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Obiectivele propuse pentru etapa V a proiectului au fost realizate in totalitate. Colaborarea intre
partenerii implicati in proiect a avut ca rezultat elaborarea unor lucrdri publicate respectiv
redactate pentru a fi publicate, in care sunt prezentate diverse activitdti prevdzute in proiect.
Aceastd etapd a avut ca scop caracterizarea biologicd a compusilor obtinuti in etapele
anterioare prin studiul interactiei compusilor cu ADN si studiul proprietdtilor electrochimice

prin realizarea unor determindri de voltametrie ciclica.

Rezultatele obtinute in urma realizdrii activitdtilor cuprinse in etapa V sunt prezentate sintetic in
cele ce urmeaza.

5.1. Caracterizarea biologica a compusilor sintetizati

5.1. 1. Interactia compusilor cu ADN-ul

ADN-ul are un rol crucial in procesele biologice, transmitdnd informatia ereditard sub formd de
coduri necesare sintezei proteinelor si enzimelor. ADN-ul controleazd direct sau indirect
structurile si functiile celulare. incd de la descoperirea structurii acestuia, a fost tinta principald
a moleculelor mici cu importantd terapeuticd ce apartin diverselor clase de medicamente, de la
antitumorale la antibiotice. Moleculele mici interactioneazd cu proteinele asociate ADN-ului sau
prin intermediul hibrizilor ADN-ARN, dar se pot si lega direct la helix-ul ADN. Aceste interactii au
ca rezultat interferenta cu activitatea diferitelor enzime si proteine implicate in mentinerea
structurilor si functiilor celulare. Interactiunea moleculelor mici cu ADN-ul a fost studiatd pe
scard largd. Aceste studii dau directii de dezvoltare a agentilor terapeutici eficienti, ce pot
controla expresia genelor. Molecule noi si mai eficiente, care tintesc ADN-ul, pot fi dezvoltate cu
usurintd. Descifrarea mecanismului de actiune a medicamentelor antitumorale a devenit
posibild prin studiul interactiei moleculd-ADN (Sayeed Ur Rehman et all).

Studiile spectroscopice (de absorbtie si fluorescentd) pot oferi informatii importante privind
modul de legare al acizilor nucleici de molecule fluorescente (fluorofori) sau medicamente
(Modukuru N. K. et al., 2006, Muhammad Sirajuddin et al.,2013; Sayeed Ur Rehman et all,
2015).

A fost studiat comportamentul fotofizic al indolizinelor si s-au fdcut eforturi pentru a obtine
derivati cu proprietdti imbundtdtite si exceptionale. Datoritd fluorescentei caracteristice,
derivatii indolizinici au fost utilizati ca senzori fotochimici, senzori de legdturi de hidrogen si
sonde flourescente sensibile (Matthieu Becuwe et al., 2011, Bankim Chandra Ghosh et al., 2011,
Mustafa K. Bayazit et al., 2014 ). Indolizinele au fost utilizate pentru a studia interactia cu ADN-
ul si ca pigmenti fotochimici (Dinicd, 1999, Furdui et al., 2007).

Cercetdrile privind studiul interactiei acizilor nucleici cu diverse molecule biologic active
sintetizate in etapele anterioare ale proiectului contribuie la intelegerea mecanismului de
interactie al acestor molecule cu acizii nucleici. Interactia acizilor nucleici cu compusii organici



diferit functionalizati (produsi rezultati din reactii de ciclizare, indolizine fluorescente), obtinuti
in etapele anterioare prin biocatalizd, s-a realizat prin metode spectrale ( UV-Vis si IR).

fluorescent

Figura 1 Sinteza indolizinelor

Madsurarea absorbtiei UV-vis este o metodd simpld, dar eficientd in detectarea formarii
complexului ADN-compus. In general, atunci cdnd o moleculd micd interactioneazd cu ADN-ul si
formeazd un nou complex, modificdrile ar trebui sd apard in absorbantd si in pozitia benzii de
absorbtie. Dacd modul de legare este intercalarea, orbitalul 7w al moleculei intercalate se poate
cupla cu orbitalul © al perechilor de baze ADN, astfel, conducdnd la scdderea energiei
tranzitiei m* — 1 rezultdnd astfel efectul batocrom. Pe de altd parte, cuplarea orbitalului
T partial ocupat de electroni conduce la o scddere a probabilitdtii de tranzitie si concomitent
rezultdnd un efect hipocrom. In general, hipercromismul si hipocromismul sunt caracteristici
spectrale ale ADN-ului referitoare la structura de dublu helix; hipercromismul inseamnd ruperea
structurii secundare a ADN-ului si hipocromismul inseamnd cd modul de legare al moleculei de
ADN este prin efect electrostatic sau de intercalare, efect care poate stabiliza duplexul ADN-ului,
in timp ce existenta unei deplasdri spre rosu indicd stabilizarea duplexului ADN.
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Modul de legare al unui compus este influentat de caracteristicile geometrice, sterice si
electrostatice ale acestuia. Astfel, legarea prin intercalare este frecvent intdinitd in cazul
sistemelor aromatice si heterociclice cu molecule plane, in timp ce interactia electrostaticd
poate apdrea in cazul prezentei unor functiuni cationice si a unor catene laterale.

