atvasiajumi 33-36 bufefpaidbas neuzda. Lai ar vienu un divus
katjonos centrus saturoSiem 1,4-DHP atv@gamiem33-36un 37-40at&iras katjona
novietojums molekdl iesgjams, ka tieSi savienojumu grupdr-40 1,4-DHP NH
protona kusgums padara tos par augst genu transfekcijas aktiviti uzradoSiem

savienojumiem sadzinot ar monokatjonajiem 1,4-DHP atvagimiem 33-36[56].

1.3 Dihidropirid inu biologiskasipaSbas

Misu sintezto merkproduktu strukdras ietver 1,4-dihidropiritha fragmentu,
kura atvasigjumi ir potencili farmakofori, Gpéc Saji nodda aplikosim 1,4-DHP
biologiskas aktivitites, kdas va&tu uz@dit musu sinteztie savienojumi, adgjadi
veicot ne tikai transportfunkciju, bet pildail\kadu citu funkciju.
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1.3.1 Farmakoforasipadbas

1,4-Dihidropiridina atvasiajumi iepem [oti noZmigu vietu medithaskimija
un biomeditna [117]. Tie ir plasSi paistami kK kalcija karalu modulatori kardio-
vaskuhru slimibu gadjumos [118-120]. K jau mirets ievad, tad 1,4-DHP molekula
aizvietotjus, var iegt 1,4-DHP atvasifjumus ar da@am biologiskam ipagbam.
Tie var iedarboties uz dadiem receptoriem un jonu kalrem [121-123]. Ir ziami
1,4-dihidropiridna atvasiajumi ar antioksidantu [124-126], pretiekaisuma [11228],
radioprotekivam [129,130], pretvza [131,132], antidiadta [133,134], imunomodu-
latoram [135], neiroprotekvam [136,137], antibakteztiam [138,139], antivi&lam
[140,141], multirezistenci nemo&m [142,143Jipasbam. Pieadits, ka katjonie am-
fifilie 1,4-DHP atvasiajumi uzrada ar augstu gnu transfekcijas aktiviti [56,144].
lepriekS uzskaitas 1,4-DHP atvasijumu biolgziskas ipasbas ir pzina, pvar
prognozt, lai, veidojot potengio genu transfekcijas gentu molekulas arhiteiatu,
varetu pastipriat velamo vai izvaitties no neslamas farmakolgiskas aktivitates.
Idealizjot iepriekS raksto, jamégina iedit transportmolekulas, kas vienlagc batu
genu transfekcijas genti ar augstu transfekcijas aktatitun papildus @ uzraditu
citas farmakolgiskas ipasbas, kas piefh 1,4-DHP atvasi#ijumiem, piendram,

neiroprotekivas, antimutagnas, pretéZza un antimetastatiskgsa3bas [145,146].

1.3.2 1,4-Dihidropirid inu membranotropasipa3bas

Neviralajiem vektoriem, lai nogpatu gerstisko materilu sinas lidz kodolam,
ir jaskerso $inas memkmna. Savienojumud3-36 kuriem ir noteikta gnu trans-
fekcijas aktiviite, tuviem analogier85-89ir parbaudtas membranotrgs ipasbas.
Literatira apraksita 4-N-alkilpiridil-1,4-DHP atvasiijumu 85-89sgja inkorpokties
fosfolipidu 1 moddmembanas.

R: 85CH;,
86 C,H,
87 C,H,
88 CyH,q
89 C gHs,
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Noskaidrots, ka, palielinot alkitdes garumu pie kvaterriz slapeKa piridinija
gredzen, pieaug savienojumu &g inkorpogties fosfolipgdu modémembanas. S
sakarba izpildis ar augstu koratijas koeficientu B=0,979 (A, 1.8. a#ls). Rezulati
liecina, ka modenembénas vislalak inkorpogjas 1,4-DHP atvasi#jums89, kam N-
aizvietotija alkilkedes garums ir C16 (A, 1.8. &) [147].
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1.8att. A: N-Alkilpiridil-1,4-DHP 85-89 atvasimjumu inkorpogSanis
mod¢membinags atkaiba no alkilkedes garuma pie kvater@iz
piridinija N-atoma.B: DPPC 1 liposomu DSK termogrammas 1,4-dihid-
ropiridina atvasiajumu 85-89 klathitne [147]

Literatira dots ieskats par savienojurig-89ietekmi uz memlanu fluiditati,
nosakot @glu—&kidro kristalu fazu parejas temperatu ar diferendilas skemjoSas
kalorimetrijas (DSK) metodi dipalmitoilfosfatidillima () liposonam piridinija
atvasimjumu 85-89 klatbatng (B, 1.8. atkls). Fetijuma noskaidrots, kaakzu parejas
temperairas nolde palieliras, pagarinoties alkilgrupas aizvietjgim pie sipela
atoma [147].

1.4 Katjonu amfifilu 1,4-dihidropirid ina atvasirajumu iegaSana

Ir pagajusi gandiz 130 gadi kopS pirmo reizi tika sintz pirmie 1,4-
dihidropiridina atvasigjumi, bet \&l joprojam singtikiem ir plass darba lauks pie
jaunu 1,4-DHP atvasifiumu sintzem. Sadu neprtraukti jaunu savienojumu
meklejumi ddgji hidrétu skpekli saturoSu heterociklu riadr izskaidrojami ar to
lielo lomu biolgsiskajos procesos. 1,4-DHP gredzenam ir dgspdaadot
aizvietofjus septnas vieks, kas palielina iegpamo strukiiru variaciju skaitu unlauj

iegat 1,4-DHP atvasifjumus ar daudun farmakofoim ipasbam [122]. Ta ka 1,4-
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DHP sintze nav darba priamais uzdevums, bet tikai metode pamatizejvielu

iegaSanai, literatras apskatSo jaujumu padZinati neapskasim.

1.4.1 1,4-Dihidropirid ina 2,6-dimetilgrupu funkcionalizeSana

Viena no iespjam, lai tlakas reakcigs iegitu katjonus 1,4-DHP
atvasiajumus, ir veikt dazdas modifikicijas 1,4-DHP atvasi#jumu 2,6-
dimetilgrugs. § metode ir galvenais skitskais ¢S, ko ngs izmantosim katjonu
amfifilu 1,4-DHP atvasimjumu iediSanai. $8kotngji veicot 2,6-dimetilgrupu
halogesSanu, izmanto brogpsos g&entus. Literaira ir aprakstti vairaki reggenti un
apstikli, ka veikt halogeaSanas reakciju heterocikliskas 8mfas anu kedes [148-
150]. Toner darbu, kuros iitu apraksta selekivi veikta 1,4-DHP atvasijumu 2,6-
dimetilgrupu halogetsana, ir satizinoSi maz. Pajusa gadsimta astmlesmito gadu
beigas pirmo 1,4-DHP 2,6-vietu brad®anu veica Kacakly). ledarbojoties uz 4,4-
dialkilaizvietotu-2,6-dimetil-1,4-dihidropirichu 90 ar bromu hloroform vai
dioksandibronidu diokgna tika iediti 1,4-DHP bis(brommetil)atvasijumi 91.
Savukirt, ja broms tieknemts farakuma un reakcija veikta ledus k#ikabg, rodas
bis(dibrommetil)atvasigumi 92 [151-153].
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2,6-Dimetil-1,4-dihidropiridna atvasigjuma metilgrupu funkcionaléSanai

ka brongjoSo agentu var izmantot N-bromsukcinidu (NBS) [154-157]. Atkaba no
bromgjosa regzgenta daudzuma un reakcijas aglem, iesgjams iedt gan 1,4-DHP
bis(brommetil)atvasigjlumus 94, gan bis(dibrommetil)atvasiumus96. Jatzame, ka
iegatie brommetilatvasi@umi ir termiski nestabili, ja 3,5-via$ ir estera grupas, no

tiem pie paaugstitas temperatras elimirgjas alkilbromds un notiek laktona cikla
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sastgSans par atbilstoSo furo-1,4-dihidropititu 95, bet dibrommetilatvasiumi

tajos pasSos apstlos ir stabili [154].

Ph
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ZC HsBr
HC N CHy BrH,C

93 \E‘BS 94 95

0
H.C, oocfi[cooc He ;t g

Br,HC CHBt,
96

Vel 2,6-dimetil-1,4-dihidropirisha atvasigjumu metilgrupas brog$anai
iesaka lietot pirithija perbroridu (PyHBr®), reakcifi iegist produktu, kurs veido
monobrommetilatvasigpumu  [158,159]. PBtjuma par enantiatu 1,4-DHP
atvasirajuma 97 2,6-metilgrupu selektu brong€Sanu, izmantojot dadus piridnija
perbromda atvasigjumus, lai reakcija notiktu pie malz sEriski apgitinatas
metilgrupas iegstot produktu98, noskaidrots, ka brog8anas reakdj augsika
regioselektiviite sasniegta ar lutida perbromdu, zenaka bija dimetilaminopiritha
perbromdam un tikai pc tam piridnija perbroridam.
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Regioselektiviite noteikta reakcijas majsmam izmantojot augstas efektatis
&idrumu hromatodifijas (AESH) metodi, bet izdah produkta izakums ir no 56 —
65% [160].

Loti biezi 2-brommetil- vai 2,6-bis(brommetil)-1,4hetropiridina
atvasinjumi nav gala produkti, bet tos izmanta kzejvielas lakam molekulas

modifikacijam, piengram, veicot broma nukleofilu aizvietoSanu.

43



1.4.1.1Piridina sanu kéZu bromeéSana

Nedaudz aplkosim 2,6-dimetilpiridna brongSanu, jo mis interegja iedit
analogu modeavienojumu - 1,4-dihidropirida atvasiajuma oksi@to formu. Viens
no sinttiskajiem céiem ir idzgi ka 1,4-DHP gaguma - 2,6-metilgrupu brogsana.
Jaatzme fakts, ka Saj gadjuma halogeRSanas reakcijasasu kédés notiek gitak.
Lai iegatu atbilstoSos di(brommetil)atvagjomus, reakcijas veic baiigos apstk]os,
ka, pieneram, ar N-bromsukciniidu, reakcijas maigmu apstidajot ar
mikrovilniem. Reakciju veicot matas attiegbas 1:1 iegst produktul00 ar 40%
iznakumu. Gosvam{Goswami)un dzautori veica analogus eksperimentus ar citiem
metilaizvietotiem piritha, pirazna un benzola atvagsijumiem. leditie

brommetiEnproduktu izakumi svarsfijas no 25 — 40% [161].

_ NBS MV _
. — |
N NS
N H,C™ N7 CH,Br
99 100

Literatira apskaita pikoiina atvasigjumu (tai skaid 2,6-lutidina ©9)) un
toluola atvasigjumu (tai skaii 1,3-ksilola (02) metilgrupu brordSana ar NBS. Pie
viemadiem reakcijas apaitliem izdaitie piridina atvasigjumi 101 ieguti ar
augsikiem izrakumiem nek benzola atvasijumi 103 Saldzinot reakcijas
iznakumus, nogrojama likumsakaba, ka elektronakceptoru aizvietjt atraSaas
cikla (pikolina vai toluola) dod ze®mkus metilgrupas broesanas reakcijas
iznakumus nek elektrondonoru aizvietdju saturoSu aroatisku atvasigjumu
gadjuma [162,163].
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Literatira apraksttajos [@tijumos apiikotas at citu metilaizvietotu
aronatisko sisemu metilgrupu brorgSanas reakcijas [164,165]ed@jos gados tiek

piedavats reakcijas maipimu apstarot ar mikroisgiem [150,166].
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Podgorseka(Podgorsek) un fdzautori veica daxlu 4-aizvietotu toluola
atvasinjumu 104 brontSanu ar NBSudens Eiduma ieverojot zdas kimijas
principus. legti benzilbromda atvasiajumi 105 ar [oti augstiem izakumiem [167].
St pati Etnieku grupa, veicot paril petijumu par brorgjoso gentu izmantojot HBr
adens vi@, noskaidroja, ka lalikas mohkras attiedbas izejvielai pret bFO/HBr para-

terc-butiltoluola gadiuma ir 1 mols izejvielas, 2 moli O un 1,1 mols HBr.

Dotas brongSanas reakcijas notiekk@radilalu metanisma, ipéc biezi tiek
lietoti dazdi radikalu iniciatori - benzoilperoKds, azobisizobutironitrils, ultravioket
gaisma, K af ultraskaa (US) vai mikrovini (MV). Literatara mingts piengrs, ka
metilaizvietotu aroratisku sisEmu brongjot ar N-bromsukcinirrdu, reakcija notika
regioselekivi atkafiba no apsikliem - US vai MV. Par iniciatoru izmantojot
ultraskau notika reakcijas arofitiskaja sisema, turpret mikrovilnos reakcija notika

sanukedes — metilgrups [168].

1.4.2 2,6-Bis(brommetil)-1,4-dihidropirid ina broma nukleofila aizvietoSana

Lai talak varietu 1,4-DHP 2-6-vietas, i@gtot daZdus aizvietatjus saturoSus
savienojumus, literata plasik aplikotas ir 2,6-bis(brommetil)grupu haleta
nukleofilas aivietoSanas reakcijas. Pirmie eksperimenti veiktboromatvasigjumu
106, kura nukleofiis aizvietoSanas reak&ipgr ot€jiem amniem, ratrija metilatu,

natrija aadu u.c. savienojumiem, iag 1,4-DHP atvasigjumi 107 [169].
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Apraksita af broma atoma nukleofila aizvietoSana ar pigend piperama
atvasirajumiem, cikloheksilarmu, piridinu, imidazolu, morfahu, tioufnvielu,
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tiofenolu un & atvasiajumiem. Reakcijas produkti ar pifitki un tioutnvielu izdatti
salu veida [158,170,171]. 3pat, izmantojot &u reakcijas shmu, Membanakivo
savienojumu um-diketonu laboratordj sintezti potencilie génu transfekcijas genti
- savienojumu grupa7-41[56,172,173].

1.4.3 Piridina un ta atvasimajumu kvaterniz acija ar halogenalkaniem

Analizgjot polifunkcioralo katjono @nu transfekcijas gentu strukiras,
nepiecieSamgsunt aplikot piridina kvaterniZcijas reakcijas, akcegot ieprieks
apskaito broma nukleofilo aizvietoSanu no nukledfiregzenta klasifikicijas
viedoKa, lai noskaidrotu galvés likumsakaibas. Lai no piritha ieditu piridinija

atvasirajumus, bie#k lieto kvaternizcijas reakcijas.

Piridina kvaternizZcijas reakcijas ar alkilhalogediem ir paistamas un
santra daudz ptitas [174-176]. Pirithija salu iznakums un reakcijas laiks ir atkgs
gan no aizvietajiem piridina cikk, gan ar no aizvietodja halognalkana, ta
elektronislkis un striskas dabas [177-179].

R X
O %O
N R N—<
X AR
108 109

X: aCl;
b Br;
cl

Ja reakciju veic ar piridu, 3-metil- vai 4-metilpirithu un metiljoddu, iedist
produktu 109c ar gandiz kvantitatviem izrakumiem unisa reakcijas laik, toner
pagarinot alkikcdes garumu alkiljordla, reakcijas izakumi samazias. Uzskata, ka
kvaternizcijas reakcija notiek g bimolekufiras nukleofits aizvietoSass
mehanisma [180]. Regttspeja palieliras halognalkanu rinca Cl < Br < | [174,175].
N-KvaterniZtu saJu veidoSaas gaitu nosaka aralkilejosa regienta uzhve, ja
halognalkans satur elektronakceptorus aizviejos reakcijas notiekatrak un ar
labakiem izrekumiem, sadzinot ar elektrondonorus aizvieipts saturoSiem
halognalkaniem. Piridna, hinoina vai izohinaina reakcija ar bromacetonu,
fenacilbromdu, hloracetonitrilu,a-halognskibju esteriem notiek satisaceton,
istabas temperaa, veidojot N-kvaterniztus @lus ar augstiem izaRumiem
[177,178].
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Batiska ietekme uz pirichija sls  izmakumu ir  sEriskajiem  un
elektroniskajiem efektiem.al pientram, 2-metilpiridna 110 N-kvaterniZSana norit
daudz gatak, un produktu izakumi ir zen@ki, saidzinot ar neaizvietotu piridija
salu iznakumiem [180]. Lai samaziitu reakcijas laiku un palielitu reakcijas
iznakumus, piridna N-alkieSanas reakcijas piaeh veikt mikrovinos, kur bez
Skidinataja 1sa laika iegati 1-metil-imidazolija un pirid@nija sali ar loti augstiem
iznakumiem 89-98% [181].

110 CH,R

R: a COOC,H,, b CONH,, ¢ COC¢H,, d CN,
e CgHy, f p-NO,-CiH,
X=Br, Cl

Apskatot SAINT savienojumus li##a dda no N-metilpiridnija atvasia-
jumiem ir iegiti alkilgjot atbilsto$os pritha atvasiajumus ar metiljotu. Sajs reak-
cijas alkilcjoSais regents nemts @rakuma molu attietbas no 1.5 idz 1:20 -
piridins:metiljodds. Piridna atvasigjumi ar gariem alkilaizviet@jiem 4-viet deva
gandiz kvantitatvus reakcijas izikumus stundas laik Savulirt, ja alkilgrupa pie
piridina gredzena piesaitst caur karboksilgrupu reakciju i@kumi samaziajas lidz
50% no gaitta. Ta 3,5-dialkoksikarbonilpirithu N-alkileSanas reakcijai, lai i@gu
savienojumurl, reakcijas maigums bija \arits 24 stundas un metiljods lietots 20
kartiga parakuma, tomer produktu izakumus izdegs sasniegt tikai 50% ayama
[76,77].

Piridinu N-alkileSanas reakcijas apkti aprakstti vairakos darbos [177,178,
182,183], iesakot pirithu apstidat ar alkikjoSu a&entu acetof etancd, etilaceita,
acetonitrib. Literatira [184,185] tiek pieavats 2,4-dimetil-3-nitropirighu vai 2,4-

dimetil-5-nitropiridinu kvaternizt ar bromacetonu etilmetilketawvai acetonitrii.

1.4.4 1,4-Dihidropirid ina atvasimjumu oksidéSana
Pedgjos gados 1,4-dihidropirida atvasiajumi literatira tiek galvenokrt
apskatti ka fiziologiski un biolgsiski akiivas vielas. % ipadbas tika apskihs
ieprieks (1.3.1. noda).
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Tomér ne mazk svaigs [Etijjumu virziens 1,4-DHPkimija ir to sgEja
oksicsties — par atbilstoSajiem pifith atvasigjumiem. Siem ptijumiem nav tikai
teoretiska interese,atir pamatreakcija dzibas procesos, kas saiatar nikotnanida
adenina dinukleoidu un to fositu transformcijam (NADH<—NAD; NADPH

—NADP), kas ir galvenie metabolisma um8 enegijas ieguves procesi [186].

112R=H (NADH)
113R=P(0)(OH), (NADPH)

NH,

N OH

X,

I |
0—p—0—pP—0 N
N H Il Il o
O O L
OR HO H H
OH

H O H
114R=H (NAD)
115R=P(O)(OH) (NADP)

|

Joropm peta un diskw par 1,4-dihidropirithu iesgjamo oksi@Saras
reakcijas meinismu [186,187]. NADH oksigsaris par NAD ietver divu elektronu
un viena protonagmnesi un CH saitekeglSanu. Literatra tiek piedivati un apskati
divi fundamenili atirigi melanismi: vienas stadijas (vienlaga) vai vaiiku
stadiju (pakpeniska) elektronu uidenraza parnese, vai ¥lakajos gados — elektrona-

udegraZza vai divu elektronu-protonanpese [186,188].

Guengeria (Guengerich)grupas ptijumi rada, ka viens no galvenajiem
biologiski akivo 1,4-DHP atvasijumu metabolisma ¢em vagtu bit to oksidSa-
nas par piridna atvasigjumiem ar Citohromu P450 (CYPj katalizatoru [189,190].

Tapat plaSi tiek ptita af dazadu 1,4-DHP atvasiumu elektrimiska
oksiceSana [191-194].alizsver, ka literairas datu Kista ir atrodami atsevid darbi
par katjonus aizvietajus saturoSu 1,4-DHP atvasjomu elektré&imisko oksi@Sanu,
kas realizta Latvijas Organisis sintzes institita. Elektrdimiski oksicjot katjonos
aizvietotjus saturoSos 1,4-DHP atvagmmus iegiti atbilstoSie katjonus
aizvietosjus saturoSi piritha atvasiajumi [191,195].
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Ka apliecina literatras anake, interese par 1,4-dihidropitidi oksid¢Sanu
nav mazigjusies. Rdejos gados tiek me&li un petiti arvien jauni 1,4-DHP
aromatizcijas varianti gankimiski, gan elektrbimiski [196,197]. Nedaudz
apskatsim kimisko oksi@taju variantus — gsturiski pirmie tika lietoti sipekskabe
[198,199] vai reakcijas vidgenetts shpeka oksds [200,201]. ¥lakajos gados 1,4-
dihidropiridina atvasigjumu oksid¢Sanai tika piegivati daudzi jauni neorganiski
regzenti un reakcijas €imas, pierdram, b[202] neorganisks skibes: oksons, HI¢)
HIOes [203], dazadi hroma atvasi@umi [204,205], KMnQ [206], Zr(NO3)4 [207],
Bi(NO3)s [208], Mn(OACc); [209], Pb(OAc) [210], RuC} [211], Fe(CIQy)s/AcOH
[212] u.c. Tapat tiek p@tita 1,4-DHP atvasijumu oksidSana par piritha
atvasirmjumiem, reakciju veicot mikrotios [213]Ipasi grilgtos atzmet aif 1,4-DHP
izmantoSanu X videi draudmus un droSus rgantus (Brgnsted skes) daizdu
organisko savienojumu grupu redganai [214,215].

Tomer jaatZmg, ka, lai gan literatra daudz tiek ptitas 1,4-dihidropiritha
atvasinjumu oksidSanas iesyas, tongr praktiski nav datu par katjonus

aizvietotijus saturosu 1,4-dihidropifida atvasiajumukimisku oksi@Sanu.