Pregadtirea probelor si a ADN-ului
Pentru studierea interactiei fluoroforilor cu acizii nucleici, intr-o prima etapd a cercetdrilor de
laborator s-au inregistrat spectrele de absorbtie ale unor indolizinelor luate in lucru.

Spectrele UV-Vis ale pigmentilor au fost inregistrate intre 200 si 800 nm, in solutie tampon
fosfat. Indolizinele prezintd doud maxime de absorbtie in aceastd regiune.



S-au efectuat mdsurdtori de fluorescentd la echilibru, utilizdnd aparatul Infinite 200 Pro
NanoQuant Microplate Multimode Reade (300 uL / godeu). Determindrile s-au realizat la 24°C,
iar concentratia pigmentului s-a situat intre 2 si 20 uM, in functie de experiment.

Figura 2 Solutii de indolizine analizate

Spectrele de fluorescentd inregistrate aratd cd grupele donoare (ex. metoxi) legate pe inelul
fenilic produc un deplasare batocromicd si o crestere a intensitdtii fluorescentei, in timp ce
grupele electronoacceptoare (nitro) desi cauzeazd tot o deplasare batocromd a maximului de
emisie au un efect de ,,quenching” de fluorescentd.

Concentratia acidului dezoxiribonucleic din timus de vitel

Sarea de sodiu a acidului dezoxiribonucleic din timus de vitel (Sigma Chem. Co., USA) a
fost utilizatd fdrd puficdri suplimentare, prepardndu-se o solutie-stoc prin dizolvarea acesteia in
apd bidistilatd, ce ulterior a fost pdstratd la 4°C. Concentratia ADN in solutia-stoc a fost
determinatd inregistrénd absorbanta la 260 nm, cunoscéndu-se coeficientul de absorbtie
molard &so = 5000 L mol™ cm™. Puritatea ADN-ului a fost evaluatd prin calcularea raportului
intre absorbanta la 260 respectiv 280 nm. Rezultatul, >1,8, a condus la concluzia cd ADN-ul este
suficient de pur. Pentru determindrile spectroscopice, acesta s-a dizolvat in solutie tampon 10
mM Tris-HCI, pH 7.
Interactia acizilor nucleici cu compusii organici s-a facut cu un cititor de micropldci model
Infinite 200 Pro NanoQuant, dotat cu o placd speciald opticd, din cuart, ideald pentru 16 probe
care garanteazd performante ridicate si o ratd mare de reproductibilitate, pentru cuantificarea
acizilor nucleici. Placa este compatibild cu o pipetd de opt canale pentru a distribui usor probele
de analizat. Din fiecare dilutie 2 uL ADN au fost transferate pe locurile speciale ale pldcii
NanoQuant, care a fost ulterior cititd. Toate mdsuratorile au fost efectuate in triplicat.

Efectul ADN-ului asupra spectrelor UV-Vis

Spectrele au fost inregistrate prin aditie progresiva a solutiei de ADN la indolizine. Titrdrile s-au
efectuat mentindnd concentratia probei constantd si addugdnd solutie ADN in cantitdti
progresive, in conditii fiziologice, pGnad la saturarea in hipocromicitate.

Spectrele de absorbtie ale solutiilor ADN-indolizine sunt prezentate in figura de mai jos. Legarea
indolizinelor de ADN conduce la producerea unui efect batocrom, vizibil la concentratii mari ale
ADN.



Efectele bato- sau hipsocrom, hiper- sau hipocrom, precum si punctul izocromatic sunt
proprietdti spectrale ale interactiei ADN-moleculd, aflate in legdturd cu structura de dublu helix.
Hipocromicitatea la maximul de absorbtie al ADN (260 nm), spre exemplu, indicd o compactare
a ADN-ului datoratd interactiilor electrostatice, iar o intercalare induce hipercromicitate la
aceastd lungime de undd (Reza Hajian et al., 2013).

Odatd cu cresterea concentratiei de indolizine spectrul aratd scdderea in intensitate a
absorbantei. Deoarece nucleul indolizinic contine inele aromatice care pot facilita intercalarea,
este posibild interactiunea intercalativa clasica.