1.5 PaSorgani#josos katjono amfifilo savienojumu veidoto

nanoagreditu raksturoSanas metodes

Amfifilo katjono genu transfekcijas gentu veidoto liposomu vai cita veida
nanostrukiru raksturoSanai un épSanai literaira piedivatas daidas metodes,
piemeram, gaismas mikroskopija [216], elektronmikroskap{EM) [217], krio-
elektronmikroskopija [218], atom&ku mikroskopija (ASM) [219], Saura hnga
rentgendifraktometrija [220], kodolmagjiska rezonanse [221] u.cik&k aplikosim
metodes, kuras izmantotas darb iegito  nanoddnu  raksturoSanai.
Elektronmikroskopija urkrio-elektronmikroskopija dod iesju raksturot asoatu
formas un izrarus divas dimensis [222,223]. Gaismas izkliedes mikroskopgaj
spriest par nanoagrag izneriem un liposomas virsmagadinu [224]. Atomsgku
mikroskopija, savukt, dod iespju noteikt liposomu izrerus trijas dimensis un

vizualizet parauga virsmu [219].
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1.5.1 Gaismas mikroskopija

Vienkarsaka un \esturiski ve@ka no mirgtajam meto@m ir gaismas
mikroskopija. Ziami vairaki piemeri, kad ar gaismas mikroskopu ir redzams, ka
savienojumi idens Eidumos veido lielus agretys. Ka vienu no migtajiem
gadjumiem var atmmét Sadu supermolekulu asatu veidoSanos, kas nénota
amfifiiem uridina fosfatidilhoina 14 analogiem, kuriadens Eiduma veidojusi

multilamellras sistmas (1.9. a#ls) [53].

0 /
o—|ID SN
0 TESERNTAN
7\ (0]
o

14 )

1.9att. Savienojumal4 asociiti zdens gidumz, atteli iegati ar gaismas

mikroskopu, baltais nogrieznis 3fn [53]

Katjonie amfifilie 1,4-DHP atvasijumi 33-36 un 37-41 veido kdzgus
agregtus adens §idumos. Sdus prinaros eksperimentus bija veikusi Huvonena
(Hyvonen saw diserficija [225], mrbaudot, vai savienojumi veido liposomas un vai
tos iz\&leties alakiem Etijumiem. Tongr S metode nav piednotaka liposomu
petijumiem, jo gaismas mikroskopa kifispeja ndauj apskat sikus objektus, kuru

izmeri ir dazi simti nanometri, bet iegjams tikai reistrét pasagreggiju.

1.5.2 Elektronmikroskopija

Vesturiski no gaismas mikroskopa 20.gadsimta 30.g8lagadta caurejos
starojuma elektronmikroskopija (TEM) no kuraslak 60.gados alak attstjas
skergjosa elektronmikroskopija (SEM). AbagsSmikroskopijas metodes gan TEM,
gan SEM deva iesjpu aplikot daudz #&akus objektus, iegstot divdimensioalus
at€lus ar iz&irtspeju lidz pat daziem nm. Aftoties tehnolgijam tika izveidots
zemas temperatas elektronmikroskopkiio-TEM), kas deva iegu uznpemt atélus
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sasaldtiem paraugiem [226].1S metodes priek3rtza - liposomasalos paraugos

saglala savu strukiru.

1.10. att. Savienojumall6 veidoto liposomu krio-TEM a, baltais
nogrieznis 100 nm [227]

Pientram, 1.10. afla redzamas holesti@a lipida 116 gan multisipainas,
gan vienlaras liposomas. Sajmetod biatiskakais ir, ka & dod iespju aplikot
nanodéinu agregtus %iduma. Saldzinot ar klasiskamn elektronmikroskopijas

metodm paraugi netieka¥eti, jo tas var ieteki@t ddinu formu gala a#la.

1.5.3 Atomspeku mikroskopija

Pagjusa gadsimta 80. gados tika &l jauns mikroskopijas paveids —
atomsgku mikroskopija, kura strauji asfijas un Solkid jau ir plasi pielietota
mikroskopijas metode. To var izmantotjumos par nanodau izmeriem,
porairibu, abraziviiti, tirtbu, koroziju, metlu parklajuma, kK af materilu virsmas
anaizes [219,228-234]. Zenk paidita (1.11. afls) savienojumal liposomu
vizualizacija uz vizlas ar atomsgu mikroskopu iegstot analizjamas virsmas
topogafiju (A, 1.11. atéls) un blakus (B, 1.11. @t6) paadits analizjamas virsmas

profils pa iz\&létajiem nogrieziem.
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1.11. att. A: Fosfatidilhoina 1 liposomu ASM afts uz vizlas; B:
fosfatidilhoina 1 liposomu g&érsgriezuma profils pa nogrigiem
(sarkano un zm) [219]

Atomsgeku mikroskopija liposomu (nanotiau) petijumiem tiek izmantota
arvien vaiak [235,236]. & dod iespju iegit informaciju par parauga morfofu,
izmeriem, ka ail melenisko iztuibu.

Biezi liposomu ptijumiem lieto vaitkas metodes (gan ASM, gan SEM u.c.)
parakli, lai preazak raksturotu paraugu un iy maksinalo nanoagrega
raksturojoSo inforraciju [237].
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2 REZULT ATI UN TO 1ZV ERTEJUMS

Membranakivo savienojumu uf-diketonu laboratord ieprieks bija sinte3i
katjonus aizvietafjus saturosi 1,4-dihidropirida atvasiajumi, varigjot katjonu skai-
tu molekuk (vienu vai divus) un lipofilo aizvietaju garumu un vietu. No gobau-
ditajiem savienojumien33-41visaugsiko genu transfekcijas aktiviti bija uzadijis
1,1’-[(3,5-didodeciloksikarbonil-4-fenil-1,4-dihidpiridin-2,6-diil)dimetikEn]-bis-
piridinija dibromds 38, ka jau bija mirgts literatiras apskat1.2.1.nodda [56,172].

Par promocijas darba amki izvirzijam jaunu, potenali aktivaku genu
transfekcijas gentu meldjumus: jaunu potengio génu transfekcijas gentu singzi,
merktiecigi mainot molekulas patas ddas aizvietdjus akivakajam no idz Sim
zinamajiem @gnu transfekcijas gentiem - savienojumar38, lai skaidrotu katjono
amfifilo 1,4-dihidropiridna atvasigjumu strukiiras-aktiviites sakabas, ptitu

struktiras — fizikali kimisko parametru saistu, mekétu vel akfivakus savienojumus.

Tadgjadi promocijas darb tika izvirziti uzdevumi, kaslautu sasniegt
izvirzitos nerkus: atist amfifilo 1,4-DHP atvasiijumu izejvielu ie@Sanas
metodes; sinte&t un raksturot jaunu ginalu katjono amfifilo 1,4-DHP savienojumu
grupu; p@tit molekulas katjono centru aizvieipt ietekmi uz potené@lo genu
transfekcijas gentu buferkapaditi, sintezjot molekulas, kas 1,4-DHP cikla 2,6-
vietas piridinija cikla satur daZdus elektroniskos efektus @dosSus aizvietajus;
parbaudt to bufefpadbas; analigt strukiiras — aktiviites sakabas; veidot akva
savienojumadvipu tipa atvasigjumu ar dubultu lipofilo un dubultu katjono
aizvietoiju skaitu molekul, lai skaitu struktiras-aktivitites sakabas; realizt
katjono 1,4-dihidropiritha atvasigjumu oksi&Sanu, lai iegtu ies@jamos
metaboaitus un ptitu potencilo génu transfekcijas gentu kimiskas ipasbas; ie@t
Iidz Sim akivaka potencila génu transfekcijas genta anjonu analogus, laktpu
struktiras-aktiviites sakabas Hofmeistera égsjas anjoniem; veikt jaunsinteto
savienojumu farmakofpsko ipa3bu parbaudes, un to veidoto nanoagditeg

raksturojums.
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2.1 Katjono amfifilo 1,4-dihidropirid ina atvasirajumu iegiSana

2.1.1 Acetetikskabes dodecilestera un 3,5-alkoksikarbonil-1,4-dihidspirid ina

atvasinajumu sintézes

No literatiras ir zirams, ka sirdtisko vektoru vidi, kuriem par
savienadjposmu starp lipofilo un pato ddu izmantots 1,4-DHP gredzens, aaget
genu transfekcijas aktiviti uzradija savienojum$8. Mingtais savienojums lipofilaj
daa satur divas dodeciloksikarbonilgrupas, kas ir ropkikais alkikézu garums,
saidzinot ar savienojum&8 analogiem37, 39 un 40, kuros varits alkilgrupas
garums un §tita @ ietekme uz gu transfekcijas aktiviti [56]. Tapec, pknojot
darba uzdevumus jaunu savienojumucgziet, iz\elejamies saglalit savienojume38

lipofil as ddas garumu.

Dodeciloksikarbonilgrupu saturoSu 1,4-dihidropinid iedgiSanai vajadigas
izejvielas nav komersli pieejamas, apec bija nepiecieSams ag sintezt.

Acetetkskabes dodecilesterd 20 sintzei tika izn€ginati divi iegiSanas d&

A metode Sekuma veicam acetefgskabes etilesteral(l8) paresterifi¢Sanas
reakciju ar dodekanolul{7). Reakcijas maigumu pie normila spiediena kaggam
11PC atdestisjot etanolu, pc tam, kad vaiik nenoérojam etanola izdaanos,
reakcijas maigumu atdzegam un vei@m vakuumdesticiju iegustot tiis frakcijas.
Ka pirma frakcija desti¢jas neizreggjusais etilesterid 18 pie 9,7 10 mbar spiediena
un 30C, nakama frakcija - dodekanolsl(L7) pie 8,6 1¢ mbar spiediena un 85, bet
ka tre& frakcija destiéjas gaidtais produkts120 pie 8,6 1 mbar un 115-11%.

B metode Lai uzlabotu reakcijas izakumu, izmantgim alternaivu
acetetiskabes dodecilesteral20) iegiSanu no dikena acetona aduktd19 un
dodekanola 117), pec literatiras [238] metodes, kas aprakst idzigu esteru
legiSanai. Regentus izgidinajam toluok un tad kolbu ar reakcijas mgisnu
iegremdjam fdz 140C uzkarsta ellas vana un atdestfjiam acetonu itz vairs
neno\erojam acetona izd@anos, tad vakuuanetvaicjam toluolu. Talak lidzgi ka
paresterifi¢Saris reakciji veicam vakuumdestiiciju. Destikjas divas frakcijas:
neizreggejusais dodekanolsl{?) un atbilstoSais acetkfikabes dodecilesterisl20)

analogos apsklos, K apraksits A metod.
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Batisks parametrs vakuumdestijas laila ir pazemiatais spiediens, tam
destilicijas sistma jabut zeniikam par 1 mbar, jo acetetskabes esteri nav stabili
augstika temperaira par 156C. Reakcija ar acetona aduktli9 un dodekanolul(17)
deva lalaku produkta izakumu - 78% (literatra analog veida iegits aceteliskabes
oktilesteris ar 83% izkumu [238]), sadzinot ar p@resterifikacijas metodi, kad
ieguvam produktu ar 53% iZtkumu. Tas vatu bat skaidrojams, kagvesterifikacijas
reakcija ir atgriezeniska, savark ar acetona aduktlil9 notiek cikla atérSana un
acetona molekulas ig8lSana. ¥l ka butiska niansegmin tas, ka #¥lams desticijas
sisEmu nomaift pret citu pirms a8k destikties acetekiskabes dodecilesterisl20),
jo, atdestiéjot dodekanolu 117), tas kristalizjas dzesiataja. Jaunas desiitijas
sisemas izmantoSangauj pilriba atbiivoties no neizregjusa spirta 117, un tas

netiek ieskalots uztvgjkolba no dzesiataja.

Simetrisku 3,5-dialkoksikarbonil-1,4-DHP atvagimu iediSanai parasti
izmanto klasisko Hafa metodi: reakciju starp aceletkabes alkilesteri,
benzaldetdu (121) un amonjakaidens (22) sidumu \arot etanoi. Sakotngji Sadu
pieeju 1,4-DHP atvasiijumal25iegiSanai izelgjamies af mes, jo & bija apraksts
literatiras [56,172] vajadigo izejvielu singzei, un iegugm produktul25 ar 21%
iznakumu. T&u Sobrd ir zinami vairaki darbi, kuros gan katalizatoruakiene, gan
izmantojot amonjakadens (22) &iduma viei citus sipeka avotus Haia sintzei,
piemeram, amonija karbaitu (124) vai amonija nitktu, ir iesgjams ie@t 3,5-
dietoksikarbonil-4-fenilaizvietotu 1,4-DHP atvagumu 93 ar augstiem vai garidr
kvantitatviem izrakumiem [239,240]. T ka izmantojot klasisko metodi savienojums
125 iegats ar zemu izakumu - 21%, tika mekti citi reakcijas apgkli. Literatira
piedaiva amonjakaiidens Eidumu (22) aizstt ar amonija karbau (124) iegastot
2,6-dimetil-3,5-dietoksikarbonil-4-fenil-1,4-dihidpiridinu 93), reakciju veicot 68C
adenn produkts iegts ar 99% izakumu, bet par reakcijas vidi lietojot 50%

etanolaiidens maigumu savienojum®3 iegist ar 97% izakumu, savulrt reakciju
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veicot etandl produktu izdaja ar 90% izakumu [239]. Atkirtojam literatira
piedavatas metodes reakag acefiskabes etilesteri 18) aizstjot ar aceteliskabes
dodecilesteri 120). Reakcijas maiumu sildjam 60C aden, psc 6 stundm no
reakcijas maiguma izdaijam p-aminokrotonskbes dodecilesteril26. Realizjot
reakciju 50% metanoladens maiuma sildot 60C ar phnskna hromatogfiju
(PSH) detelgjam fluores¢joSa punkta padiSanos, kas atbilst 1,4-DHP
atvasinjumam125 tomer pec 6 stundu maiSanas gc kristaliZSanas izajam tikai
krotonskibes dodecilesteri26, aamredzot atbilstoSais 1,4-DHP atvagums 125
bija veidojies nietga daudzuma. To skaidrojam ar krotongskes esterdl26 vajo
Sidibu reakcijas vid, kas, savukt, samazina ciklizcijas produkta 1,4-DHP
atvasiijuma 125 rasanos. Reakciju veicot etamali pec 6 stundu kagsanas 64C
ar PSH pieadijam lielu daudzumu neizréguso izejvielu, Ipec reakcijas laiku
pagarimjam el par 10 stunam. Rc tam pieviengm el spirtu reakcijas
maigjumam un kristalizjiam, &di izdevas iedit 3,5-didodeciloksikarbonil-1,4-DHP

atvasirajumu 125ar 55% izakumu.

120 IN] 120
122-124

[N] 122 NH, x H,0; 123 CH,COONH,; 124 (NH,),CO,

Savukirt, ka slapela avotu izmantojot 1 ekvivalentu amonija atzt(123
Hanta reakcii ar 2 ekvivalentiem acetgskabes dodecilesteral20 un 1
ekvivalentu benzaldetla (121) bez¥idinataja vide reakcijas maigumu kargjam 1
stundu 68C, tad kristalizjiam no etanola. Krigtiskajai vielai unemam *H KMR
spektru, kug noverojam piemaiumu sigralus, kas atbilst 1,4-DHP atvagjuma
oksicktajai formai. Pagarinot reakcijas laikidz 24 stunam palielirajas oksidta
produkta sigalu intensitite. Rarkristalizejot reakcijas maigumu no etanola iegam

produktul25ar 37% izakumu.

Ta ka izmantojot klasisks Harta reakcijas apsklus, k& an vairakas

variacijas gan amonjakadens Eidumu (22 aizstjot ar amonija karbaiu vai
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amonija acditu ka slapela avotu, gan reakcijagkiglinataju maipa nedeva iitiskus
reakcijas izAkuma uzlabojumus, melim el citas reakcijas metodes, lai
paaugstiatu 1,4-DHP izakumu. Literatira ir apraksitas vaiekas 1,4-DHP
ciklosastgSaras reakcijas, piedram, ciklosasigSaras reakcija starp 3-oksi-2-[1-
fenilmetililiden]-butilskabes  dodecilesteri 170 un  B-aminokrotonskbes
dodecilesteril26 [241] vai divu ekvivalent-aminokrotonskbes esterd26 reakcija
ar benzaldelu (121) [242]. Lai iz\el&tos optinalako iedgiSanas metodi, iz&ginajam
vairakus 1,4-dihidropiritha iediSanas deis, K ai varicjam reakcijas apsklus.
Tapec bija nepiecieSams veiktelv papildus reakcijas, lai sintei nepiecieSaas
izejvielas. No acetd{skabes dodecilesteral20 ar 3 ekvivalentu frakumu
amonjaka tdens Egidumu (@22 varot etanoi ieguvam B-aminokrotonskbes
dodecilesteri 126) ar 58% izakumu. Literafira veikta alternava sintze ar
acetetiskabes etilesteri un iggs produkts ar 65% izkumu [243]. Savulrt, 2-
benziliccnacetetfiskabes dodecilesterile7) ieguvam ar 60% izakumu benzaldeda
(121) un aceteliskabes esterd 20 Knéveragela kondergsanas reakdj to veicot
izopropanai 10 mol% piperitha aceita ka katalizatora Ktieng, uzlabojot literaira
apraksittas reakcijas izakumu: literatira So reakciju veica bekglinataju vidé un par
katalizatoru lietoja piperidiu [244].

NH

NH, x H,O )\)J\O/ 1225
V 126
0] 0]
/U\/U\O/Clezs
@]
120
0 o o

121
_C._H
piperidins o”

127

Tapec pielietopm 1,4-DHP atvasiijumu iediSanas metodi, ko galvenok
izmanto nesimetrisku 1,4-dihidropititi atvasigjumu  sin€ze, lai ieditu
savienojumul25 ar augstku izrakumu. Izmantojot iegfas izejvielas126 un 127
realizjam 1,4-DHP ciklizcijas reakciju. Vagjot reakcijas apgklus un katalizatorus

zenik apskattajas A un B metods, no reakcijas vides izdgm produktul25 ar
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daAdiem izrakumiem (2.1. tabula), kas liecina par reakcijastagis ietekmi uz

produktal25rasanos.

Literatira ir dati par jonu Kidrumu pielietoSanu 1,4-DHP atvagiomu
sinttze [245]. Paidits, ka 4-metil-1-butilpirithija bromdu (4-MBPYy) lietojot par
fazu @rneses katalizatoru, uzlabojas cikloalkilatatenzinatiska hidrolize [246], bet

2-hlor-1-metilpiridnija jodidu (2-CIMPYy) lieto l& aktivatoru esterifikcijas un arrdu

veidoSafAs reakcijs [247]. Tapec izwelgjamies abus Sos pindija sElus ka

katalizatorus savienojuma25 iegiSanas reakdj lai parbaudtu to ietekmi uz

ciklokondengcijas reakcijas gaitu.

H,.C
25 12\0

2.1. tabula
1,4-Dihidropiridna125iegaSanas apskli

Nr. | Reas. Nr. (ekv.) P('(;gﬁ”zi rf]"ss) idinatajs ('t-:r':fsc?é) '202"
1. | 127(1):12€(1) | 4-MBPy (10 mol%) Dieténglikols 8 (80) 72
2.1 127(1):126(1) - Dietilenglikols 8 (80) 46
3. | 127(1):12€ (1) | 2-CIMPy. (10 mol%) Dieténglikols 8 (80) 49
4. | 127(1):12€(1) | 4-MBPy (10 mol%) - 8 (80) 47
5. [ 127(1):12€ (1) 4-MBPYy (6 ekv.) - 2 (150) 38
6. | 127(1):12€ (1) 2-CIMPy (6 ekv.) - 2 (220) Sad.
7. | 12€(2):121(1) - MeOH/AcOH (4:1) 8 (58) 64
8. | 12€(2):121(1) - Dietilenglikols 8 (80) 29
9. | 12€(2):121(1) | 4-MBPy (10 mol%) Dieténglikols 8 (80) 31
10.| 12€(2):121(1) | 2-CIMPy (10 mol%) Dietiinglikols 8 (80) 33
11.| 12€(2):121(1) | 4-MBPy (10 mol%) - 8 (80) 16
12.| 12€(2):121(1) 4-MBPy (6 ekv.) - 2 (150) 8
13.| 12€(2):121(1) 2-CIMPy (6 ekv.) - 2 (220) Sad.
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IzmantojotA metodi, augsiko produkta izakumu (72%) sasniedm reakciju veicot
dietilenglikola 80°C 8 stundas 10 mol% 4-MBPyakierc (2.1. tabula Nr 1). Veicot
reakciju bez katalizatorados pat apgklos, produkta izikums samazijies uz pusi
46% (2.1. tabula Nr 2). Savar, reakciju realizjot kataitiska 4-MBPy klatienc
80°C vai piridinija sili lietojot parakuma ka &idinataju, izdafjam produktu ar 47%
un 38% izakumu atbilstoSi (2.1. tabula Nr 4 un Nr 5). 2-HIbmetilpiridinija jodida
(Mukajama regents) izmantoSana kati#ska daudzum dietilenglikola batiski
neiespaido reakcijas izkuma uzlaboSanos, sdtinot ar reakcijuita dietilenglikola
bez katalizatora (2.1. tabula Nr 2 un Nr 3).

Izmantojot B metodi 1,4-dihidropiridna 125 iegiSanai, no 2 ekvivalentiem
krotonskibes dodecilesterd26 un 1 ekvivalenta benzaldela (121) (2.1. tabula Nr
7-13), lalako reakcijas izeRkumu 64% sasniedm reakciju realigjot
etikskabes/metanolak¥duma 1:4 attietbas (2.1. tabula Nr 7). Savak reakciju
veicot dietienglikola vai dietienglikola 10 mol% 4-MBPy vai 2-CIMPy katalizatoru
klatieng, reakcijas produktu izdgim ar izrakumu no 29-33% (2.1. tabula Nr 8-10).
Realizjot ciklizeSaras reakciju, pirighija salus lietojot & katalizatorus vai
skidinataju, produktul25izdalijam ar &l zenikiem izrekumiem - attietgi 16% un
8% (2.1. tabula Nr 11-13).

Analizégjot datus par 3,5-didodeciloksikarbonil-2,6-dimetifenil-1,4-
dihidropiridina (25 iegaSanu noskaidram, ka optinalaka metode ir
divkomponentu ciklizcijas reakcija (metode A) izmantoj@aminokrotonskbes
dodecilesteri 126) un 2-benzili@dnaceteftskabes dodecilesteril@?7) reakciju veicot
dietilenglikola 10 mol% 4-MBPy kKitierg. legita viegli iedzeltena krigliska viela
125 ar 72% izakumu (kojais produkta izakums 42%, &kinot no savienojuma
126), kas ir augsaks nek Iidz Sim lietotag Harta reakcij. Neskatoties uz papildus
stadigm savienojumd.25 iegiSara, pielietof divkomponentu ciklizcijas reakcija ir
pienerotaka lipofilus aizvietodjus saturosu 1,4-DHP siézei, jo atvieglo produkta

izdaliSanu un aitiSanu.

Attistot @Etijumus par izejvielu iegsanu ilakam modifikacijam, uzdevums
bija sintezt dviru tipa neviélos vektorus, kas molekalietvertu savienojuma8
struktiras fragmentus. Literata ir apraksiti dvizu tipa neviglie vektori, kuriem

genu transfekcijas aktivite ir augsika nek diméru veidojoSajam monog&nam [59].
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Musu etamas struktiras ir pateitgas &du dvizu savienojumu iegsanai, jo
benzaldetdu (121) viegli var aizsit ar saviendjposmu, kas satur divas
aldehdgrupas. Paraglu saviendatjposmu izélgjamies gan teredtaldeldu (128), kas
butu statisks saviengjposms, gan glataldehdu (1,5-perndials) (129), kas veidotu
kustigu savienatjposmu starp 1,4-DHP gredzenienidiigi savienaijposmi bija
literatiira petiti savienojumiend4-46, lai nowertétu to ietekmi uz gnu transfekcijas
aktivitati un saidzinatu to tis Sinu fnijas [59]. Masu gaduma sadi dvipu tipa
savienojumi vaitu ieteknt nanoagregfu uzluvi un ipasbas, kK af uzmadit

at&irigas fizikalas un biolgiskasipa3bas sablzinot ar monorgriem.

Veicot &idu 1,4-DHP sirdzi tikai terefalaldehda (128 gadjuma ieguvam
gaidto produktu 130 reakciju realizjot analogi klasiskajai Hama sintzei
savienojumédl.25ieguvei, viegi pagarinot reakcijas laikadz 72 stunam, produktu
130ieguvam ar 30% izakumu. Ta ka glutaraldehda (129 gadjuma dialdehds bija
pieejams tikai k 8% tdens Eidums, ko lietgm sin€zg, tas vagja bit par iemeslu
reakcijas apditinaSanai, K rezulata neveidojs gaidtais dvinu 1,4-DHP

atvasinajums 131

NH,; x H,0
122
O o
H25C12\O O/C12H25 C12st\O
120
120 O o
(l;OH -
R
(@] | O
con stclz/o
0 128,129 O-
H25C12/ CioHys
120
O (@]
120 NH,x H,O 130,131

122
R c@: (CHy),

A 129,131
128,130
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2.1.2 1,4-Dihidropirid ina un piridina atvasirajumu 2,6-vietas modifikacijas

2.1.2.11,4-Dihidropiridina un  piridina  atvasimjumu  2,6-dimetilgrupu
bromeSana
Zinatniskap literatira neizdeds atrast datus, kad tescda iegati 1,4-
dihidropiridina vai piridna atvasiajumi, kuri molekuk 2,6-vieis satugtu katjonus
aizvietotjus. Tapec cda uz nerkproduktu veic &l viena starpstadijaaiegust 2,6-
bis(brommetil)-1,4-dihidropiritha vai piridna atvasiajumi talakai broma nukleofilai

aizvietoSanai ar piridu vai & atvasiajumiem.

legatajam 2,6-dimetil-1,4-dihidropiritha atvasiBjumam 125 un Latvijas
Organisks sintzes institita Memb&nakivo savienojumu uii-diketonu laboratory
sinteZtajam savenojumien®3 un 4-fenil-3,5-dietoksikarbonil-2,6-dimetilpifidam
(tiks apskats tlak darks) veicam talaku molekulu modifieSanu: 2,6-metilgrupas
brongjam ar N-bromsukmimidu (NBS) metanal savienojumiem93 un 125 vai
Bro/etikskabe  atbilstoSajam  piritha atvasigjumam. 1,4-DHP  gagima
(savienojumien®3 un 125 sakotrgji substatam 30 min. laik pa nelieim porcigm
pievienopm NBS un pc tam turpiajam maigt istabas temperata Iidz veidojas
kristaliskas nogulsnes (vigi 24 stundu laik), kuras gc tam filtigjam un mazgjam
aradeni uz filtra, lai atlivotos no sukimimida. duzsver, kats reakcijasgveic liela
at&aidijuma, jo tas atvieglo produkta izdahnu krisiliska veida. Realizjot reakciju
mazka at&kaidijuma veidojas gai lidziga masa, kuruge tam papstada papildus, lai
iegatu kristalisku vielu. Saidzinot niisu reakcijas apaklus savienojumal2b
legiSanai ar literaira [56] dotajiem bror&Sanas reakcijas apktiem analogam
savienojumam, kur jaugp 40 minitem reakciju @rtrauc pievienojotideni, iegistot
ellainu bis(brommetil)atvasijumu 132 kuru, apstidajot ar heksnu, iedist
dibronidu kristliska veida, miasu gaguma savienojumul32 kristaliska veida izdala
uzreiz no reakcijas vides un nav nepiecieSamnéltka atiriSana. lesgams, ka
literatira apraksita produkta papildus apétte ir iemesls atvasijuma 132 zemajam
iznakumam. lidz ar to nmasu piedvatie reakcijas apskli lava uzlabot produkta
iznakumu no 34% [56] iz 72%. Analogi iegulam savienojumu94 ar 78%
iznakumu, literatira iegits ar 41% izakumu [156]. Lai sablzinatu NBS un ldu citu

bromgjoSo aentu ietekmi, darb izmantopm af 1,3-dibrom-5,5-dimetilhidantau
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(DBDMH). Reakciju veicot analogos apklos ki brongjot ar NBS, savienojuma

125gadjuma 132 produktu izdajam ar idzigu izrakumu 70%.

R 93,94 C,Hg; 125,132 C,,H,,

Lielakoties &da veida brorsanas reakcijas notieleq radikilu melanisma, tonar

tiek uzskaits, ka savienojum@25 un to analogu broesanas reakcijas ar NBS notiek

pec Sz melanisma, bromda katjons izveido iscentru pievienoSas [arejas

produktu un pc tam tiek izgelts protons [248].

Iz

JaatZzme, ka brongjot ar NBS notika tikai 2,6-metilgrupu br@$aras un

nenorojam 1,4-DHP cikla oksieBanos, pretstat literatira [249] no\Erotajai

reakcijai, kad savienojum@3 reakcip ar NBS @c 5 min. autori ieguva atbilstoSo

oksiceto formu ar 70% izakumu.

legatie bis(brommetil)-1,4-dihidropiriosha atvasiajumi 94 un 132 ir termiski

nestabili, un, k jau bija mirgts literatiras apskat kargjot tie var cikliZties, iz&e]ot

alkilbromidu. § iemesla d] ir apgftinata savienojumu ati$ana, jo jizvairas no

savienojumu siltsanas kristal@ot vai ietvai@jot vakuuna. Tapec masu piedvatie

reakcijas apgkli nozimigi uzlaboja izdata produkta izakumu izdalot 2,6-bis-

(brommetil)-1,4-DHP atvasi#ijumu 132 kristaliska veida uzreiz no reakcijas
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maigjuma. Balstoties uz augst apraksito varam seciit, ka, lai uzlabotu reakcijas
iznakumu un krisiliska produkta izda$anu no reakcijas vides savienoju®iun
132 gadjuma, sin€ze pveic liela atkaidijuma: 1 g subs@ita 70 ml vai patitiz
100 ml metanola.

Analogi ka 4-fenilaizvietotu 1,4-DHP atvagijumu 93 un 125 gadjuma, lai
vélak iegatu katjonus aizviet@jus saturoSugivizu tipa savienojumu, veimn 2,6-
metilgrupu modifieSanu savienojumani29 Dvipu 1,4-DHP atvasifjuma 129
bromeSana ar NBS izd@g ar zeraku iznakumu, tikai 20%, ja sadzinam ar 1,4-
dihidropiridina atvasigjumu 125 kas 4-viei ir aizvietots ar fenilgrupu. Savai,
bromejot ar DBDMH uzlabaggm gaidta produktal33iznakumu kidz 49%.

Piridina atvasiajuma 134 2,6-metilgrupas tika brogtas, izmantojot bromu
etikskabg [169], iedistot savienojumi35ar 54% izakumu.

0 0 Br,/CH,COOH
_—

0 0
H.C CH
5 2\0 = O/ 2's H.C,~ 5 O/CzHS
X, N
N BrH,C~ N7 “CH,Br
134 135

Ka jau tika mirgts literatiras apskat metilaizvietotu piri@ha atvasiagjumu
metilgrupu bromaSana notiek bafdos apsiklos, saidzinot ar 2,6-dimetil-1,4-DHP
atvasirijumiem. Neizdegs iedit bis(brommetil)piridna atvasiajumu 135 brongjot
savienojumu 134 ar NBS, NBS/benzoilperoidu vai 1,3-dibrom-5,5-
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dimetilhidantanu metanal. Piridina 2,6-dimetilgrupu zedka reggtspeja ir
saidzirama ar spcigas elektronakceptoras grupas saturoSiem savier@juym
piemeram, 3,5-dicino-2,6-dimetil-1,4-DHP atvasijumiem, par kuriem literata ir
dati, ka tie brorgjas daudz gditak. Attiecigie 3,5-dicino-2,6-bis(brommetil)-1,4-
DHP atvasiajumi iegati tikai bromgjot ar bromu/etiskabe [169].

2.1.2.22,6-Di(brommetil)grupu broma nukleofila aizvietoSara

Meklgjot jaunus, akvakus @gnu transfekcijas gentus, turpiajam 1,4-DHP
atvasirjumu 2,6-vietu modifikcijas. leprieks jau noskaidrots, ka savienojusii0
rindai (divus piridnija gredzenus saturoSie 1,4-DHP atvasimi ar dazda garuma
3,5-dialkoksikarbonilgrufm) DHP cikla NH protona ,kusgjums” var saglait
nemaingu dinas vides pH &tibu ¢gghu tranfekcijas eksperimentos, kas savtuk
pasarg ienesto DNS no degradijas. Merktiecigi ievadot kvateriro skpelka atomu
saturoSu heterociklisku grupu, iegav katjonu amfifilu 1,4-dihidropiritha
savienojumu38, 136151 rindu, kué 1,4-DHP-2,6-viets ka aizvietofijs ir gan
piridinijs, kas aizvietots ar dadam elektronakceptam vai elektrondon@m
grupam, gan piramijs 150 vai izohinotnijs 151 Sakotrgji viens no ngrkiem bija ar
dazdo katjono grupu padzibu ietekngt 1,4-DHP NH protona pKa &vtibu, ko
noteiktu piridnija atvasigjuma aizvietaija elektroniskais efekts. apat varéjot
aizvietofijus piridinija gredzea, mainot to sirisko dabu, tiktu maiita katjono
amfifilo 1,4-DHP atvasiijumu savienojumu lipofils un paodras ddas attietba, kas
talak vartu ietekntt daZzdu nanoagredu veidoSanos (micellas, liposomas vai

pavedienveida micellas).

Br  38136-150 i

38:R=H 139:R=4-C(CH,), 143:R=3-CH;, 147:R=3-CONH,
136:R=4-CH, 140:R=4-COCH, 144:R=3-Ph 148:R=3,5-(CH,),
137:R=4-N(CH,), 141:R=4-CONH, 145:R=3-NH, 149:R=3,4-(CH,),
138:R=4-CN 142:R=4-NH 146:R=3-COCH, _ __
’ 150: =N N
\ \__/
R 7
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Sap reakcii notiek broma nukleofila aizvieto$ana ar pind, @

atvasirajumiem, vai piramu.
2.2.tabula

Katjono amfifilo 1,4-dihidropirina atvasiajumu raksturojums.

Sav 2N Elementanate

NI ' R %(s.t’) Bruto formula Tad.°C | Aprékinatais C; N; H
' Noteiktais C; N; H
B H | ga | Mo | 17 | eran res 42
) 68 Cs51H75N304 Bryx 64,21; 7,92; 4,40

1361 4Che | oy 3,8H,0 1351 64.21:7.61; 4,28
| e | & [ SRS | s | e
_ 34 Cs51HggN504Bryx 61,63; 7,20; 7,05

138 4CN | 4 H,0 150 | 61.08;7.18; 7,27
30 Cs7Hg7/N304 Brox 64,82; 8,49; 3,98

139 | 4-C(CH)s | (4g) H,0 120 | 64.82: 856; 3.87
_ 35 C53H75N3068I'2>< 60,86; 7,61; 4,02

1401 4-COCR | 4 2H,0 240 1 60.01: 7.44: 3.04
| oo | | CHRASE | gy | S04 Tt o
50 C49H73N504BI’2 60,99; 7,73; 7,22

1421 ANH | og x 0,5H0 213 | 61,12,7.71, 7,20
65 Cs51H75N304 Bry x 60,73; 7,77; 4,11

143 3CH | oy 3H,0 1601 60.77: 810 4.17
60 67,96; 7,39; 3,90

144 3'Ph (48) C61H79N304Br2 183 67,88, 7,45’ 3,86
54 C49H73N5O4BI’2>< 59,87; 7,79; 7,12

1451 3NH 1 oy 1,5H,0 198 | 59.71:7.76: 6,87
36 63,03; 7,48; 4,16

146 | 3-COCHy | gy | CooHreNsOsBrz 155 | 62.86; 7.46; 4,07
52 60,53; 7,27; 6,92

147 3-CONH2 (48) C51H73N50e Brz 170 60,53, 7’27; 6,82
64 Cs3H79N304 Brox 63,85; 8,19; 4,11

148 | 35(CH)2 | (54 H,0 140 | 63.66; 8.16; 4,20
) 47 Cs3H79N304 Brox 63,75; 8,10; 4,16

149 | 34-(CH)2 | (54 H,0 1721 63,66: 8,16; 4.20
. 17 C47HegN5O4Brox 59,68; 7,57; 7,40

150 | pirazns | 4g H,0 185 | 5989 7.46:7.31
. . 34 Cs7H75N304Brox 65,57; 7,43; 4,02

151 | izohinolns (48) H,0 165 65.50: 7.24- 4.38
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Augstik mincto reakciju vei@m istabas tempei@t, atkatba no aizvietoija
elektroniskis dabas (elektronakceptors vai elektrondonors) iamiedotaja vietas
piridinija gredzen, mainjas reakcijas ilgums. lzdab produktu izakumi (broma
nukleofila aizvietoSana ar pirida atvasigjumiem, izohincinu un piramu) un to
fizikali kimiskie raksturlielumi apkopoti 2.2. talaulReakcijas ar pirithu, kam ir
elektrondonori aizviet@fi, notika atrak un ar lalakiem izrakumiem 64-78% (2.2.
tabula savienojumi38, 136, 137, 143 un 148), savulart ar elektronakceptam
grupam aizvietotu piridnu gadjuma reakcijas produkta izkumi samaziajas ldz
17-52% (2.2. tabula savienoju®8, 138 140, 141, 147 un 150).

legutie katjonie amfifilie 1,4-dihidropiritha atvasiajumi ir higroskopiski, tie
saista gaisa mitrumu. Viggi savienojumul44, 146 un 147 gadjuma izde\as izdait
vielas bez kristalizcijas tdens, prgjie savienojumi (2.2. tabula) pat ilgstoSas

zaveSanas augstvakummeatbivojas no kristalizcijastudens.

Analizgjot iegatos rezuliitus redzam, ka reakcijas gaitu aggra 2- un/vai 6-
vietas aizvietdiji piridina gredzes saldzimajuma ar 3-, 4-, 5-vietu aizvietajiem.
Saldzinot tiis savienojumus, kas sasgtarf atkiras ar metilgrupas atraSanvietu
piridina gredzem (2-, 3- vai 4-viel), seciam, ka metilgrupas atraSas piridina
gredzea 3- vai 4-viel reakcijas gaitu maz ietelkdnproduktus izdajam ar izrikumu
68% un 65% (2.2. tabula savienojubd6 un 143, savukirt, ja metilgrupa atrodas 2-
vieta, tad reakcija vairs nenotiek. To ear skaidrot ar sriskiem trau€jumiem, ko
rada $§ metilgrupa. Literatra Sdu s€riski apgitinatu piridinu  kvaterni#cijas
reakcijas pieava veikt paaugstifita temperaira vai mikrovinos, diemé mes to
nevaram izmantot, jo izejvieth32 ir termiski nestabila [154]. Analogu eksperimentu
veicam ar izohindinu un hinainu, ku@é katjonu saturosu 1,4-DHP atvagumu
ieguvam tikai ar izohinainu, bet ar hinahu reakcija nenotika. Hintla gaduma
oglea atoms, kas atrodas blakuspgklim, satur telpiski maku aizvietosju nelka

2-metlpiridins, tongr seriskie trau¢jumi ir pietiekosi lieli, lai reakcija nenotiktu.
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Apkopojot augsik raksito varam secidt, ka 1,4-DHP 2,6-di(brom-
metil)gruggas broma nukleofl aizvietoSana ar 3- vai 4-vist elektrondonoru
aizvietofju saturoSiem piritha atvasigjumiem notiek labk saidzinot ar piridniem,

kas satur elektronakceptorus aizvigfias 3- vai 4-vieis.

Dvinu veida katjonu amfifilu 1,4-DHP atvagjnmal52iegiSanu veiam pec
analgijas ka ieguts savienojum425 veicot broma aizvietoSanu ar pind.

2,6-Di(brommetil)piridna 135 un 1,4-DHP atvasijumam 94 broma
aizvietoSanas reakciju ar pitidi realiZjam analogi k& 3,5-didodeciloksi-1,4-DHP
atvasinjumam 132 Saldzinot 2,6-di(brommetil)piritha 135 un 1,4-DHP 94
reakcijas produktu izzkumus gc 3 stundu maiSanas acetanistabas temperata,
jasecina, ka piritha kvaterniicija ar 2,6-di(brommetil)-1,4-DHP atvagjomu 94
notiek mazliet vieglk, izdaijam produktul53 ar 78% izakumu, turpret produktu
154ieguvam ar 57% izakumu analogos apai]os.
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JaatZme, ka 1,4-dihidropiritha 2,6-vietas metihgrupas sigils *H KMR
spektd paiadas AB-kvarteta tipa, nevis singleta vajckas liecina par savienojuma
diastereotopiju. So paniibu skaidrojam ar iegmu iekSmolekuirastidegpraza saites
veidoSanos starp karbonilgam un 2,6-meténgrupu vienu naidenraza atomiem,
lidz ar to metiingrupasideyraza atomi nav identiski utH KMR spekté nowero
dazidas kimiskas nohdes. Savienojum&8 paraugu sagatavojot DMSOsDun
pievienojot deitrija oksdu, *H KMR spektd nowrojam 1,4-DHP NH sigala
intensiaites samaz@sanos, bet paraugam atioti registrejot spektru, nogrojam af
2,6-dimetiEngrupu protonu sigilu samazidSanos. Savukt, savienojumal54
gadjuma 2,6-metiEngrupu protonu sigii *H KMR spekt paidas singleta veidl
kas liek domt, ka 1,4-DHP atvasi#juma 153 oksickSaras gadjuma vairs neveidojas
udegpraZza saites starp 2,6-dimeétigrupu vienu no protoniem un 3,5-dikarbonilgrupu

skabela atomiem oksigtaja forma.

—— 600
———s513

—s55

2.1. att. 1,4-DHP 2,6-dimetilgrupu AB-kvarteld KMR speki@
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Salfdzinot iegito savienojumu38, 143150 rindu ‘*H KMR redzam, ka
atkafba no aizvietadja elektronisks dabas pirithija gredzea nowrojama 2,6-
metilengrupas protonu AB-kvarteta sijn kimiska nolade vai nu uz stipkiem vai
vajakiem laukiem. Sarindojot savienojumusecp piridinija gredzena 4-vietas
aizvietotija elektrondonar efekta, now@rojam likumsakafgu AB-kvarteta sigilu
kimiskas nohides virzbu uz stipro lauku pusi (2.3. tabula)i $otide koretjas ar
aizvietoija Hammeta konstantic, kas raksturo aizvietgia elektrondonars-
akceptodsipagbas [250], padot, ka'H KMR spektros rakstagas 2,6-metiéngrupu
kimiskas nohdes, pieaugot elektrondonorajam efektam, pram, 4-CN(0,66) < 4-
COCH;(0,50) < 4-CONH(0,36) < 4-H(0) < 4-Ch{-0,17) < 4-C(CH)3(-0,20) < 4-
N(CHs)2(-0,83) < 4-NH(-0,66) (2.3. tabula). Toén bija afl izpemumi: savienojuma
142 gadjuma 1,4-DHP-2,6-dimetingrupu protonu sigitiu kimiskas nohdes \értiba
vairs neatrodos starp savienojud®i7 un 139 ka tas bija gaitis, jo savienojuma42
piridinija 4-vietas aizviet@ja (aminogrupa) Hammeta konstantedtiba atrodas
starp dimetilamino- urerc-butilgrupu Hammeta konstantesrttbam (2.3. tabula).

Tapat ar ar elektronakceptoriem aizvieipgem likumsakaibu vairs nenogrojam.
2.3.tabula

Piridinija 4-vietas aizvietaja ietekme uz 1,4-DHP-2,6-dimetiigrupu protonu sigtu
AB-kvartetukimisko nobdi *H KMR spektros DMSO-PRistabas temperata.

Sav Nr.| . _Aiz_\_/ietotﬁjs 2,6-CI—_bAB-kvarteta Hammeta kanstante,

piridinija gredzen kimiska nolde o [250]
137 4-N(CH)2 5,45-5,82 -0,83
142 4-NH, 5,11-5,58 -0,66
139 4-C(CHg)s 5,62-5,94 -0,20
136 4-CHg 5,84-6,24 -0,17
38 H 5,89-6,40 0,00
141 4-CONH, 5,66-6,05 0,36
140 4-COCH 5,66-6,10 0,50
138 4-CN 6,10-6,33 0,66

Lidzigas 1,4-DHP-2,6-dimetihgrupu  protonu sigilu  kimiskas nohdes
likumsakatbas no%rojam af 3-aizvietotiem pirighija atvasiajumiem (2.4. tabula).
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Hammeta konstantes kodeilja ar 2,6-metiéngrupas protonkimiskagm nolidem

izpildas viengi ar elektrondonoriem aizvietjiem (2.4. tabula).

2.4.tabula

Piridinija 3-vietas aizvietaja ietekme uz 1,4-DHP-2,6-dimetiigrupu protonu sigiu
AB-kvartetukimisko nohdi *H KMR spektros DMSO-Ristabas temperata.

Sav. NF. Aizvie;?teﬁ(jjsz ggidinija 2’61;% I—ilégBr;I;\é%réeta Hamrr;e{gslga]mstante,
145 3-NH; 5,34-5,94 -0,16
143 3-CH; 5,52-6,07 -0,07
38 H 5,89-6,40 0,00
144 3-Ph 5,67-6,18 0,06
146 3-COCH; 5,73-6,15 0,28
147 3-CONH, 5,61-6,13 0,28

2.1.2.3Modifik acijas polaraja dala

Literatira apraksiti piemeri, kad biolgiskajos gtijjumos lipopleksiem tiek
pievienotas spedlas fluorescemns zondes, lai vatu izsekot lipopleksu lokalicijai
dzivajos organismos vaiaBu eksperimentos un skaidrot lipopleksa daab
mehanismus [251]. Misu nerkprodukti pasi par sevi satur fluorégaSu strukiiras
fragmentu - 4-aizvietotu 1,4-dihidropifith atvasigjumu. Sidu fragmentu satur ar
savienojumi 155 un 156, kas uzidijusi fluorescenci un tas ifavis skaidrot to
lesgEjamos bidgimiskos procesus fosfatidilhiob (1) moddmembanas [252-254].

Latvijas Organisks sin€zes instiita Membanakivo savienojumu urf-diketonu
laboratorip ir sinteztas un ptitas fluoresceas zondes — stirilpirihija atvasiajumi,
kas ied@iti no 4-pikoinija un para-aizvietotiem aldefdiem [255,256]. Lai turpiftu
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petijumus par fluoresgoSu gnu transfekcijas gentu ie@Sanu, saglatjot aktvakas
molekulas — savienojum28 uzhavi un ievestu strukira vél papildus fluoresgoSus
aizvietojus, nokmam apvienot viem molekuk akfivako no kdz Sim ziramajiem

genu transfekcijasgentiem un stirilpiridnija fragmentu.

Izvertejot misu sintezto savienojumu strulitas redzjam, ka padiv iesggja
palielinat fluores@&josSo fragmentu skaitu moleldjlpagarinot konjugrijas kedi 1,4-
DHP atvasigjuma 2,6-vieis. Sim nolikam iz\elgjamies savienojumd 36, kas satur
4-metilpiridinija grupas, kuras ieg8ams #lak modificet. Konjudacijas kedes
pagariaSanai  iz€lgjamies 4-dimetilaminobenzaldetu  (157), 4-hidroksi-
benzaldetdu (158 un 4-dimetilaminokaglaldehdu (159. Reakciju veiam varot
metanod 16 stundas piperida ki katalizatora Kitieng. Isa laika reakciju maigumu
krasa no viegli dzeltenas majis uz tumsi sarkanu, kas liegja par iespjama

produkta ra3anosaBu kmsojumu var dot stirilpiritha atvasiajumi [255].

H :
R
(6]

H 157,158

1,4-DHP-Br 132

H,C,,00C COOC,,H,,

Br 163,164  Br

R 157,160,163  N(CH,),
158,161,164 OH
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Veiktajas reakcijis ar 4-hidroksibenzaldedu (158 vai 4-dimetilaminokagldehdu
(159 gaidtos produktus izd@l neizdeds. Reakcy ar 4-hidroksibenzaldetiu (158
izdaljam dzeltenus krigtus ar kuanas tempeiiat 190C, toner ‘H KMR spektros
konstagjam nepietiekoSu aroftisko protonu sigalu intensititi un elementanae
vairak par 5% oglela atoma iziitkumu. Ta ka savienojuma krigtus
rentgenstrukiras anakem iedit nav izdevies, tad pagaith savienojuma strukta
nav pieadita. 4-Dimetilaminokaglaldenda (@59 gadjuma no reakcijas vides
neizdews izdalt gaidto produktu, reakcijas majgms Kuva bins. lespjams, ka to
varctu skaidrot ar reakcijas maisma notiekoSo polimerixciju, un veidojas
nesadams polingru maigjums. legditaja savienojura 164 stirilpiridinija fragmena
piridinija un benzola gredzeni pie dubultsaites atrddass-st@vokli. Par to liecina
dubultsaites protonu sada@hs konstante 16,1 Hz, ko réow *H KMR spektros.

Realizjot augsik minctajos apsgiklos 4-pikoina konderacijas reakciju ar
aldehdiem 158, 159stirilpiridina veidoSafis nenotiek. Atmredzot §dos apsiklos
nekvaternizta pikoina metilgrupas protoni nav pietiekoSi Kgst lai notiktu
benzilicentipa pievienoSars. Lai risiritu radusos probimu un ied@itu savienojumus,
kas vienlaitgi varctu bit gan @gnu transfekcijas genti, gan fluoresceas zondes,
meklkejam alternaivus variantus stirilpirithija fragmentu saturoSu 1,4-DHP
atvasinajumu iediSanai. 3kotrgji veicot 4-pikoina metilgrupas modificiju ar
atbilstoSajiem benzaldeta atvasigjumiem 157, 158 un 4-dimetilamino-
karglaldehdu (159, iegusam 4-aizvietotus piritha atvasiBjumus ar pagaritu
konjugttu kedi (savienojumil60-163. Reakciju veiam pec literafiras analgijas
reakcijas maigumu etkskabes anhidida 20 stundas kagpt 14FC. Sintzes uzakot
reakcijas maigumi krasojas sarkan krasa un @c 20 stundm nowerojam tumsi
sarkanu krigtlisku vielu veidoSanos. Reakcijas maisu izlgjam uz ledus un
etikskabes anhiddu neitralizjam ar 40% NaOHI&@dumu [257]. Rc tam filtgjam un
kristalizciam no metanola. Toén parbaudot savienojumuribu ar PSH (eluents —
metilenhlords), no¥rojam vairakus signlus: R 0,95 neizregejusa aldehda sigals,
R¢ 0,40 produktu sigils un R 0,0 neidentifiéts signals, kas adsomjas uz silikagla
un lietotaj eluenta sisima negrvietojas. Stirilpiridna atvasigjumu 160, 161 un af
savienojumal62 talaku atfriSanu veiam ar preparavo %kidruma hromatodifu, par
eluentu izmantojot metihhloridu, lai atdatu neizreggjuso aldelidu (atbilstoSil57-

159, tad pastiprinot eljosas sistmas polariti ar etilaceitu (70% metiénhlords:
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30% etilacetts) veicot gradienta hromatadjju izdala produktu, kuru alak
kristalizciam no etanola. 4-Dimetilaminokalaldehda @59 un 4-dimetilamino-
benzaldetda (@57) gadjuma ieguvam tumsSi sarkanas kridiskas vielas -
savienojumusl60 un 162, betproduktal6l gadjuma izolgjam dzeltenu krigilisku
vielu. BEipieZme, ka ieditie savienojumi izdali ka trans-izoméri, ko piesdijam ar'H

KMR spektriem, nosakot dubultsaites protonu sattaskonstantes (16,1 Hz).

Savukirt, katjonu konjugtu fluores¢joSu fragmentu saturoSu 1,4-DHP
atvasirajumu sin€zi veicam analogi k& piridina un aizvietotu pirishu gadjuma - 2,6-
bis(brommetil)-1,4-DHP atvasijumu 132 un iegdito piridina atvasigjumu 160-162
maisot aceton istabas temperata. Atskiriba no seEriski mazku aizvietogju
saturoSiem piritha atvasigjumiem, ar kuriem iegfa savienojumu rindd.36-148,
Sap gadjuma reakcijas laiku pagariifam lidz 72 stuna@m. Rec kristaliZSanas no
etanola ieguam savienojumud63 un 164 ar izrakumiem attietgi 17% un 39%, bet

gaidito produktu ar piritha atvasigjumu 162 $ada veida iegit neizdews.

legitajiem savienojumiem163 un 164 vartu sagaitt fluorescences
pastipriraSanos satlzinot ar savienojuma@8. Ir zinams, ka fluoresgosi savienojumi
vide ar augsiku viskozifiti uzrada sgcigaku fluorescenci nek vide ar zemaku
viskozitati [255]. Tatad vagtu sagaitt, ka savienojumi uzdis augstku fluorescenci

sanas, nek tden vai organiskosiddinatajos.

2.1.2.4Anjona apmainas reakcijas

Ka jau tika mirgts literatiras apskat tad savienojumu fizidas un af
biologiskas ipadbas daudzos ggdmos ir atkaigas ar no pretjona [87]. No
literatiiras bija ziams, ka SAINT savienojuml1-71 Hofmeistara anjonuégja
ClO4 > PR > BR, uzmdija dazadu genu transfekcijas aktiviti [87]. Lai parbaudtu
pretjona ietekmi msu savienojumu gadma, nokmam veikt bromda jonu maiu
Iidz Sim augako genu transfekcijas aktiviti uzradijuSam 1,4-DHP atvasijumam -
1,1'-[(3,5-didodeciloksikarbonil-4-fenil-1,4-dihidpiridin-2,6-diil)dimetikEn]-bispiri-
dinija dibromidam @8), lai ieditu ta analogusl165 167 un 168 Lidz Sim visi
savienojumi37-41 bija iediti un etiti ka bromidi, varigjot molekulas lipofilo dau.

Anjona apmaja tika veikta armoddvielai 153 lai parbaudtu reakcijas ap3sklus.
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CH.,CN
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153, 166 C,H, 167 X=BF,
168 X=PF,

Sakotrgji veicam Br nomainu pret CIQ’ lai iegitu savienojumul65. Singzi
realizZjam pec literatira [258] aprakdatas metodes nedaudz moddet to.
Respekivi, siltam bromida %idumam etanal pievienogm HCIO, parakuma,
maigjam 3 stundas, tad atdzgam un filtréjam ieditos kristilus, uz filtra skalgm ar
etanolu unéteri, iegudam produktu 165 ar 73% izakumu. lidzgi iegati arnn
modadvielas 3,5-dietiloksi-1,4-DHR66 perhlofti. Jaatazme, ka bronidu apmaia par
perhloatiem notiek sarra viegli un ar labiem izikumiem virs 60%,1sakas
alkilkedes saturas 1,4-DHP atvasifjuma 166 zenako izrakumu saidzinajuma ar
savienojumdl65 skaidrojam ar produkta laku idibu etand produkta aitiSanas
laika. Savienojumudl67 un 168 ieguvam pec literatiras analgijas, kur tiek veikta
anjonu maia imidazolija tipa jonu l@dumiem [86]. datamg, ka nmisu gaduma
reakcija nenotika tik viegli, bija nepiecieSamiaig reakcijas laiki - 60 un 72 stundas
atbilstoSi, un produktus izdgm ar 69% un 75% izakumu attietgi. Par to, ka
Skiduma nav palikuSi bromdjoni, parliecinajamies aps#dajot iegito slu 165 167
un 168 idens Eidumus ar sudraba rita &idumu, sudraba braoiels neizgulsgas.
Nakotne batu \elams gtit sikak reakcijas gaitu un apius, kas to ietekm lai
raditu optimalus apsiklus $du bipiridinija atvasi@jumu anjonu rindas igganai, &
arn mekkt metodes citu anjonu apnai, lai vagtu petit plagiku anjonu Hofmeistara
seriju un af strukiiras-aktiviites sakabas. Sabzinot savienojumul65-168 'H
KMR spektrus, redzam, ka anjons ietek@6-metiengrupas AB-kvarteta protonu
kimisko noldi, pieneram, savienojumarni65ta ir 5,56 un 6,08 m.d. savienojumam
1665,46 un 6,07 m.d., savienojumd®7 5,47 un 6,06 m.d., savienojumd@85,51
un 6,07 m.d. attiagi.
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2.2 Katjonu 1,4-dihidropirid 1na atvasirajumu oksideSana

Ka jau tika mirgts literatiras apskat tad neskatoties uz b#g literatiras
datu kbkstu par daddu 1,4-dihidropiridna atvasiBjlumu oksid&Sanas iespam,
izmantojot plasSu oksiaju spektru, torér nav infornacijas par katjonus aizvietgus
saturoSu 1,4-DHP atvagiomu kimiskas oksi&Sanas iespam. JatZme, ka
literatiira [259] doti savienojumu grupa33-36 oksidcetie analogi, torar tie iediti
sakotngji oksidgjot izejvielu - atbilstoSo 4-piridil-1,4-dihidropdina atvasigjumu,
tad kvaternigjot piridina aizvietaiju, vai af iegati katjonus aizviet@jus saturosSi

piridina atvasiajumi, elektrimiski oksicjot 1,4-DHP atvasifjumus.

Tadgjadi masu darba uzdevums bija veiktum interegjoSo objektu — 2,6-
vietas katjonus aizviet@jus saturoSu 1,4-DHP atvasjomu oksi&Sanu, lai iegtu
atbilstoSos katjonos pifida atvasigjumus gan k& iesgjamos metabolisma
produktus, gan, lai akotné petitu struktiras-aktiviites sakabas oksidtajam
formam. Izvelgjamies potendlo genu transfekcijas gentu modevielas — atbilstoSo
3,5-dietoksikarbonil-1,4-dihidropirida katjonos atvasijumus — bromdu 153 un
perhlogtu 166 Sadi anjoni iz\Eleti, lai vargtu prognozt potencilla genu transfekcijas
agentaipadbas: perhlats, lai vagtu saldzinat ar elektrdimiskap oksickSars iegito
vielu [258]. Misu darla petijam un saldzinajam dazdu oksid¢joSo a&entu
izmantoSanu katjonu grupu saturoSu 1,4-DHP atapsitu oksi&Sanas reakds.

- N N - - N- T
N 153,166 A X
154,169
- 153,154 Br
166,169 CIO,

Misu pirmais raginajums oksidt katjono 1,4-DHP atvasijumu 153 ar
klasisko neit&lus 1,4-dihidropiridnus oksi@djoSu regentu -in situ genegtu shpeka

oksdu Ec literatira [260] aprakgtas metodes bija neveiksgs. Reakcijas rezuala
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notika izejvielasl53 destrukcija, ko nasrojam *H KMR spektros. Sis neveikggais
eksperiments lika me#d citus oksidtajus, kas pirms tam veiksgi tikusi izmantoti
neitralu 1,4-dihidropiridna atvasigjumu oksid&Sanai, pierdram, tetrahlop-benzo-
hinons p-hloranils) [259], 10% Pd/C [261] vai Se@®62]. Tapat iz\Elgjamies N-
bromsuk@nimidu (NBS), kas arliteratira minéts ka labs oksidjoSais gents dazdu

heterociklisku sigimu aromatizSanai [263]. Eksperimentu rezitltdoti 2.5. tabu.
2.5.tabula.

Savenojumu53un 166kimiskas oksid¢Sanas apakli.

o _ Laiks,| T, | (DHP:Py),| Py’
Nr. | Sav. Oksidtajs idinatajs ot ¢ % %
1. | 153 | 2.6 ekv. NBS MeOH 10| 70 0100| 44
2.1 166 | 2.6 ekv. NBS MeOH 10| 70 0100| 61
3. | 153 | 100m% 10% Pd/C Eto’z‘g_/ xeCN 60 | 80| 50:50 ]
4. | 166 | 100mM9% 10% Pd/C Eto’z‘g_/ xeCN 60 | 80| 0100 | 37
5 | 153 4 ekv. Se0 ACOH 5 [ 50| 0100 | 32
6. | 166 4 ekv. Se® Aco(g_/lE)tOH 5 | 50| 7030 ]
7. | 153 1 ekv.p-hloranils | THF/EtOH (1:1 6 60 75:25 -
8. | 166 1 ekv.p-hloranils | THF/EtOH (1:1 6 60 95:5 -

" Attieciba tika noteikta izmantojoRESH un'H KMR spektroskopijas datus
*|zdalita produkta izeikums oksidtajai formai

Petiti daZdi reakcijas apskli. No 2.5. tabul at€lotajiem datiem varam
secirat, ka vislalakais rezulits katjora 1,4-dihidropiridna oksi@Sanai gan
bromidam 153 gan perhlaitam 166 tika iedits par oksidtaju izmantojot NBS (2.5.
tabula Nr 1 un Nr 2), reakciju veicot metanollzdaitie katjonie piridnija

atvasirajumi iegati ar 48% un 63% izikumu, atbilstosi.

Saldzinot ar literairas datiem [261], kuros dots piem, ka neitéla 1,4-DHP
atvasirajuma oksi@Sana ar 10% paliliju uz ogles, kagemts 20 m% atti@ba pret
1,4-DHP, etiskabe 80°C notiek 2 stundu laik Realizjot katjora 1,4-DHP
atvasirijuma bronida 153 oksickSanu idos pat apaklos [Ec 21 stundas reakcijas
maigjuma ir tikai 23% oksidtas formas. Pilfgi katjono 1,4-DHP perhlatu 166
izdevas nooksidt tikai psc 60 stundm reakcijas maifumu sildot pie 86C,
izmantojot 100 m% Pd/C (10%), kambromda 153 gadjuma tados pat reakcijas
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apstiklos reakcijas maigims satur 1,4-DHP un pifidu vierados daudzumos,
oksideSaras notikusi tikai par 50% (2.5. tabula Nr 4 un Nr 3)

Tapat, balstoties uz literatas [262] datiem - neitlus 4-fenilaizvietotus 1,4-
dihidropiridinus veiksrigi var oksid@t istabas temperata ar 1 ekvivalentu SeO
stundas laik. Veicot katjono 4-fenil-1,4-DHP atvagjumu oksi&Sanu analogos
apstiklos, 1,4-DHP aromatizija nenotiek. Tikai kagot reakcijas maigumu 50C 3
stundas, bromda 153 oksidcSaras notiek apréram par 30%. Lai piligi oksicstu
atbilstoSos katjonos 1,4-DHP atvagumus brorida 153 gadjuma janem 4
ekvivalenti Se@ (oksickta produkta izekums 32%, (2.5. tabula Nr 5)), kam
perhloita 166 oksiceSaris nenotiek pilfgi, iesg@gjams &idinataju mainas &l. Toner
Skidinataju maia Saj gadjuma - etkskabe 153 gadjuma un etkskabes - etanola
maigjums (5:1) perhlata 166 gadjuma ir pamatota, jo uzlabo izejviellg®libu, kaut
af literatiras [262] dati ada, ka neitilu 1,4-DHP gaguma etanols k skidinatajs
Sap reakcip nav ieteicams. dpat neizde®s atbivoties no meiliska Se piejaukuma
reakcijas produlat(2.5. tabula Nr 6).

Musu ieditie rezulfiti rada, kap-hloranila k& oksictjoSa aenta lietoSana nav
efekiiva katjono 1,4-DHP aromatizijai. Savienojumal53 gadjuma ta notika tikai
par 25%, bet perhlata 166 gadjuma tikai par 5%. datZmg, ka pagarinot reakcijas
laiku, oksictas formas izakums nepaaugstis (2.5. tabula Nr 7 un Nr 8).

Ivs E !ﬂ![
1.6E-05
z 157V
E 8.0E-06
=]
Q
0.0E+00
0.0 1.0 20
Potential (V)

2.2. att. Cikliski voltagramma savienojumari66 (c=5x10"M)
noteikts ar staciogro Pt diska elektrodu MeCN/0,1M NaClO
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Latvijas Organisks sintEzes institita Fizikali organiskis kimijas laboratorij
veica savienojuma66 elektrimisko oksi@Sanu (Drkim. Baiba Turovska), izman-
tojot ciklisko voltametriju (CV) un hronoamperomgitr Aprotonos gidinatajos CV
savienojums 166 uzrada inversu oksigBanas gaitu (2.2. a#ts). Divu stipru
elektronakceptoru grupu &batne molekud nolida oksidcijas potendilu uz 1,7 V,

karmer neitialiem 4-fenilaizvietotiem 1,4-dihidropiridiem tas ir 1V [264-266].

Katjonajam 1,4-DHP perhlata atvasiBjumam 166 veikta kontrotta
potencila elektrotze pie 1,70 V degata MeCN. Savienojuma66 elektrkimiskas
oksickSanas laik, veicot kulonometriskus @rijumus, noskaidrots, ka oksghras
notiek ka divu elektronu process. Atsaucoties uz litemat[267], pirmo elektronu
zauctjuSais katjonais radilis ir daudz skbaks par neitilo 1,4-DHP atvasifjumu.
Domajams, ka 2,6-vietu pirighija katjoni ietekna 1,4-dihidropiridna NH protonu,
padarot to skbaku [258]. Misu pismeémums ir, ka pc pirma elektrona atrausSanas, tai
seko atra NH protona iZgelSana un tikai g¢ tam — otra elektrona un protona
iz8kelSana. Sdu elektrdimisku oksi@éSanas meimismu dve par ECEC (E electron

transfer; C proton transfer) mahsmu.

Savienojumam169 tika iediti monokristli, kuriem Latvijas Organisis
sintezes institita Fizikali organiskas kimijas laboratorij (Dr.fiz. Sergejs Blakovs)
veica rentgenstrulitas anaki, lai apstipriatu savienojumatrukfiru (2.3. at&ls).

2.3. att. Savienojuma69 rentgenstrukira
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Rezungjot augsik uzrakstto, var seciat, ka darla pirmo reizi veikta katjono
1,4-dihidropiridna atvasigijumu kimiska oksidcSana. Gan kimiski, gan
elektrdamiski oksidtjot katjonos aizviet@ajus saturoSus 1,4-DHP atvagumus, tika
legati atbilstoSie katjonus aizviet@tis saturoSi piritha atvasigjumi ka potencilie
genu transfekcijas genti, vai iespjamie metabolisma produkti jalEttajiem gnu
transfekcijas gentiem. No apsk#ihjiem oksidjoSajiem gentiem visefeltaka
metode izidijas lietojot NBS k& oksicttaju, reakciju veicot metanal Masu ieditie
rezuléati pamdija, ka, saldzinot neitdlu 4-fenilaizvietotu 1,4-dihidropirithu
oksiceSanu — garkimisko, gan elektig@misko ar katjonos aizvietgjus saturoSu 4-

fenilaizvietotu 1,4-DHP atvasijumu oksi@&Sanu, pdeja notiek gntak.

Alternatva modésavienojumd.66 iegaSana ir savienojum@4 oksiceSana, lai

talakas stadijis veiktu broma nukleofilo aizvietoSanu ar pind.

o 0

C,H
~ 2’5

H.C C,H

© NaNO,/AcCOH ° 2>q X o” e

—_—
CH,Br =
2 BrH,C N CH,Br

153

Saj gadjuma izmantots klasiskais 1,4-DHP oksigis — NaNQ/etikskabe 50°C 5
min., tad 1,5 stundas maisot istabas temperaiegist produktu 153 ar 60%
iznakumu. Ja reakciju veic tempeitet virs 50C vai ja reakciju $&jtemperaira veic

ilgak, nowro savienojuma laktoniziju [156], ka jau tika mirgts literatiras apskat

2.3 Savienojumu fizikali- kKimiskais un bidgimiskais raksturojums

2.3.1 pKjnoteikSana
No literafiras ir zirams, ka katjonu liposoam, k&rsojot $inas endosoato
ddu, wlams hitu nemaimt vides pH, jo skbas vides gafuma var notikt DNS
sagrauSana [115].affad, ir svaigi, lai potencilie génu transfekcijas genti katjonie
amffilie 1,4-DHP atvasiijumi sgetu saglabt nemaingu apkirtejas vides pH. Ipec
bija batiski parbaudt, vai jauniegtajiem savienojumiem apienit buferkapacite,
un kada & ir saidzinajuma ar savienojuma8 buferkapactiti, ka ai saidzinat tagad
79



sinte£to savienojumu un Membmakivo un B-diketonu laboratori ieprieks

sintezto savienojumu uZzditas bufetpadbas.

Izvelgjamies af citus Membi&nakivo savienojumu uf—diketonu laboratordj
sinteztos savienojumudl70-173, kas paplaSiEtu ptamo savienojumu rindu, lai
legutu informaciju par katjono 1,4-DHP atvagijumu NH protona pKa artibam
struktiras-aktiviites sakabas @tijjumiem.

Izmantopm pKa \ertibas noteikSanai divas metodes: UV/VIS
spektrofotometriju un gbes tit€Sanu ar bzi. Membganakivo un B-diketonu
laboratorip iepriekS sinteztajam un literaira apraksitajam savienojuman8 ir
pétita buferkapacite, & ir saidzinata ar DOPE un PEI 25 [56]g@gejo medz cevet
af par ,protonu 8Kkli”, pateicoties daudzam protoreties un deprotciies sgjigam
aminogruam. Savienojumu rindaB8, 93, 136, 137, 140144, 147, 150, 170173
noteiam pKa \ertibas izmantojot UV/VIS spektrofotometriju, i#@gs datus

apkopojm 2.6.tabud.
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2.6. tabula

1,4-DHP atvasigjumu pKa \értibas, noteiktas UV/VIS spektrofotometriski

Savienojuma Nr. pKa

38 5,99 +0,08

93 9,36 +0,06

136 6,18 +0,04

137 7,11 0,05

140 -

141 -

142 7,03 0,09

143 6,06 +0,05

144 -

147 -

150 -

170 10,69 +0,22
171 -

172 Neveidojas anjons
173 Neveidojas anjons

Vairakos gadiumos @c iz\elétas metodes nebija iegpms noteikt pKa
vértibu, jo UV absorbcijas maksimumsabk vide pie 365 nm un UV absorbcijas
maksimums #rziska vidé pie 454 nm proporci@li nesamazias vai nepieaug,
absorbcijas ikném pie daZidam pH \ertibam veidojot kopgu krustpunktu, & to
no\erojam, piengram, savienojuma37 un citu savienojumu gddmos (2.4. atls),

kas ir idzigi savienojumd.37 absobcijas spektriem.

—e—HCI

—m—pH 6,56
712
8,01

—e—anjons

Absorbeija

——T.41
—6,99
6,28

300 350 400 40 500 550 [Sles]

2.4. att. Savienojumd37 UV/VIS absorbcijasiknes dazdas pH

vertibas

Noskaidrofim, ka N-aizvietoti savienojumidens Eidumos anjonu neveido,

kas ir likumsakani, jo &dos 1,4-DHP atvasiijumos nav kusga idenraza atoma pie
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slapela, bet, lai deprotatu kadu citu grupu molekdl jabat daudz Bziskakai videi.
Pieneram, fenacilpirid@nija atvasiajumiem metiengrupu iespjams deprotogt vide,
kur pH>20. Misu gad@uma afi savienojumi satur deprotettes sgjigu metiEngrupu
pie kvaternizta slapea atoma. Tor nenowrojam protona atrauSanu no 1,4-DHP
2,6-metiEngru@am pat tajos gagumos, kad 1,4-DHP sbeka atoms bija aizvietots
ar metil-172vai benzilgrupul 73

1,4-DHP-atvasinajumu titrésanas liknes

11

10 -

. L s

—146

I

Kontr.

e :

138

pH

0
mL0O,5> M NaOH

2.5. att. Katjono amfifilo 1,4-DHP atvasifumu titreSanas iknes

Veicam alternaivu pKa \ertibas noteikSanu: gkes titeSanu ar bzi lidzgi ka
autori to bija ptijusi ar katjonajiem amfifilajiem 1,4-DHP atvasjomiem 33-41
[56]. Buferkapaciites noteikSanai paraugu kzdinajam 5ml HCI tdens Eiduma
pH=3,5 &, lai gala koncenicija paraugam itu 0,22 mM. Tad tigjam ar 0,5 M
natrija hidroksda %idumu pievienojot pa 10l un nolasot kiduma pH ertibu, kad ir
iestijies reakcijas itlzsvars (2.5. alls). S metode navisti pientrota nusu
paraugiem, jo hdi, kad deprotogjas 1,4-DHP NH grupa, reakcijaslzsvars iegfas
vismaz 15-20 miaSu laila, iesggjams pat @l [eénak, tapec merjjumi var kit nepreizi,
jo nav sagaitla reakcijasitizsvara iegSaras. AnaliZjot titréeSanasiknes var secit,
ka aizvietolja elektronakceptorais vai elektrondonorais efgktgdinija gredzea
praktiski neietekra 1,4-DHP NH protona pKaévtibu. Tongr, aizsgjot aizvietosis
piridinija grupas ar elektroneg@aiko piraznija grupu, nogrojam savienojumal50

pKa \ertibas samazisanos satizinot ar savienojuma8 (2.5.atels).
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2.3.2 Katjono amfifilo 1,4-dihidropirid 1na atvasimajumu agregacijas petijumi

ar gaismas mikroskopu

Lai veiktu savienojumu gnu transfekcijas aktivites @tijjumus, ie@tajiem
savienojumiemaparbauda to sfja saisities ar DNS — lipopleksu izveide. Visbigz
literatira liposomas pagatavo ar filmas metodi: nepiecieSanetas daudzumu
izskidinot hloroforna, tad ietvai€é Skidinataju ar shpekli. ledito pleviti Zave
vakuuna, lai atbivotos no organisk &kidinataja, tad suspertddejonizta tden,
sonificg, lidz &idums Kast dzidrs. Vaitkos gadiumos ir mirgts, ka dazkrt ir
nepiecieSama suspensijas kaena, lai iegtu dzidru &dumu [56].

Lai gutu priekSstatus par savienojumtgjspveidot nanoagredus, akotngji
gaismas mikroskapaplakojam, kas notiek ar katjor@jamfifila 1,4-dihidropiridna
atvasirajuma kristliem tden. Noverojam, ka kristiliem norakot aden, tie sk &ist,
un ap tiem rodas makromole&rilveidojumi, ki redzams 2.6. @. Sie nogrojumi
liecina, ka nisu savienojumiem pieitnpaSagregsaras sgja.

2.6. att. Savienojumda36 (A) un 145 (B) makromolekuirie asociti
udert

Talakiem bidimiskiem g tijjumiem savienojuma&8 liposomu pagatavoSanai
MEs izmantajm augsik aprakstto metodi, bet jauniggo savienojumu liposomu
Sidumus, & aid savienojuma38 liposomu &idumu atkirtotiem eksperimentiem
ieguvam, veicot nelielu metodes modifi&ju. Atskirtba no iepriekS aprakgés
filmas metodes, tagad liposomas pagatawogavienojumulddinot aden, sildot un
apstadajot ar ultraskau lidz %idums HKast dzidrs. Kk pa@adija talakie genu
transfekcijas aktivittes eksperimenti, sdkzinot savienojum&a8 genu transfekcijas
aktivitates literatiras datus [56] un eksperimelntiegttos datus, varam seain ka
liposomu pagatavoSanai varam lietotaisu piedvato metodi, jo rezuiti ir
safdzinami. Savienojumu konceritija biologiskajiem eksperimentiem liposomu

pagatavoSanai izleta analoga literatai, respekwi, 1,25 mM [56], piemeldta
83



sakuma koncenfitija ir optimala. Vairumam no savienojumiemaldkiem
eksperimentiem bija ie§@ams pagatavot stabiluskiflumus Sa& koncenticija.
Savienojumiem ar zeiku idibu, (@40, 146, 165 un citi) sskuma koncentciju
samazifajam cetras reizes, lai iedu stabilus Kidumus un savienojumi neizgu&as
Iidz &alako eksperimentu uzkSanai. Lai iegtie rezultti butu savstargi salidzinami,
mazk &istoSo savienojumuikuma koncenficijas piemekdjam 1,25 mM samazinot
uz pusi, ja ar0,67 mM koncen#cija bija par augstu,alreiz uz pusi samazipam
Skidumu koncenticiju lidz 0,33 mM. Pagatavotieki#lumi talak izmantoti gan

biologiskiem, gan mikroskopijasefijumiem.

2.3.3 Katjono amfifilo 1,4-dihidropirid 1nu komplekseSanas ar DNS

Genu transfekcijas gentu pamatuzdevums ir ramjit gerctisko materilu
merkSinas citoplazm. Tapec potencilajiem transfekcijas gentiem gkotngji
jaizveido lipopleksi. Lai tasiiu iesgjams, savienojumienakotngji javeido asoditi
ar DNS —jveido liposomas ar i¢gautu DNS fragmentu, kurwede an par lipopleksu.
DNS un liposomu komplekSanas eksperimentos nosaka gidads DNS anjonu un
katjora genu tranfekcijas genta katjona ekvivalenta attibas tiek pilfba
neitralizZta DNS molekulas negat virsma un 2 vairs neprvietojas agarozesetj,
elektriska lauka. Lai lipopleksi ltu redzami, glu pec elektrofogzes atfista 0,002%
etidija bromda (EtBr) adens Eiduma, kuru pEc tam vizualiz fotogragjot UV
kames. Katjonu : anjonu ekvivalentu attigsu ckvé an par ,ladipu” attieabu. Sidi
notei@m savienojumu sgu veidot kompleksus ar DNS. Dadas ,ladinpu” attieabas
kompleksiem pagatavan sekojoSi: 3kuma septhos no astpiem testa pksrites
laucipiem iepilda 75uL MES-HEPES NaCl bufek¥duma pH 7,4, tad braja lauciha
lepilda 150 uL iepriekS pagatavatliposomu &iduma. Elak pusi 75 uL izejas
Siduma prnes lauaia ar bufer§idumu, 20 reizes ar pipeti samaisa WTNps
nakamap laucna ar 75uL buferkiduma un atkal 20 reizes ar pipeti samaisa.
procediru atkato fidz astai plafites lauayi satur liposomu I§dumus ar dadam
koncentacijam, pirmap 1,25 mM un ka& nakamaj 2 reizes zeidku koncenticiju
neka iepriekja. Blakus koloa astaos bivajos lauajos iepilda 75ulL MES-HEPES
NaCl DNS &idumu, lai katk no lauchiem hitu iepildits 0,8ug DNS, @lak parnes

pagatavotos I&dumus lauaios ar DNS, viegli samaisa un ajstuz 20 min.
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Lipopleksus ar dadu DHP/DNS attietbu, ka ain DNS, iepilda 0,9% agarozeslg
izveidots ,kabathas” un ¢lu ar paraugiem ievieto elektriskajauka (65 V) uz 3
stundim. Elektrofogzes datus par savienojumuggp komplekst DNS iedist, ka

mingts augstk.

1.4-CHP atvasingjurma latjena

Pilnila saistits ONS - attizciba pretuisnu DNS anjanu
\ !
w» o
v | LMy
A N8 o g oy e D E 5 R A T -
- -4 = C; L] [} o
P -

= ===

CIME parietojizs
alel trisl 3 laula

Tul 33z Labatinas

2.7. att. DNA kompleksamis ar katjonajiem 1,4-DHP
atvasinzjjumiem:136 (A); 144 (B)

No 2.7. attla redzams, ka vias, kur DNS elektrisk lauka ietekra ir parvie-
tojies agarozesé&th, nav veidojies savienojuma un DNS komplekss. @ientram,
2.7. attla nowerojam, ka savienojuma36 gadjuma pilniba saistta DNS plazrtda ir
Iidz katjona/anjona attigmai 1, turpret savienojumal44 gadjuma - lidz katjona/
anjona attietbai 2. Sidi més noteiam, pie kdas idipu attieGbas DNS ir piliba
saifits lipoplek&, nolasot pdgjo ladinu attiegbu, pie kuras bija pilitva saisits DNS.
Parbaudto savienojumu lkistu papildiajam af ar Membgnakivo savienojumu un
B-diketonu laboratoryj sinteztiem 1,4-DHP atvasi#juma 38 analogiem savieno-
jumiem 174 un 175 lai ieditu vairak datus par katjoniem amfifiiem 1,4-dihidro-

piridina atvasiajumiem @lakiem strukfiras-aktiviates @Etjjumiem.

O/C7H15

H,.C
~
25712
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Savienojumiem, kuriemk¥diba un liposomui&dumu gkuma koncenticija
bija zenaka, lipopleksu pagatavoja attigt pie zenakas hdinu attiegbas pirmaj
laucina. Datus apkopam 2.7. tabul, parbaudtie savienojumi, kas ir katjonie
amfifilie 1,4-DHP atvasi@jumi, uz@adija SgEju saistties ar negavi ladéto DNS.

Parsvaf savienojumi jau bija piliba saistjusi DNS pie &dinu attiegbas 2 un 1.

Apltkojot datus 2.7. taballseciram, ka savienojum88, 136, 137, 142, 143
145 148 149 152 165 167, 174 un 175 ar elektrondonoriem aizvietjiem
piridinija gredzea pilniba saista DNS pie makam ,ladinu” attieabam 1 vai 2,
turprei savienojumi 138 140, 141, 156 147 un 150 ar elektronakceptoriem
aizvietofijiem piridinija gredzea pilntba DNS saista pie zdipu” attieabas 4.
Savukirt, divos gagjlumos ar savienojumierd46 un 168 predzu saisiSanos attigbu

ar DNS neieguam, tapec darla pieraksits, ka tie saigs no 21dz 4.
2.7. tabula

1,4-DHP atvasiijumu un DNS kompleksaras noteikta ar elektroféres

metodi
Sav. ELf Sav. ELf
38 2 146 4/2
136 1 147 4
137 2 148 2
138 4 149 2
139 2 150 4
140 4 152 1
141 4 165 1
142 1 167 2
143 1 168 4/2
144 4 174 1
145 1 175 2

Elf. pirma katjonu - anjonu attigba DHP:DNS pie kuras vairs piba nav
kompleksts DNS

2.3.4 Citotoksicitate
Veicot savienojumu biolgiskas parbaudes svagi noskaidrot savienojumu

kompleksu citotoksiciti, jo tas ir fhutiski, lai savienojumi izmantotag
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koncentécijas nelmitu toksiski. HBpat citotoksiciites dati ir nepiecieSamiégu
transfekcijas eksperimentu skaidroSanai, lai sapragai @gnu transfekcija nav
notikusi @péc, ka savienojumam nepi@m genu transfekcijasipadbas, vai
savienojums ir citotoksisks unuras aiziet ba@ pirms notiek transfekcija.
Citotoksiciites noteikSanai izmantap MTT testu prtika firbroblastu 8nu finija
(CV1-P) [268], § testa pamat ir (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazga
bronida (L76) un mitohondriju oksiredukku darhba.

/@ mitohondriju f
N

Ja viela ir toksiska unagam ir trau@ta nornala darbba, tiek dgji vai
pilniba inhibéta MTT 176 redu@Sana par 1-(4,5-dimetiltiazoil)-3,5-difenilformam
(177), kas ir violef krasa. Pec tam ar UV spektrometru pie 570 nnena paraugu

absorbciju un izsaka procentos pret kontroles grupu

Citotoksiciites noteikSanai CV1-PiBas uzgam augSanas vid96 laucihu
platté, kata laucha 20000 #&nas. Dienu ®ak nomaiam augSanas vidi uz
bezseruma vidi un pievieraon 1,4-DHP atvasijumu un DNS kompleksu, kurus
pagatavgm ka apraksits iepriek§ja nodda par savienojumu kompleé&anos ar
DNS. Bez seruma vidi lietan, lai izvaifitos no lipopleksu agragijas ar augsSanas
vides olbaltumviddm [144]. Rc 5 stundu inkuéSanas atmazgm ar $inam
nesaisjusos lipopleksus un atkal pievieanj augSanas vidi ar serumu, inkj#m 2
dienas. Tad nomaim vidi pret bezseruma vidi, pievieaa) 10 ul MTT, inkubgjam
2 stundas, pievienain (20% SDS un 50% DMF, pH 4,7), inkgjam 24 stundas un
merfjam absorbciju pie 570 nm. MiruSartu skaitu izteiam procentos no @zo Sinu

skaita pret kontroles grupu.
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Citotoksicitate lipopleksiem (MTT)

110,0

120,0

w136

100,0 137

144
- 80,0 =148
=149
r 60,0 165
167
- 10,0

izdzivojuso stnu daudzums %

168

38
- 20,0
w175

174
0,0

Ladinu attiectba DHP:DNA

2.8. att. Lipopleksu citotoksicites dati noteikti ar MTT testu

No ieditajiem citotoksiciites rezulitiem seciam, ka savienojumi, kuru
kompleksiem notelm citotoksiciiti pie ladinu attieGbas DHP/DNS 2, 1 vai
mazka, uzada mininglu toksicitati - ap 80% izdaojuso $inu, savukrt pie kdinu
attieabas 4 tie 3k klast toksiski, bet piealinu attiegbas 8 vai lielkas $inas iet bgj.
Pie kdinu attieGbas 4 1,4-DHP atvasijumi, kuri satur piridnija ciklus ar
elektronakceptoriem aizvie@iem, uzfdija zenaku toksiciti neka analogi
savienojumi ar elektrondonoriem aizvigijem piridinija gredzea. No Siem datiem
varam secift, ka savienojumu lipopleksi maz koncenticijas nav toksiski un,
saidzinot akiva savienojuma8 lipopleksu citotoksicittes datus pieatlinu attiegbas
4 ar g@rgjiem savienojumiemvairums ir pat maak toksiski. Augsiku citotoksicititi
uzradija viengi savienojumd48 kura katjonu ienesasgrupa ir 3,5-dimetilpirithijs,
attieagi 38 28% un 148 6%. Mazk citotoksiski pie ¥ ladinu attieGbas bija
savienojumil36, 137, 148 167, 174 un 175 jo 80% robeZs saglabjas izdavojuso

Sanu daudzums salzinot ar kontroles grupu.

2.3.5 Genu transfekcija

Misu darba rerkis bija iedit jaunus potenalus katjonus amfifilus 1,4-DHP
atvasinjumus, vargjot 1,4-DHP cikla 2,6-vigls esoSos pirithija gredzena
aizvietotjus ar daZdiem elektroniskajiem efektiem, un me&kktrukiiras-aktiviiites

likumsakatbas @nu transfekcijas aktivites eksperimentos savienojur38, 136-
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152 166, 167rindai. Notei@am savienojumu su parnestp-galaktozidizes plazirdu
sinas ar ONPG metodi. Metodes pamatiek noteikta erima eksistence
transfeétajas dinas, kas nodroSinao-nitrofenilgalaktopiranoma hidrotzi par
galaktopiranozi uno-nitrofenilu. Talak ar UV/VIS spektrofotometriski nosake:

— -

nitrofenola daudzumuisas, jo intensvaks krasojums, jo vaik Sinas satur enmu.

Génu transfekcijas aktivitate
W38
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2.9. att. Genu transfekcijas aktivite katjonajiem amfifilajiem 1,4-

DHP atvasi@jumiem

Genu transfekcijas eksperimentus @k@nalogi k& citotoksiciites testuibz
bridim, kad $&nas tiek inkubtas 2 dienas, @ nesaigto lipopleksu atmazganas
augSanas vidi n@mam, pievienogm 2% Tritona 100 i@dumu, lai izjauktu &nu
membenas, un paraugus sasgiin -80C. Rec atkausSanas spektrofotometriski
meéra hidroliZta ONPG daudzumu pie 405 nm, standlniés konstréSanai lietojot
attiritu B-galaktozidizi no E.coli, lai apgkinatu p-galaktozidzes viembu daudzumu
tranfe@tajas dinas [47]. Savienojumi ar augiu transfekcijas aktiviti jau dazu
minaSu laikh deva dzeltenu Esojumu, kas bija pat viali novérojams, savuit,
savienojumi ar zemu aktidti iekrasops tikai @c 2 stundm. DazAdos
spektrofotometriskos @rijumu laikus iz€lgjamies, lai n@rijumu rezulti atrastos

standarfiknes vidusdg, tapéc tos veiam pec 3, 10, 30, 60 un 120 mniitem.

Darlka parbaudti vairak ka 30 dazdi 1,4-DHP atvasifjumi, bet Sa nodda
atspogloti tikai savienojumi, kuri uzdija augsiku genu transfekcijas aktiviti par
20 B-galaktozidizes viefbam uz lauchu. (2.9. attls). No farbaudtajam vielam tika
atrasti vaiaki savienojumi, kas uidija vera nemamu gnu transfekcijas aktiviti
CV1-P dinu f[nija, toner neatradm savienojumu, kastlu uz@dijis augsiku

aktivitati par savienojumiB8 (2.9. atéls). No ieditajiem rezulitiem varam seciit,
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ka toner liela ietekme uz @nu transfekcijas aktiviti ir piridinija gredzena
aizvietotijiem. Saidzinot 1,4-DHP atvasi#jumu piridinija gredzenu aizvietaju
elektronisko dabu, agecina, ka savienojumi ar elektrondonoriem aizvgtm
caurnera uzm@dija augsiku genu transfekcijas aktiviti neka savienojumi ar
elektronakceptoriem aizvietjiem. Genu transfekcijas aktivite ir atkarga ar no
aizvietotija vietas piridnija cikla, pientram, 3-metilpiridnija atvasiajums 143 ir
aktivaks par 4-metilpirighiju 136 saturoso 1,4-DHP atvagjomu, bet 3,5-dimetil-
148 vai 3,4-dimetilpiridnija 149 aizvietotju saturoSi 1,4-DHP atvasijumi uzridija

vél zenmaku aktivitati par savienojumi 36.

Tapat svaigi bija noteikt gnu transfekcijas aktiviti savienojumiem, kuriem
katjora dda saglabta nemaifga, bet vafits anjons. leg@tie primarie rezulfti liecina,
ka bromdu apmaja pret PE, BF; vai ClO, anjoniem ietekra transfekcijas aktivitti.
Vienadu aktiviati uzrada Br un CIQ anjonus saturoSie 1,4-DHP atvagimi
(attieagi 163 un 38) pie dazdam ladinu attiegbam (2.10. attls), bet zeraku
transfekcijas aktivilti uzradija Pk 168 un BF, 165 anjonus saturoSie 1,4-DHP
savienojumi. Torér Sie ir tikai pirmie dati par anjona ietekmi uzansfekcijas
aktivitati 1,4-DHP atvasigjumiem un ltu jamodifice eksperimenta ap#tli vai
jadoma par komponentu liposomu pagatavoSanu, lai uzlaSktdumu stabilifti.
Papildus eksperimenti abu nepiecieSami @r lai korekfk vartu saldzinat
savienojumus38, 165 167 un 168 jo transfekcijas eksperimenta lajkkad tiek
veidoti kompleksi 1,4-DHP/DNA, na@ojam savienojuma agréganos un
izgulsreSanos Cl@165 un BF, 167 gadjuma. Lidz ar to nav pr@zu datu par So
savienojumu patieso konceitiju Skiduma un nav isti korekti saidzinat

savienojumul65un 168 uzraditas ¢gnu transfekcijas aktivites.

Lai af vairums savienojumu wadtija sgEju veidot kompleksus ar DNSgigu
transfekcijas aktivitti uzradija tikai nedaudzi. To skaidrojam, k& lipopleksu
izveidoSags, tiem ir pskérso $inu memb#na, kas btiski var ietekndt DNS
fragmenta transportu uzigas kodolu. Ar nakamas biolgziskas barjeras var tiski
ieteknEt genu transfekcijas aktiviti, ka, pieneram, endosomas izveide, kas
neatbtvojot lipopleksu var novest pie lizosomas izveides tilakas DNS degra-
dacijas, @ipat var tikt trauéta DNS molekulas atbroSaras no lipopleksa. Eksperi-

mentli nav pieadits, kura no barj@m samazina transfekcijas efektatit Tomer

90



varam dorat, ka jau Sajos pirmajos s kads no nosagumiem netiek izpilats, bet

tas neizgldz af citus iemeslus, kas vau samaziat transfekcijas aktiviti.

Genu transfekcijas aktivitate

250,0

200,0 |

- 150,0 | ]

|38

I 165
1000 =167

m 168
50,0 T | I

0,0 -

B-Galaktozidazes aktivitate
{vienibas/laucinu)

Ladinu attieciba DHP:DNA

2.10. att. Anjona ietekme wuz egu transfekcijas aktiwti
savienojumien38, 165, 167 un 168

Atgriezoties pie citotoksicites datiem, redzam, ka pigdinu attiegbas 4, 2
vai 1, kur lipopleksi uzdija transfekcijas aktiviti, savienojumi nav citotoksiski.
Tas ir loti noamigs secigjums, lai turpiatu talakus @Etjjumus ar aklwakajiem
savienojumiem. Agikojot citotoksicifites rezulitus un transfekcijas aktivies
datus, kas apsk#tdarka iepriekS, nedaudz augkh toksicitite bija savienojumiem,

kas uzidija augsiku tranfekcijas aktiviti.

2.3.6 Liposomu pettjumi ar atomspeku mikroskopiju

Ne mazak svafgi strukiiras-aktiviites sakabu pEtijjumi ir par katjono
amfifilo 1,4-DHP atvasigjumu piridinija gredzenu aizvietaju ietekmi uz to veidoto
nanoagregfu struktiru. Buatiski saprast, cik lieli un #da veida nanoagrety ir
veidojuSies un &k mairas nanoagregu struktiras savienojumiem komple¥sties ar
DNS.

Ka jau ievad tika mirgts, viena no gdgjam un moderakajam liposomu
pctiSanas un raksturoSanas meétadr atomspku mikroskopija, kuru arpielietogm

musu paraugu anaksanai.
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Ka zinams no literalras, tad pairi amfifili savienojumi adens vi@& var
paSagregties - veidot nanostruitas, kuru Bérsgriezumi ndrami nanometru skal
[34]. Meklgjot jaunas iesfjas niisu sintezto savienojumu nanostruku fizikali
kimisko ipasbu raksturoSanai, izmansop atomspku mikroskopijas kontaktmetodi,
ka ai punkeSanas metodi, kas ir lakb pientrota mkstu paraugu giiSanai. Ar So
metozu pablzibu raksturggm agre@tu izne€rus, K af pagatavoSanas apisiu

ietekmi uz nanodau izmeriem.

Tas savulrt lava saidzimat literatiras datus par lipopleksu iznem, Kkuri
legati ar gaismas izkliedes mikroskopu [56] ar ekspendli iegiatajiem ASM un
EM datiem savienojuma8 veidotajiem nanoagragem.

2.11. att. ASM 2D atils savienojuma38 veidotajim liposonam uz

vizlas (a,b) un to/&rsgriezumi (c,d)

Sap nodda pasmditi attsli, kuri iegti, skergjot parauga virsmu gan ar ASM
kontaktmetodi, gan ar purdgdanas metodi. Anakpt ASM datus, jo gaiks punkts
atla, jo uz virsmas ir augsits izcilnis. Lai vagtu noteikt atsevifo liposomu
lielumu, apstidajot iegitos datus ar datorprogrammasigabu, ir iesgjams iegit
virsmas Eésgriezumu pa fwi izraudatu nogriezni. Kk redzams ar ASM iagaja
2.11. attla, liposomu diametru izami ir ap 130 nm, kas indlzgi tiem, kas aprakgt
fosfolipidiem literatira [219]. Vel nowerojam, ka savienojum&8 nanoagregfi ir
veidojusi bivu liposomu dini, vierigi nav zirams, vai tas ir mono- vai
multiliposomu sinis. Liposomu adsorbciju uz vizlas shematiskictaratelot ka
pamldits 2.12. a#lla, kura uz vizlas veidojuSies Wi liposomu sini un atsevigas
liposomas virgja slani. Ta ka liposomu paraugi gan ASM, gan EM tiekvéti, tad &s
maina savu formu - lodveida forma def@jas un veidojas sapladitas lodes formas

liposomas.
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Liposamas
diametrs

Pt )
. Liposomastbiczums

Liposomu
slanis
uzvizlas

2.12. att. Liposomu adsorbcija uz vizlas un liposomu aggfoto

izmeru shematisks attojums

Atsevikos eksperimentos newjam, ka savienojums38 ir veidojis

pavedienveida micellas (2.13.&d).

pm pm

2.13. att. Savienojuma38 pavedienveida micellas vizualias ar

ASM punkiSanas metodi

Lai parbaudtu jaunsintezto savienojumu sgu veidot liposomas un noteiktu
to izmerus, analogi sagatawan paraugus ar savienojumieb36 137 un 138 ka
apraksits 2.3.2. noda.

f-range 10 ey

2.14. att. ASM 2D atlls savienojumd36 veidotaim liposonam uz

vizlas (a,b) un to/&rsgriezumi (c,d)
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Saldzinot jaunsinte#o savienojumu ieggos ASM atélu rezulatus ar
savienojuma38 datiem, redzam, ka visi paraugi ir 100%rkbajusi vizlu ar bivu
liposomu sini, uz kura ir redzamas atsek@$ adsorgusas liposomas, kagauj
spriest par to iz@riem. Savienojumal36 veidogs liposomas ir adsogusas uz
liposomu biva slana gan atsevidi liposomu veid, gan K vairakas liposomas, kas

saistjusas ko (2.14. attls).

-0 00560

2.15. att. ASM 2D atils savienojumd37 veidotagm liposonam uz
vizlas (a,b) un to/&rsgriezumi (c,d)

Savienojuma 137 gadjuma nowerojam nevienmdrigu liposomu $iha
veidoSanos uz vizlas un 2.15 ¢chttir redzams, ka liposomas ir adsgjusas vaiakos
slanos, un ka liposomu monask biezums ir 10 nm, kas vigs ar atsevif
liposomu biezumu. Varam seétnka atsevi§o liposomu noteiktais augstums atbilst

realajam liposomu augstumam.

Yerange: 10 [urm]

Nersnge: 10 [pm)
a

2.16. att. ASM 2D atlls savienojumd38 veidotaim liposonam uz

vizlas (a) un to Brsgriezums (b)

Savienojumal38 gadjuma liposomas bija veidojuSas s##inosi viendaigu
blivu skni uz vizlas virsmas, bet liposomas bija veidagu&r liekku diametru —
vidgji 180 mn izn@ri (2.16. atéls).

Noteiktie liposomu vidjo diametru iznari atspoguloti 2.8. tabu.
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2.8. tabula

SavienojumuB8, 136, 137un 138liposomu izngri

SAVNT. | Gametrt fzmer. om
38 130
136 110
137 150
138 180

No ieditajiem rezulitiem par liposomu iz@ru atkarbu no piridnija aizvieto-
taja var no¥rot, ka, mainoties pirighija 4-vietas aizviet@jam, mairas savienojumu
veidoto liposomu izreri, liposomas pagatavojot vietos apgiklos. Tas btu skai-

drojams ar palras ddas &ersgriezuma laukuma izmai pret lipofias ddas tilpumu.

Augsturis Snm Augsturis o nrm
Flatuas LoS o Flaturis 30 mn
15 riin sl N

Augsturis 2hnri
Flaturas 153 nim
ERRTN

2.17. att. ASM 2D atils savienojuma38 veidotajim liposomam uz
vizlas, varéjot sonifikicijas laiku, kut tiek apstiidats paraugs

Nanoagregtu petijumu laika nowerojam, ka liposomu izrri ir atkaidgi no
apstades ilguma ar ultraska. Tapec veiam eksperimentu ar savienojundd, lai
noskaidrotu, k mairas o veidoto liposomu izi@ri laika, apstédajot paraugus ar
ultraskau. Tatad gikotngji vielai norekot tden ta veido multishipainas liposomas,
kuras nogrojam pat ar gaismas mikroskopalak paraugu apsidajot 5 minites ar
ultraskau ieguxam liposomas vidji 26 nm augstas un 194 nm platas (2.17. Alstt
Pagarinot ultraskss apstdes laiku idz 15 mimtém ieguam liposomas - 8 nm
augstas un 105 nm platas (2.17. Belg}t savukrt, pec 60 mimiSu apstides ar
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ultraskau vairs nogrojam batisku liposomu samazisanos, vidjie izmeri bija 6 nm

augstum un 80 nm diameidr (2.17. C attls). lzmantojot iegtos ASM datus par
liposomu &ersgriezumu diametriem no 2.17. A, B un Celagin un pieemot, ka ar
ultraskau neaps#datu paraugu liposomu izén batu >1000 nm, veidojam grafisku
atelu: uzy ass atliekot liposomu vigb diametru (nm), bet ux ass laiku (min), cik

ilgi paraugi apstdati ar ultraskau (2.18. atls).

Liposomu izmérs samazinasanas atkariba no ultraskanas
apstrades ilguma

1200

g 1000
g
3 800
£ \
2 600
- \
E 400
: \
a2 200 —
- L :
0
9] 10 20 30 40 ou =14}

Laiks, min

2.18. att. Savienojuma38 liposomu diametru izéna izmanas

atkariba no paraugu apstides ilguma ar ultraskau

No ieditajiem datiem varam sedi) ka savienojuman38 pasiv minimala
liposomu izn@ra robeza. Ida vagtu bat visiem ieditajiem savienojumiem, un

minimalais izners kitu atkargs no savienojuma pako$arparametra.

2.3.7 Liposomu petijumi ar elektronmikroskopiju

Lai gatu pilnigaku priekSstatu par savienojuma veidawaj nanoagregju
struktiram, sadarbojoties ar Dr.biol. Veltu Osi no LatviBi®medidanas g@tijjumu un
studiju centra, uzemti transmisijas-elektronmikroskopijas &tttsavienojuma 38
veidotapm liposonam. Liposomu Eidumus sagatavaiyn tieSi @pat k& ASM
petijumiem. Rc ieditajiem pirmajiem atliem (2.19. atgls) redzam, ka ir veidojuSies
daZAdas formas nanoagr&g kas vagtu atbilst gan liposoam, gan pavedienveida,

gan daudzghainam liposonam.
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2.5 mEiml g25mgiel DS mEaml e00C Ldm n.

2.19. att. EM ateli savienojuma38 veidotajiem nanoagregiem.

Nogrieznis 100 nm.

Samazinot savienojuma koncexaiju Iidz 0,25 mg/ml nogrojam, ka svaigi
pagatavotaml@dumam liefikoties ir pavedienveida strukas, bet, ja paraugam EM
atlu uzem [Ec vienas neglas, tad nogrojam liposonmam atbilstoSas struitas.
Analizgjot tikai EM datus vaatu donat, ka savienojuma krigliem norakot ader, tie
spontini veido daZdas formas un veidu liposomas, béfidsimu aps#dajot ar
ultraskawu un sildot, agredi tiek sagelti mazos fragmentos, kuri nakaima veido
pavedienveida liposomas, betaikg laika posm tie tiecas veidot liposomas. Tém
Sads skaidrojums nesaskan ar ASM itgiem rezulitiem, kuros tikai vied

gadjuma noeroja pavedienveida struk@as.

Lidz Sim 1,4-DHP saturoSoémgu transfekcijas @ntu asodtu struktiras
uden bija vizualiZtas bez DNS, bet svggkais ir - tieSi kdas struliras veido
lipoplekss — nevilais vektors ar DNS,apec pagatav@m savienojuma38 kom-
pleksu ar DNS plazrdu talakiem EM Etijjumiem. Ka redzams 2.20. &tg, tad ir
palikusas nedzaudz nes#@is$ 1,4-DHP atvasiijuma veidois pavedienveida
micellas, & afi apdi veidojumi, kas vaatu bit lipopleksi. No literairas ir zirams, ka
savienojums38, veidojot kompleksus ar DNS, saista to lipopleks&Siere, jo
apstadajot lipopleksus ar adlija bromdu pie kdipu attiegbas 4 nencdro fluores-
cenci [56]. Jal@duma DNS molekula atrastos Wé veida vai saisfjusies uz lipo-

somu virsmas, tad EtBr molekula &tar biivi saistties (interhadties) DNS strukira.
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2.20. att. EM atels savienojuma&8 un DNS plazmlas kompleksam.

Nogrieznis 100 nm.

Saldzinot ar ASM ieg@tajiem datiem par nanoagtg formu, rodas virkne
jauajumu un galvenais no tiemad#las struldiras nanoagregus savienojumi veido
skidumos, jo als no pielietatjam meto@m EM un ASM paraugi tiek ietvaiti un

nanoagregfus varam apikot tikai adsorbjusos uz virsmas.

Rezungjot augsik apraksitos datus par nanoagftg petjumiem ar
mikroskopijas metogm, varam secit, ka ASM un EM ir pielietojamas metodes
katjono amfifilo 1,4-DHP atvasi#ijumu veidoto nanoagraty struktiru petijjumiem,
tomer batu nepiecieSams izmantot 1acitas metodes prezakai nanoagregju
strukiiras raksturoSanai.
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3 EKSPERIMENT ALA DALA

3.1 Pielietotas metodes un aparaira
Darla izmantoti firmu Acros, Alfa Aesar, Sigma, Aldriam Fluka regenti

bez papildus attiSanas.

Reakcijas norisei sekots un savienojuriribés kontrole veikta izmantojot
planskhpa hromatodifiju uz Silica gel 60 F254 Alumnija matricas 20 x 20 cm
(Merck) pkksritem. Hromatogrammas detékds ar UV lampu UVLS-28 EL pie 254

un 365 nm.

'H KMR spektri reistreti ar spektrometru Varian Mercury 200BB (200 MHz)
(ASV) - deiterohloroforma (CDG) vai deiterodimetilsulfolkisla (DMSO-IQR)
Siduma, kimiskas nohdes izteiktas miljonag ddas (m.d.) pret ielk§o standartu
heksametildisilokanu (HDMSO) 6=0,05). Multiplicitate apzmeta: s-singlets, d-
dublets, t-triplets, kv-kvartets, kvin-kvintets, mmltiplets, pl-plats; sadaiias
konstantes izteiktas hercos (Hz).gis#ctie spektri apsadati ar datorprogrammu
MestRe-C 2.3a.

KuSanas temperaias noteiktas ar ,OptiMelt” (SRS Stanford Reseach
Systhems, ASV).

Elementanake veikta ar automtisko analizatoru ,EA 1106” (Carlo Erba
Instruments, Rlija) Latvijas Organisks sintzes instiiita Fizikali organiskis kimijas
laboratorip.

Savienojumu buferkapaates noteikSanai izmantoti: pH-metrs ORION 410A
meérdiapazons 0+ 14 pH (0,02) un spektrofotometrs UV/Vis Camspec M501,
vienstaru apats, nerisanas diapazons 195 nm — 1100 nm. Datu @jgstizmantota
programma UV-VIS Analyst.

Nanoagregtu pagatavoSanai izmantota Ultragaa iekirta Ultrasonic
Processor Cole Parmer© CPX130.

Nanoagregtu struktiras [@titas ar atomsjku mikroskopu (ASM) MFP-3D-
BIO.
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Nanoagregtu elektronmikroskopijas &fus ieguva Dr.habil.biol. Velta Ose ar
transmisijas elektronmikroskopu JEM 100C LatvijaprBedidnas g @tijumu un

studiju centa.

Agarozes gla elektrofoéze vizualizta UV transilumiatora un fotograéta
izmantojot programmu Video documentation systemotifigtra, bio-Doc II/NT,

Gottingen, \acija).

Genu transfekcijas aktivite un citotoksiciite noteikta spektrofotometriski ar
autormatisko mikroplasu lagaju ELx 800 (bio-Tek Instruments, Winooski, VT,
ASV).

3.2 Sintézu apraksti

Acetetikskabes dodecilesterig120)

A metode.Pie 10 ml (0,075 mol) acetkskabes etilesteral(l8 pievieno
13,98 g (0,075 mol) dodekanolbl(?). Reakcijas maigimu kars 110C dlas vana,
atdestiéjot etanolu. Tad reakcijas mgiamu atdzes un destié vakuuna, produktu
iegast ka frakciju pie 8,6 1F mbar un 115-11%. legist 10,45 g (53%) bezksaina

Skidruma.

B metode. Pie 18,5 ml (0,14 mol) 2,2,6-trimetil-4H-1,3-dioks4-ona
(acetona adukta) pievieno 26,08 g (0,14 mol) dodelea(L17) un 20 ml toluola.
Reakcijas maijumu iegremd 140C uzkarsta ellas vanm, atdesti# acetonu.
Vakuums ietvaic toluolu un destil vakuuna, produktu izdala % frakciju pie 8,2 15
mbar un 113-11°C. ledist 29,50 g (78%) bezisaina gidruma.

'H KMR spektrs (CDG, 8): 0,86 (t, 3H, 6,2 Hz); 1,20-1,36 (m, 18H); 1,62
(kvin, 2H, 6,6 Hz); 2,25 (s, 3H); 3,43 (s, 2H); 4@, 2H, 6,9 Hz) m.d.
B-Aminokrotonsk abes dodecilesteris (126)

10,00 g (0,037 mol) acetksikabes dodecilesterd 20 &idina 50 ml etanola
un pievieno (0,11 mol) 15 ml 25 % amonjakdens Eiduma, vira 4 stundas,
atdzes, filtre un kristaliZ no etanola. legst 5,80 g (58 %) bezksainas krigtliskas
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vielas, Tz 88-89C. 'H KMR spektrs (CDQ, 8): 0,87 (t, 3H, 6,2 Hz); 1,19-1,36 (m,
18H); 1,61 (kvin, 2H, 6,59 Hz); 1,90 (s, 3H); 4,@32H, 6,5 Hz); 4,52 (s, 1H); 7,87
(pl.s., 2H) m.d.

3-Oksi-2-[1-fenilmetililid en]-butilsk abes dodecilesteris (127)

0,78 g (7,40 mmol) benzaldela un 2,00 g (7,40 mmol) aceketkabes
dodecilesteralddina 15 ml izopropanola un 0,10 g (10 mol%) pipeiad acetta
klatiene 24 stundas maisa istabas tempeBatTad ietvai€ skidinataju vakuuna,
atlikumu izlej HO un ekstrab ar CHCE (3x20 ml). CHC} ekstraktus apvieno,
mazg ar HO un piestinatu NaCl &idumu. Zve ar bfi MgSQs, nofiltre un ietvaié
&idinataju vakuuna, iegist 1,59 g (60%) bezksainas vielas'H KMR spektrs
(CDCls, 8): 0,75 (t, 3H, 6,2 Hz); 1,10-1,56 (m, 20H); 2,26 8H); 4,16 (t, 2H, 6,2
Hz); 7,26-7,54 (m, 5H); 7,76 (s, 1H) m.d.

2,6-Dimetil-3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4dihidropirid ins (125

A metodePie 20,00 g (0,074 mol) acetetkabes dodecilesterd 20 pievieno
3,8 ml (0,037 mol) benzaldata (121) un 4,0 ml (0,110 mol) 25% amonjakidens
&iduma (22). Pielej 40 ml etanola unara 16 stundas.d tam atdzeslidz 20C,
nofiltre un 2 reizes kristalez no etanola, ieggt 11,27 g (21%) viegli dzeltenas
kristaliskas vielas, s 54-56C.

B metode.5,00 g (0,018 mol) acetktikabes dodecilesteral20, 1,1 ml
(0,009 mol) benzaldetta (21) un 0,86 g (0,009 mol) amonija karkata (124)
iz&idina 10 ml etanola. Reakcijas maisnu silda 66C 16 stundas, tad atdzelsdz
20°C, filtre un 2 reizes kristalizno etanola. legst 3,02 g (55%) viegli dzeltenas
kristaliskas vielas, s 54-56C.

C metode.1,00 g (0,004 mol) acetktikabes dodecilesteral20), 0,2 mi
(0,002 mol) benzaldetia (121) un 0,15 g (0,002 mol) amonija aatet (123 izskidina
10 ml etanola. Reakcijas maisnu silda 66C 24 stundas, pievien@&h7 ml etanola,
atdzes Iidz 20C, filtrg un 2 reizes kristalizno etanola. legpt 0,65 g (37%) viegli
dzeltenas krigliskas vielas, Tz 54-56C.

D metode. 360 mg (1,00 mmol) 3-oksi-2-[1-fenilmetilikkd]-butilskabes
dodecilesteral7) un 270 mg (1,00 mmolp-aminokrotonskbes dodecilesterd 26)
Skidina 5,0 ml dieténglikola, pievieno 18 mg (0,10 mmol) 4-metil-1-Bpiiidinija
bromida. Reakcijas maisimu karg 80°C 8 stundas, tad izlej uz ledus un ekstrah
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etilacetitu (3x20 ml). Organisko &hi zave ar bi MgSQ, tad ietvai€ vakuuna un
kristalizc no etanola. leggt 440 mg (72%) viegli dzeltegas krisiliskas vielas, Tus
54-56'C. Pargjas metodes modifiicijas, kuras deva zetkus produkta izakumus,
skatt 2.1. tabud (Nr 2-6).

E metode.10,80 g (39,9 mmolp-aminokrotonskbes dodecilesteral26) un
2,16 g, (20,40 mmol) benzaldela (121) &idina 40 ml metanola un 10 mllgtkabes
maigjuma, \ara 8 stundas, tad atdzesn nogulsnes fil&, kristeliZ no etanola.
legist 7,80 g (64%) viegli dzeltenas kaliskas vielas, s 54-56C. Fargjas
metodes modifikcijas, kuras deva zeikus produkta izaikumus, skat 2.1. tabud
(Nr 8-13).

'H KMR spektrs (CDGJ, 8): 0,88 (t, 6H, 6,2 Hz); 1,18-1,34 (m, 36H); 1,564 (m,
4H); 2,33 (s, 6H); 4,02 (t, 4H, 6,2 Hz); 4,99 (8])15,56 (s, 1H); 7,10-7,30 (m, 5H)
m.d. GoHgaNO,4 Aprekinats: C 76,80; H 10,41; N 2,30%. Noteikts: C 76,78L0{50;
N 2,27%.

1,4-Bis-(3’,5’-didodeciloksikarbonil-2’,6’-dimetil- 1’,4’-dihidropirid 1n)-
benzols (130)

5,00 g (0,018 mol) acetkskabes dodecilesteral?20) un 0,62 g (0,005 mol)
terefilskabes dialdetda (128 iz&idina 30 ml etanola unava 78 stundas.aBuma
pievieno 5,0 ml 25% amonjak@ens Eiduma (22 un tad ik gc 2 stundm el
divas reizes pa 2,0 ml 25% amonjakdens giduma. Atdzes filtre, kristaliz 3
reizes no etanola. lagt 1,58 g (30%) viegli dzeltenas kaktkas vielas, s 79-
81°C. 'H KMR spektrs (DMSO-l 8): 0,83 (t, 12H, 7,3 Hz); 1,14-1,29 (m, 72H);
1,40-1,52 (m, 8H); 2,20 (s, 12H); 3,80-3,92 (m, 8#HY6 (s, 2H); 6,93 (s, 4H); 8,78
(pl.s, 2H) m.d. GHi12dN20s x 3HO. Aprekinats: C 72,32; H 10,62; N 2,34%.
Noteikts: C 72,74; H 10,83; N 2,45%.

2,6-Di(brommetil)-3,5-di(etoksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid ins (94),
2,6-di(brommetil)-3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-feril-1,4-dihidropirid ins
(132)

0,001 mol atbilstas 2,6-dimetil-3,5-di(alkoksikarbonil)-4-fenil-1,4didro-
piridina ¥idina 70 ml metanola, atdZedidz PC, maisot pa neligin porciam

pievieno 0,36 g (0,002 mol) N-bromsakenida, Ec 1 stundas dzeSanu @rtrauc un
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turpina mai& 24 stundas istabas temparat Atdzes lidz £C, filtre un uz filtra

nogulsnes mazgar aukstuideni.

94: iznakums 78%, s 122-123C (Lit. dati. 41% Tus 121-123C [156]). *H
KMR spektrs (CDGJ, 8): 1,14 (t, 6H, 7,0 Hz); 3,99 (kv, 4H, 7,0 Hz); 8,6n 4,65
(AB-kv, 4H, 9,4 Hz); 4,87 (s, 1H); 7,09-7,23 (m, B13,65 (pl.s, 1H) m.d.

132 iznakums 72%, Tus. 87-90C, *H KMR spektrs (CDG, §): 0,88 (t, 6H,
6,6 Hz): 1,21-1,33 (m, 36H); 1,61-1,67 (M, 4H): G40, 4H, 6,6 Hz); 4,62 un 4,91
(AB-kv, 4H, 11,4 Hz); 502 (s, 1H); 6,57 (s, 1H);17-7,30 (m, 5H)m.d.
CsgHe1BroNO,4 Aprekinats: C 61,02; H 8,01; N 1,82%. Noteikts: C 61,238)84; N
1,73%.

1,4-Bis[1,4-dihidro-2,6-di(brommetil)-3,5-di(dodedioksikarbonil)-piridin-
4-illbenzols (133)

1,949 (1,70 mmol) 1,4-bis-(3’,5’-didodeciloksikarhl-2’,6’-dimetil-1’,4'-
dihidropiridin)benzola 130 suspensijai 100 ml metanola maisot pa pamcij
pievieno 7,80 mmol atbilstadbrontjosa agenta (N-bromsulkiaimida @A metodg vai
1,3-dibrom-5,5-dimetilhidanioa B metod® istabas temperata. Maisa 100
stundas, 2/3 metanola ietvaigievieno 20 miadens idz maigjums @k dukoties,
adeni un metanolu dekamtlegito dlu zave. legist dzeltemgus, nestabilus krigus,
kas viegli saista mitrumu,apversas €a un sabiik, vielai Kistot tum&kai. ledgist
0,49 g (20% -A metode) vai 1,21 g (49% -B metodg elveidigu vielu. *H
KMR spektrs (CDd, 6): 0,88 (t, 12H, 6,2 Hz); 1,22-1,28 (m, 72H); 1,581 (m,
8H); 4,05 (m, 8H); 4,56 un 4,93 (AB-kv, 8H, 11,4)H4,98 (s, 2H); 6,48 (pl.s, 2H);
7,06 (s, 4H) m.d.

2,6-Di(brommetil)-4-fenil-3,5-dietoksikarbonilpirid ins (135)

A metode0,19 g (0,60 mmol) 2,6-Dimetil-4-fenil-3,5-dietokarbonilpiricina
(134 iz&idina 10 ml efgskabes un pievieno 0,06 ml (1,2 mmol) broma. Reakcijas
maigjumu kars 50°C 5 stundas, atdzesidz istabas tempefagi un pievieno 20 ml
H>O un ekstrab ar CHC} (3x10 ml). Apvienoto organiskaiZi zavé ar bfi MgSQ,
un ietvai€ vakuuna, kristaliZ no etanola. legst 0,15 g (54%) bezksainas
kristaliskas vielas.
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B metode.0,20 g (0,40 mmol) 2,6-Di(brommetil)-3,5-di(etokarkonil)-4-
fenil-1,4-dihidropiridna  ©4) iz&idina 10 ml idz 50C uzsildtas etkskabes,
kargSanu grtrauc un maisot pievieno 0,17 g (2 mmaijrija nitrata 4 porcigs. Rc
90 min. reakcijas maisimu izlej ledusaden un ekstrabh ar CHCE (3x10 ml).
Apvienoto organiskoaki Zzave ar bti MgSQ, un ietvai€ vakuuna, tad kristaliz no

etanola. legst 0,12 g (60%) bezksainas krigtliskas vielas.

Tws, 80-8PC. *H KMR spektrs (CDGJ, §): 0,88 (t, 6H, 7,1 Hz); 4.01 (kv, 4H,
7,1 Hz); 4,09 (s, 4H); 7.25-7.38 (m, 5H) m.dd1oBro,NO,4 Aprekinats: C 47,02; H
3,95; N 2,89%. Noteikts: C 47,07; H 3,85; N 2,89%.

1,1’-[(3,5-Di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-diil)di-
metilén]-bispirid inija dibrom1ds (38),

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-metilpirid inija) dibrom1ds (136),

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid 1in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-dimetilaminopirid inija) dibrom1ids (137),

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-cianopiridinija) dibrom1ids (138),

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-tert-butilpirid 1nija) dibromids (139),

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-acetilpiridinija) dibrom1ids (140)

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid 1in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-karbamoilpirid 1nija) dibromids (141)

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-aminopiridinija) dibromids (142)

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(3-metilpirid inija) dibrom1ds (143)
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1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil en]-bis(3-fenilpirid inija) dibromids (144)

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(3-aminopiridinija) dibromids (145)

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil en]-bis(3-acetilpiridinija) dibromids (146)

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid 1in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(3-karbamoilpirid 1nija) dibromids (147)

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(3,5-dimetilpirid inija) dibromids (148)

1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid 1in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(3,4-dimetilpirid inija) dibromids (149),

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid 1in-2,6-
diil)dimetil €n]-bispirazinija dibrom1ids (150)

1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bisizohinolinija dibromids (151)

0,41 mmol 2,6-di(brommetil)-3,5-di(dodeciloksikarbiy-4-fenil-1,4-dihidro-
piridina @32 iz&idina 3,0 ml acetona, pievieno 0,82 mmol atbistgsridina
atvasiijuma, maisa 24-48 stundas istabas tempexaatdzes lidz -20°C, nogulsnes
filtre, mazg ar acetonu, kristaliz no etanola. Reakcijas laikus un savienojumu
elementanates datus sk#t2.2. tabu.

38 iznakums 78%, T.q. 135°C (Lit. dati. 41% T.g 157C [54]), 'H KMR
spektrs (CD(, 6): 0,88 (t, 6H, 6,6 Hz); 1,22-1,30 (m, 36H); 1,624H, 6,6 Hz);
4,04 (t, 4H, 6,6 Hz); 5,10 (s, 1H); 5,89 un 6,4B(Rv, 4H, 13,5 Hz); 7,17-7,40 (m,
5H); 8,27 (d.d, 4H, 6,4 un 6,4 Hz); 8,60 (t, 2H4 6{z); 9,34 (d, 4H, 6,4 Hz); 10,95
(pl.s, 1H) m.d.

136 iznakums 68%, T.q.135°C, *H KMR spektrs (CDGJ, §): 0,88 (t, 6H, 6,6
Hz); 1,22-1,30 (m, 36H); 1,62 (t, 4H, 6,6 Hz); 2(816H); 4,04 (t, 4H, 6,6 Hz); 5,08
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(s, 1H): 5,84 un 6,24 (AB-kv, 4H, 13,7 Hz); 7,1BZ(m, 5H); 8,00 (d, 4H, 6,3 Hz);
9,06 (d, 4H, 6,3 Hz); 10,88 (pl.s, 1H) m.d.

137 iznakums 65%, T.q.115°C, *H KMR spektrs (CDGJ, §): 0,87 (t, 6H, 6,6
Hz); 1,16-1,35 (m, 36H); 1,51-1,71 (m, 4H); 3,22X8H); 4,04 (t, 4H, 6,6 Hz); 5,04
(s, 1H); 5,45 un 5,82 (AB-kv, 4H, 13,6 Hz); 8,01 4H, 8,1 Hz); 7,18-7,31 (m, 5H);
8,36 (d, 4H, 8,1 Hz); 10,61 (pl.s, 1H) m.d.

138 iznakums 34%, T.q 150C, *H KMR spektrs (CDGJ, 8): 0,88 (t, 6H, 6,6
Hz); 1,23-1,32 (m, 36H); 1,63 (t, 4H, 6,6 Hz); 3894H, 6,6 Hz); 5,04 (s, 1H); 6,10
un 6,33 (AB-kv, 4H, 13,9 Hz); 7,15-7,32 (m, 5H)48,(d, 4H, 6,5 Hz); 9,78 (d, 4H,
6,5 Hz); 10,78 (pl.s, 1H) m.d.

139 iznakums 30%, Tnq. 120C, *H KMR spektrs (DMSO-B, §): 0,83 (t, 6H,
6,3 Hz); 1,16-1,23 (m, 36H); 1,34 (s, 18H); 1,4B5L(m, 4H); 3,96 (t, 4H, 5,9 Hz);
4,97 (s, 1H); 5,62 un 5,94 (AB-kv, 4H, 14,7 Hz)14-7,23 (m, 5H); 8,14 (d, 4H, 6,6
Hz); 8,93 (d, 4H, 6,6 Hz); 10,39 (pl.s, 1H) m.d.

140 iznakums 35%, T.q.156'C, *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,83 (t, 6H,
6,2 Hz); 1,16-1,27 (m, 36H); 1,42-1,50 (m, 4H):; 2(8, 6H); 3,96 (t, 4H, 5,9 Hz);
4,99 (s, 1H); 5,66 un 6,10 (AB-kv, 4H, 14,7 Hz)16-7,34 (m, 5H); 8,41 (d, 4H, 6,6
Hz); 9,17 (d, 4H, 6,6 Hz); 10,32 (pl.s, 1H) m.d.

141 iznakums 45%, T.q.240C, *H KMR spektrs (DMSO-R, §): 0,84 (t, 6H,
6,6 Hz); 1,15-1,25 (m, 36H); 1,40-1,52 (m, 4H): 8@, 4H, 6,6 Hz); 4,98 (s, 1H);
5,66 un 6,05 (AB kv, 4H, 14,7 Hz); 7,22-7,27 (m,)5B,31 un 8,70 (2xpl.s, 2x2H);
8,38 (d, 4H, 5,1 Hz); 9,16 (d, 4H, 5,1 Hz); 10,88<, 1H) m.d.

142 iznakums 50%, T.q.213C, *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,82 (t, 6H,
5,9 Hz); 1,20-1,23 (m, 36H); 1,47-1,52 (m, 4H): B@®, 4H, 5,9 Hz); 4,96 (s, 1H);
5,11 un 5,58 (AB-kv, 4H, 14,6 Hz); 6,74 (d, 4H, 6{8); 7,16-7,23 (m, 5H); 8,07 (d,
4H, 6,8 Hz); 8,13 (pl.s., 4H); 10,01 (pl.s, 1H) m.d

143 iznakums 65%, Tnq. 160°C, *H KMR spektrs (DMSO-B, 8): 0,84 (t, 6H,
6,6 Hz); 121-1,23 (m, 36H); 1,41-1,56 (m, 4H); 2(43 6H); 3,98 (t, 4H, 5,9 Hz);
5,00 (s, 1H); 5,52 un 6,07 (AB-kv, 4H, 14,6 Hz)19-7,32 (m, 5H); 7,98 (d.d, 2H,
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8,1 un 5,8 Hz); 8,42 (d, 2H, 8,1 Hz); 8,78 (d, B Hz); 8,81 (s, 2H); 10,22 (pl.s,
1H) m.d.

144 iznakums 60%, T.q.183C, *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,84 (t, 6H,
6,6 Hz); 1,16-1,27 (m, 36H); 1,38-1,54 (m, 4H): %, 4H, 6,6 Hz); 5,04 (s, 1H);
5,67 un 6,18 (AB-kv, 4H, 13,3 Hz); 7,19-7,32 (m,)38RA,53-7,59 (m, 7H); 7,72-7,79
(m, 5H); 8,01-8,08 (m, 2H); 8,77-8,87 (m, 4H); 9(342H); 10,34 (pl.s, 1H) m.d.

145 iznakums 54%, Tnq. 198C, *H KMR spektrs (DMSO-B, 8): 0,84 (t, 6H,
6,6 Hz); 1,20-1,26 (m, 36H); 1,48-1,58 (m, 4H); ®(® 4H, 5,9 Hz); 5,03 (s, 1H);
5,34 un 5,96 (AB-kv, 4H, 14,6 Hz); 6,67 (pl.s, 4M)21-7,28 (m, 5H); 7,51-7,65 (m,
4H, parklajas); 7,97 (d, 2H, 5,1 Hz); 8,03 (s, 2H); 10,179plH) m.d.

146 iznakums 36%, Tnq. 155'C, *H KMR spektrs (DMSO-B, 8): 0,84 (t, 6H,
6,2 Hz); 1,13-1,30 (m, 36H); 1,42-1,60 (m, 4H);2(8, 6H); 3,98 (t, 4H, 5,9 Hz);
4,99 (s, 1H); 5,73 un 6,15 (AB-kv, 4H, 14,7 Hz)18-7,31 (m, 5H); 8,2 (d.d, 2H, 8,1
un 6,6 Hz); 9,02 (d, 2H, 8,1 Hz); 9,09 (d, 2H, &j&, parklajas); 9,11 (s, 2H,
parklajas); 9,84 (pl.s, 1H) m.d.

147 iznakums 52%, T.q.170C, 'H KMR spektrs (DMSO- 8): 0,84 (t, 6H,
5,9 Hz); 1,14-1,28 (m, 36H); 1,42-1,52 (m, 4H); B(®, 4H, 5,9 Hz); 4,99 (s, 1H);
5,61 un 6,14 (AB-kv, 4H, 14,7 Hz); 7,21-7,31 (m,)5B,16 (d.d, 2H, 6,6 un 8,1 Hz);
8,20 un 8,57 (2xpl.s, 2x2H); 8,92 (d, 2H, 8,1 HZNO (d, 2H, 6,6 Hz); 9,34 (s, 2H);
10,12 (pl.s, 1H) m.d.

148 iznakums 64%, T.q. 140C, *H KMR spektrs (DMSO-B, §): 0,84 (t, 6H,
6,6 Hz); 1,22-1,30 (m, 36H); 1,43-1,60 (m, 4H); (3, 12H); 3,98 (t, 4H, 6,6 Hz);
5,00 (s, 1H); 5,88 un 6,03 (AB-kv, 4H, 13,5 Hz)19-7,33 (m, 5H); 8,31 (s, 2H);
8,65 (s, 4H); 10,21 (pl.s, 1H) m.d.

149 iznakums 47%, T.q.172C, *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,84 (t, 6H,
6,2 Hz); 1,16-1,27 (m, 36H,); 1,40-1,56 (m, 4HB2(s, 6H); 2,48 (s, 6H afklajas);
3,96 (t, 4H, 5,9 Hz); 4,99 (s, 1H); 5,45 un 5,98k, 4H, 14,7 Hz); 7,18-7,34 (m,
5H); 7,85 un 8,61-8,71 (m, 4H); 8,69 (m, 2H); 10(@Ds, 1H) m.d.

150 iznakums 17%, T.q.185C, *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,88 (t, 6H,
6,6 Hz); 1,23-1,32 (m, 36H); 1,42-1,58 (m, 4H); 8@, 4H, 6,2 Hz); 4,99 (s, 1H);
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5,62 un 6,18 (AB-kv, 4H, 15,0 Hz); 7,18-7,33 (m,)5B,14 (d, 4H, 4,4 Hz); 9,54 (d,
4H, 4,4 Hz); 10,13 (pl.s, 1H) m.d.

151 iznakums 34%, T.q.165C, *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,83 (t, 6H,
6,6 Hz); 1,06-1,21 (m, 36H); 1,38-1,52 (m, 4H); B(®, 4H, 5,8 Hz); 5,08 (s, 1H);
5,58 un 6,28 (AB-kv, 4H, 15,0 Hz); 7,17-7,41 (m,)5R,87-8,01 (m, 2H); 8,10-8,19
(m, 4H); 8,30-8,38 (m, 4H); 8,54 (d, 2H, 7,3 Hz)8® (s, 2H); 10,18 (pl.s, 1H) m.d.

1,4-Bis[1,4-dihidro-2,6-di(piridin-1-iummetil)-3,5-di(dodeciloksi-
karbonil)-piridin-4-illbenzola tetrabrom ids (152)

0,02 g (0,24 mmol) 1,4-Bis[1,4-dihidro-2,6-di(broratit)-3,5-di(dodeciloksi-
karbonil)-piridin-4-illbenzola 130 iz&idina 10 ml acetona, pievieno 0,05 ml
(0,60 mmol) piridna, maisa 72 stundas istabas temperatatdzes lidz -4 °C,
legutas nogulsnes filg, uz filtra mazg ar aukstu acetonu, kristadi;no acetona.
legist 0,08 g (30%) dzeltagas kristliskas vielas, T.g. 186°C. *H KMR spekirs
(DMSO-Ds, 8): 0,83 (t, 12H, 6,6 Hz); 1,16-1,30 (m, 72H); 1,480 (m, 8H); 3,80-
4,01 (m, 8H); 4,96 (s, 2H); 5,52 un 6,19 (AB-kv, 85,4 Hz); 7,22 (s, 4H); 8,06
(d.d, 8H, 6,6 un 5,9 Hz); 8,56 (t, 4H, 6,6 Hz);8B(d, 8H, 5,9 Hz); 10,34-10,44 (pl.s,
2H) m.d. G, H13dNsO0sBrx4H,0O Aprekinats: C 60,46; H 7,83; N 4,60%. Noteikts: C
60,36; H 7,72; N 4,34%.

4-[2-(4-Dimetilaminofenil)etenil]pirid ins  (160), 4-[2-(4-hidroksifenil)-
etenil]pirid ins (161)

1,81 ml (0,02 mol) 4-metilpiritha un 0,02 mol atbilstasaldehda (157 vai
158) &idina 3,6 ml (0,02 mol) d¢skabes anhidda un vra 16 stundas. Tad reakcijas
maigjumu izlej ledusiiden un pievieno 40% NaOHk¥lumu idz laziskai videi.
Nogulsnes filté un kristaliZ no metanola, iagst:

160 iznakums 40%, Tus 164-168C, *H KMR spektrs (CDG, §): 3,00 (s,
6H); 6,71 (d, 2H, 8,8 Hz); 6,79 (d, 1H, 16,1 Hz2F (d, 1H, 16,1 Hz); 7,32 (d, 2H,
5,1 Hz); 7,40 (d, 2H, 8,8 Hz); 8,51 (d, 2H, 5,1 Hzy.

161 iznakums 35%, T 159-168C, *H KMR spektrs (DMSO-B, 8): 7,11
(d, 2H, 8,8 Hz); 7,15 (d, 1H, 16,1 Hz); 7,48 (d,,1¥6,1 Hz); 7,53 (d, 2H, 5,8 Hz);
7,65 (d, 2H, 8,8 Hz); 8,45 (d, 2H, 5,8 Hz) m.d.
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1,1’-[(3,5-Di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil €n]-bis(4-(4-dimetilaminostiril)pirid 1nija) dibromids (163), 1,1'-[(3,5-
di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid 1n-2,6-diil)dimetil en]-bis(4-(4-
hidroksistiril)pirid 1nija) dibromids (164)

A metode0,50 g (0,52 mmol) 1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbip-fenil-1,4-
dihidropiridin-2,6-diil)dimetien]-bis(4-metilpiridnija) dibromda (136) iz&idina
5,0 ml metanola pievieno 0,15 g (1,04 mmol) 4-ditfagtinobenzaldeida un 2
pilienus piperi@ha, vara 16 stundas. Atdzedidz 20C, filtre un uz filtra mazg ar

aukstu acetonu, tad kristadino etanola.

B metode0,31 g (0,41 mmol) 2,6-di(brommetil)-3,5-di(dodeksikarbonil)-
4-fenil-1,4-dihidropiridna @32 iz&idina 3,0 ml acetona, pievieno 0,82 mmol
atbilsto& piridina atvasiajuma4-[2-(4-dimetilaminofenil)amnil]piridina (L60) vai 4-
[2-(4-hidroksifenil)etnillpiridina (161) maisa 72 stundas istabas tempeaat

atdzes lidz -20C, nogulsnes fil&, mazg ar acetonu, kristalizno etanola, ieggt:

163 iznakums 0,08g (17%), sarkana kaliska viela, Faq, 185°C, 'H KMR
spektrs (CD(, 9): 0,87 (t, 6H, 6,6 Hz); 1,22-1,30 (m, 36H); 1,68, (4H); 3,02 (s,
12H); 3,98 (t, 4H, 6,6 Hz); 5,1 (s, 1H); 5,75 uA®b(AB-kv, 4H, 13,7 Hz); 6,83 (d,
4H, 8,8 Hz); 6,95 (d, 2H, 16,1 Hz); 7,17-7,32 (H)57,45 (d, 2H, 16,1 Hz); 7,35 (d,
4H, 5,1 Hz); 7,40 (d, 4H, 8,8 Hz); 8,51 (d, 4H, Bl4); 10,24 (pl.s. 1H) m.d.

164 iznakums 0,19 g (39%), dzeltena kailiska viela, Bag 140C, *H KMR
spektrs (CDQ, 5): 0,87 (t, 6H, 6,8 Hz); 1,21-1,29 (m, 36H); 1,68, @H); 4,01-4,20
(m, 4H); 5,14 (s, 1H); 5,41 un 6,42 (AB-kv, 4H, 14z); 6,92 (d, 4H, 8,6 Hz); 7,07
(d, 2H, 16,1 Hz); 7,18-7,36 (m, 5H); 7,57 (d, 46 81z); 8,23 (d, 2H, 16,1 Hz); 8,31
(d, 4H, 6,4 Hz); 8,65 (d, 4H, 6,4 Hz); 10,86 (plLsl) m.d.

1,1’-[(3,5-Di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil en]-bispirid inija diperhlor ats (165), 1,1'-[(3,5-di(etoksikarbonil)-4-
fenil-1,4-dihidropirid 1n-2,6-diil)dimetil én]-bispirid inija diperhlor ats (166)

0,20 mmol atbilstas 1,1’-[(3,5-dialkoksikarbonil-4-fenil-1,4-dihidropdin-
2,6-diil)dimetilen]bispiridinija dibromda sildot &idina 10 ml etanola, pievieno
1,0 ml perhlorskbes (57%) (makas attiegbas 1:30). Eidumu maisa istabas
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temperalra dienu. Rc tam atdzeslidz FC un filtre, uz filtra skalo ar etanolu un

gteri, Zave vakuuna 40°C.

165 iznakums 73%, Taq.132C. *H KMR spektrs (DMSO-[, §): 0,84 (t, 6H,
6,2 Hz); 1,13-1,30 (m, 36H); 1,43-1,54 (m, 4H):8(®, 4H, 5,8 Hz); 5,01 (s, 1H);
5,46 un 6,07 (AB-kv, 4H, 14,6 Hz); 7,19-7,31 (m,)5B,06 (d.d, 4H, 6,6 un 8,1 Hz);
8,56 (t, 2H, 8,1 Hz); 8,88 (d, 4H, 6,6 Hz); 9,90p1H) m.d. GeH7:CloN3O12 X H,0
Aprekinats: C 59,87; H 7,48; N 4,27% Noteikts: C 60,20; 467 N 4,30%.

166 iznakums 64%, T.q.241°C. *H KMR spektrs (DMSO-, §): 1,08 (t, 6H,
7,3 Hz); 4,04 (kv, 4H, 7,3 Hz); 5,00 (s, 1H); 5,46 6,05 (AB-kv, 4H, 14,6 Hz);
7,26-7,31 (m, 5H); 8,07 (d.d, 4H, 8,1 un 5,9 Hzj63(t, 2H, 8,1 Hz); 8,88 (d, 4H,
5,9 Hz); 9,84 (pl.s, 1H) m.d.gH31CloN30.2 X H,O. Aprekinats: C 49,58; H 4,73; N
5,98% Noteikts: C 49,52; H 4,58; N 5,91%.

1,1'-[(3,5-Bis(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dindropirid in-2,6-
diil)dimetil en]-bispirid inija ditetrafluorbor ats (167)

200 mg (0,22 mmol) 1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbbrd-fenil-1,4-
dihidropiridin-2,6-diil)dimetiEn]-bispiridinija dibromda @8 &idina 8,0 ml
acetonitrila, pievieno 45 mg (0,43 mmol) MBF,. Reakcijas maipims sadikojas.
Maisa istabas tempefai 2,5 dienas, atdzesidz PC. Raduss KBr nogulsnes filg,
Skidinataju ietvai& vakuuna, atlikumu grkristalize no etanola, fil, uz filtra mazg
ar etanolugteri, zZave augstvakuum legast 140 mg (69%) bezksainas pulverveida
vielas. Faq.160°C. 'H KMR spektrs (DMSO-[, 8): 0,84 (t, 6H, 6,6 Hz); 1,18-1,24
(m, 36H); 1,44-1,55 (m, 4H); 3,98 (t, 4H, 6,6 HZ)DO (s, 1H); 5,47 un 6,06 (AB-kv,
4H, 13,5 Hz); 7,20-7,33 (m, 5H); 8,07 (t, 4H, 6,4)H8,56 (t, 2H, 6,4 Hz); 8,88 (d,
4H, 6,4 Hz); 9,93 (pl.s, 1H) m.d.,6H71BoFsN3O, x H,O. Aprekinats: C 61,43; H
7,69; N 4,39% Noteikts: C 61,31; H 7,69; N 4,44%.

1,1’-[(3,5-Di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid in-2,6-
diil)dimetil en]-bispirid inija diheksafluorfosfats (168)

200 mg (0,22 mmol) 1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbbs-fenil-1,4-
dihidropiridin-2,6-diil)dimetien]-bispiridinija dibromda @8) maisot &idina 50 ml
THF, pievieno 1,0 ml CHGI Pievieno 87,5 mg (0,48 mmol) KRkegito suspensiju

maisa istabas tempefiai 3 dienas, tad atdzedidz 0C, filtre KBr piemaisjumus.
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letvaice vakuuna 2/3 &idinataja, atlikuo atdzeslidz OC, filtre, kristalizz no EtOH.
Zave augstvakuum iegist 170 mg (75%) bezksainas pulverveida vielas,ss
180F°C. 'H KMR spektrs (DMSO-R, 8): 0,84 (t, 6H, 6,6 Hz); 1,19-1,26 (m, 36H);
1,44-1,55 (m, 4H); 3,98 (t, 4H, 6,6 Hz); 5,00 (81)15,51 un 6,07 (AB-kv, 4H, 13,5
Hz); 7,21-7,32 (m, 5H); 8,07 (t, 4H, 6,4 Hz); 8,862H, 6,4 Hz); 8,92 (d, 4H, 6,4
Hz); 10,08 (pl.s, 1H) m.d. Elementatzas dati: amkinati ar 1,6%adens un 5%
neorganisko piemaisimu. GgH71F12N304P> x H,O. Aprekinats: C 52,06; H 6,51; N
3,72% Noteikts: C 51,88; H 6,35; N 3,58%.

1,1'-[(3,5-Dietoksikarbonil)-4-fenilpirid in-2,6-diil|Jdimetil en-bispirid inija
dibrom1ids (154)

A metode: Savienojumd53 oksidtSana ar NBS.0,25g (0,39 mmol)
savienojumd53 &kiduma metanal (10 ml) pievieno 0,18 g (1 mmol) NBS, reakcijas
maigjumu maisa 10 stundas M@ Rec atdzesSanas 1z istabas temperasi,
Skidinataju ietvaie vakuuna, atlikumu aps@ida ar hekdna/etilaceita maigumu
(1:1). Nogulsnes fil& un @rkristalizé no etanola, ieggtot 0,12 g (48%) savienojumu
154 ka bezkasainu pulverveida vielu. Iy 163C, *H KMR spektrs (DMSO-R, §):
0,80 (t, 6H, 6,8 Hz); 4,02 (kv, 4H, 6,8 Hz); 6,54 4H); 7,17-7,21 (m, 2H); 7,51-7,56
(m, 3H); 8,02 (d.d, 4H, 7,8 un 6,8 Hz); 8,60 (t,,ZB Hz); 8,76 (d, 4H, 6,8 Hz) m.d.
CogH29BroN3O4x3H,0. Aprekinats: C 49,94; H 5,06; N 6,03%. Noteikts: C 50,16; H
4,56; N 5,89%.

B metode. Savienojumd53 oksidtSana ar seina diokgdu. 0,20 g
(0,31 mmol) savienojumal53 Sidumam efiskabé (10 ml) pievieno 0,14 g
(1,26 mmol) Se@ Reakcijas maiumu sildot 56C maisa 5 stundas. €
atdzesSanasidz istabas tempei@ti reakcijas maigumu izlej pieatinata NaHCGy
Skiduma un ekstrab ar etilacettu (3x20 ml). Apvienoto organiska#i zave ar bfi
NaSO, un &kidinataju ietvai® vakuuna. Atlikumu parkristalizc no etanola, iegstot

0,18 g oranigu vielu, kas satur savienojuri64 (40% gc AESH datiem) un Se.

1,1’-[(3,5-Dietoksikarbonil)-4-fenilpirid in-2,6-diil|Jdimetil en-bispirid inija
diperhlor ats (169)

A metode. Savienojumd66 oksidtSana ar NBS.0,25g (0,37 mmol)

savienojumdl 66 skiduma metanal (10 ml) pievieno 0,18 g (1 mmol) NBS, reakcijas
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maigjumu maisa 10 stundas M@ Rec atdzesSanas 1z istabas temperasi,
Skidinataju ietvaie vakuuna, atlikumu apstida ar hekdna/etilaceita maigumu
(1:1). Nogulsnes fil& un @rkristalizé no etanola, ieggtot 0,15 g (63%) savienojumu
169ka bezkasainu pulverveida vielu.

B metode. Savienojuma66 oksidSana ar Pd/C.0,15g (0,22 mmol)
savienojumal66 &kidumam sausa etilagéh (30 ml) un sausa acetonitrila (10 ml)
maigjuma pievieno 0,23 g (0,22 mmol) 10% Pd/C. Maisa 60aas 86C, tad filte
caur Ceitu divreiz un mazgar etilaceitu, zave ar bti NaSQO;, filtré caur memkanu
filtru (Nylon Filter Membranes (0,2mm)) k&linataju ietvaic vakuuna. Atlikumu
parkristalizZ no etanola, iegstot 0,055 g (37%) savienojumil69 ka bezkasainu

pulverveida vielu.

Tsad.235°C, 'H KMR spektrs (DMSO-B, 8): 0,81 (t, 6H, 7,0 Hz); 4,06 (kv,
4H, 7,0 Hz); 6,10 (s, 4H); 7,15-7,19 (m, 2H); 7,685 (m, 3H); 7,99 (d.d, 4H, 5,9 un
8,1 Hz); 8,57 (t, 2H, 8,1 Hz); 8,72 (d, 4H, 5,9 H)d. GgH2eCloNzO1.. Aprekinats:

C 51,04; H 4,28; N 6,16%. Noteikts: C 50,95; H 4 N%,08%.

3.3 Pielietotas metodes

pH noteikSana

Katjono liposomu buferkapaate noteikta balstoties uz litefmhs [103]
metodi. lesver 32,imol analizjamas vielas un l§idina 150 ml 0,5% Triton X-100
udens Eiduma. Alikvotu (50 ml) analizjama parauga paskina ar 0,1 M asskabi
lidz pH 3,5 un tig ar 0,5 M atrija hidrokgdda %idumu idz pH >10. TiteSanu

atkarto tris reizes.

Liposomu pagatavoSana ASM ptijumiem

Nosver nepiecieSamo daudzumu atbilst@é34-dihidropiridna atvasiajuma,
pievienoudeni, lai gala koncertcija bitu 0,5 mM, un sonifig istabas temperata.
Svaigu vizlas g@ksrti (4x4 mm) iegremd pagatavotaj &iduma uz 3 sekuném,

izpem, Ave istabas temperata un veic ASM narjjumus.
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Liposomu pagatavoSana biol@iskajiem pétijumiem

Nosver nepiecieSamo daudzumu atbilst@é34-dihidropiridna atvasiajuma,
pievieno dejonigtu tdeni, lai gala koncertcija batu 1,25 mM, sonifig, silda idz
60°C, lai iegitu dzidru &idumu. 1,4-DHP atvasijumu 140, 146 150, 165 un 167
Skidumi tika pagatavoti anateski, bet samazinotkd%dumu koncentciju lidz 0,33
mM.

KomplekseSanas ar DNS

96-Lauchu plaite pirmaps 4 kolonas iepilda 75ul MES HEPES NacCl
buferiduma (pH 7,2), tad piras kolonas pirmaj lauciha iepilda 75ul 1,25 mM
liposomu &iduma, 15 reizes samaisa ar pipetifioes un iepildot atpaKatai paa
laucipa, pec tam 75ul no @ parnes uz otro laugu tai pa8 kolora un atkal lkrtigi
samaisa, attto So procedru, lidz visi astai kolonas lauaii satur liposomu
Skidumus, katrs adkamais, 8kot no pirna, ir uz pusi ataiditaks par iepriek§o. Pec
tam visos laugios pievieno 75ul Skidumu, kas satur O,fig B-galoktozidizes
plaznidu, un atstj uz 25 miritém, lai izveidojas kompleksi. afad pirmaj laucina
izveidops ladinpu attie@ba savienojums/DNS=32/1 un katnakamap - ladigu
attiedba mainjas uz pusi, atbilstosi 16/1, 8/1, 4/1 2/1, 1/1, 1R,1/4. &lak visiem
laucipiem pievieno bromfenola zilo un paraugusnes uz 0,9% agarozeslag Tris-
borata EDTA bufedgduma pH 8,0. Par kontroli izmanto DN&i#lumu MES HEPES
NaCl bufer&iduma pH 7,2. Tad gu ievieto 65 V sprieguma elektriskajauka uz
trijam stundm, kuru laikh seko bromfenola zl krasojumam. Tad @u iegrema
EtBr &iduma uz 10 min. un UV kamerfotografé. Nolasa pdgjo ladinu attiegbu pie

kuras ir pilnba saistts DNS.

Citotoksicitates noteikSana, izmantojot MTT metodi

Citotoksiciti nosaka kalorimetriski ar (3-(4,5-dimetiltiazoli2-2,5-difenil-
tetrazolija brorida metodi. Snas safc, saskaita un i€paugsanas viel 100 ul 96-

laucipu plafte, katia laucipa pa 20000 @&am. Dienu &lak nopem augSanas vidi un
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pievieno 150ul vidi bez seruma. Savienojumu kompleksi ar DNSla#du ladinu
attieabu tiek sagatavoti tieSi pirms lietoSanas 50 mM MES mM HEPES, 75 mM
NaCl bufer&iduma, pH 7,2 atsevig& 96-lauchu plafte. Pec 5 stundm kompleksus
aizvac un laucihus mazg ar PBS un pievieno auganas vidi. Inkdi8 stundas 3T,
mazg ar PBS pievieno 100l vidi bez seruma un 10l MTT, inkubg 2 stundas un
pievieno 100ul (20% SDS 50% DMF, pH 4,7) 24 stundas ink®¥’C un nera
absorbciju pie 570 nm. lzdmjuSo $inu skaitu izsaka procentos wshlinot ar

kontroli.

Genu transfekcijas aktivitate izmantojot ONPG metodi

Sinas safc, saskaita un i€saug3anas viel100 ul 96-lauchu platts, kata
laucipa pa 20000 &am. Dienu &lak nopem augSanas vidi un pievieno 1p0vidi
bez seruma. Savienojumu kompleksi ar DNS aradiazladinu attiegbu tiek
sagatavoti tieSi pirms lietoSanas 50 mM MES, 50 mPES, 75 mM NaCl
buffer&kiduma, pH 7,2 atsevig& 96-lauciu plafte. Pec 5 stundm kompleksus aiAc
un mazg ar PBS un pievieno aug3anas vidi. Inkdt8 stundas 3T, aiz\ac vidi un
pievieno 50 pl 2% Triton X-100 &idumu, sasall -80°C. Atkaug un
spektrofotometriski @ra hidrolizZta ONPG daudzumu pie 405 nm, standlanks
konstrieSanai lietojot aftitu p-galaktozidizi izdalitu no E.coli, lai apgkinatu p-

galaktozidizes daudzumu tranfetgjas Sinas.
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Secirajumi

1. Izstradata izejvielas — 2,6-dimetil-3,5-didodeciloksikarlilef-fenil-1,4-
dihidropiridina iedgiSanas metode, klasiksk Harta reakcijas viet lietojot tai
radnie@gu ciklokondenacijas reakciju starp 2-benziidacetetiskabes dodecilesteri
un B-aminokrotonskbes dodecilesteri, reakciju veicot dietigjlikola 4-metil-1-
butilpiridinija bromda kataitiska klatiené. Produkta izakums uzlabots no 21%
Hanta reakcij lidz 72% ciklokonderigijas reakcy (kopgjais - 42%, &kinot no
B—krotonskbes dodecilestera).

2. Sintezjot jaunu orginalu katjono amfifilo 1,4-dihidropiritha atvasiajumu
klasi, veikta 2,6-bis(brommetil)-1,4-dihidropitith broma nukleofila aizvietoSana ar
daZzdus elektroniskos un &@tskos efektus uzdoSiem aizvietotiem piriha atva-
singjumiem. Noskaidrots, ka katjonie amfifilie 1,4-dilhopiridina atvasiajumi ar
elektrondonoriem aizvietgjiem 1,4-dihidropiridna 2,6-vietu pirithija gredzen
veicina spju parnest B-galaktozidzi CV1-P &$inas, palielina gnu transfekcijas
aktivitati salidzinot ar savienojumiem, kas satur elektronakcegtaaizvietoijus

1,4-dihidropiridna 2,6-vietu pirithija gredzea.

3. Petot katjono 1,4-dihidropiritha atvasigjumu kimisko oksi@Sanu,
noskaidrots, ka N-bromsukomids ir efekivakais oksidtajs no parbaudtajiem.
Pagfdits, ka katjonos aizvietgjus saturosSu 4-fenilaizvietotu 1,4-dihidropind
atvasinnjumu oksi@Sana notiek gitak, saidzinot ar neitilu 4-fenilaizvietotu
1,4-dihidropiridna oksi@sanu.

4. legutajiem katjonajiem amfifilajiem 1,4-dihidropifida atvasigjumiem
piemt buferkapacitte fiziologiskaja pH 6-8 apgabal torer 1,4-dihidropiridna cikla
2,6-vietu piridnija aizvietodji batiski neieteknd 1,4-dihidropiridna NH grupas
skabju/bazuipasbas.

5. Sinteztie katjonie amfifilie 1,4-dihidropiritha atvasigjumi nav citotoksiski
genu transfekcijas aktiviti uzradoSaji koncenticija. Atrasti un izeérteti
lidersavienojumi & potencilie génu transfekcijas g@enti: 1,1-[(3,5-
di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirid-2,6-diil)dimetikn]-bis(4-me-
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tilpiridinija) dibromds, 1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1 dihidropiridin-
2,6-diil)dimetilen]-bis(4-dimetilaminopirithija) dibromds, 1,1’-[(3,5-di(dodecil-
oksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropirith-2,6-diil)dimetikEn]-bis(4-aminopiridnija)
dibromds, 1,1'-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1 dihidropiridin-2,6-diil)-
dimetilen]-bis(3-metilpiridnija) dibromds un 1,1’-[(3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-
fenil-1,4-dihidropiridn-2,6-diil)dimetikn]-bis(3-aminopiridnija) dibromds, kuriem
veiks paddinatus biolgiskos g tijjumus.

6. Pagdits, ka  orginalie 1,1’-[(3,5-didodeciloksikarbonil-4-fenil-1,4-
dihidropiridin-2,6-diil)dimetien]-bispiridinija Hofmeistera anjonu rindasargtvji
uzrada daZdas @gnu transfekcijas aktivites o-nitrofenilgalaktopiranoida testos,

apstiprinot anjona ietekmi uz savienojuma bitd&aam ipagbam.

7. Noskaidrots, ka sintétais dvizu tipa savienojums ar dubultotu lipofilo un
hidrofilo grupu skaitu molekal- 1,4-bis[1,4-dihidro-2,6-di(pirith-1-iummetil)-3,5-
di(dodeciloksikarbonil)-pirith-4-iljbenzola tetrabromds, uz#dija zenaku genu
transfekcijas aktiviti o-nitrofenilgalaktopiranoma testos salzinot ar monorro

moddsavienojumul.

8. Darta pamdita atomspku un elektronmikroskopijas metozu pienotiba un
efektivitate katjono amfifilo 1,4-dihidropiritha atvasigjumu veidoto nanoagréty
struktiru petijjumos. Noskaidrots, ka nanddau lielums atkaigs no savienojuma
strukiiras, k af paraugu apsides laika ar ultraska hdz s sasniedz vielai

raksturgo minimglo liposomu izndru.
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