Titrarea fluorimetricd. Stingerea fluorescentei de cdtre ADN

Tehnicile de stingere a fluorescentei implicd o varietate de interactii moleculare, precum reactii
ale stdrilor excitate, formarea unui complex in starea fundamentald, rearanjdri moleculare,
transfer de energie si coliziuni. In acest context, experimentele de stingere a fluorescentei s-au
realizat pentru a investiga interactinule compusilor sintetizati, compusi indolizinici, cu ADN-ul.
Modul de legare al compusilor cu ADN-ul s-a evaluat prin spectroscopie de fluorescentd, prin
mentinerea constantd a concentratiei compusilor si varierea concentratiei de ADN. Spectrele de
florescentd au fost astfel inregistrate la diverse rapoarte molare ADN:indolizind, excitarea
probelor realizdndu-se la maximul de absorbtie de energie minimd.

Spectrele de absorbtie si emisie au permis evidentierea unei puternice interactii intre ADN si
fluoroforul studiat, care se manifestd printr-o stingere a fluorescentei acestuia, odatd cu
cresterea raportului molar ADN:fluorofor. Curba de titrare (intensitatea fluorescentei fatd de
raportul molar ADN:indolizind), aratd o scddere exponentiald a intensitdtii fluorescentei cu
cresterea concentratiei de indolizing.

Rezulatele obtinute la titrdrile fotometrice au fost utilizate pentru a determina raportul optim,
de interactiune maximd ADN:ligand, din reprezentarea fluorescentei relative in functie de
raportul molar. Intensitatea fluorescentei indolizinei scade cu cresterea concentratiei de ADN.

Efectul tdriei ionice

Studiul efectului tdriei ionice asupra interactiunii moleculd-ADN este o metodd importantd
pentru a analiza modul de legare dintre molecule mici si ADN. Electroliti puternici, cum ar fi
NaCl, sunt utilizati in acest scop. Addugarea de NaCl la ligandul liber in absenta ADN-ului ar
trebui sd aibd un slab sau nici un efect asupra randamentului fluorescentei. Cu toate acestea, in
prezenta ADN-ului, Na+ neutralizeaza partial grupdrile negative ale fosfat ale catenei ADN
rezultdnd in reducerea respingerii electrostatice dintre ele.

Atractia electrostaticd dintre o moleculd micd si suprafata ADN-ului este slabitd de addugarea
de ioni Na+. In cazul legdrii moleculei de suprafata ADN-ului, interactiile electrostatice au loc dn
afara canelurii, in cazul in care intensitatea fluorescentei este stinsd la interactia cu ADN-ul. O
moleculd mica aflatd in canelura helixului ADN-ului este mult mai expusd la tdria ionicd in
solvent inconjurdtor decdt o moleculd intercalatd. Adaosul de NaCl slabeste interactiunea si
conduce la eliberarea compusului din suprafata ADN rezultdnd in cresterea intensitatii
fluorescentei. [S.U. Rehman, 2015].



s-a studiat prin inregistrarea spectrelor de
fluorescentd in prezenta unor concentratii diferite de NaCl, pentru a stabili natura interactiei
pigment-ADN (intercalare sau interactie electrostaticd).

Studii de stingere a fluorescentei iodurii de potasiu Kl

Studiile de stingere a fluorescentei i odurii de potasiu sunt de obicei folosite pentru a determina
modul de legare a ADN cu medicamentele care sunt fluorescente. Kl este moleculd mica cu
proprietdti de stingere a fluorescentei si poate fi folositd pentru a determina tipul de legare a
medicamentelor de ADN.

Experimentele de stingere indicd locul de legare al moleculelor, fie in afara sau in interiorul
helix-ului. lonii de iod sunt incarcati negativ si pot stinge fluorescenta moleculelor mici in mod
eficient, intr-o solutie saturatd, in mediu apos. La interactiunea cu ADN, ionii iodurd fiind
negativi sunt respinsi de cdtre grupdrile fosfat incdrcate negativ ale catenei ADN. Orice
moleculd micd intercalatd in helix-ul ADN este bine protejatd de a fi stinsd de cdtre solutia
saturatd anionicd, fluoroforul fiind restrictionat. Cu toate acestea, moleculele electrostatice sunt
expuse la solventii din mediu si nu sunt bine protejate de anionii saturati, chiar si in mediul de
ADN.

Concentratia de sare nu influenteazd semnificativ intensitatea fluorescentei in prezenta ADN-
ului astfel, prezenta interactiunii electrostatice poate fi exclusad.

Studiile preliminare demonstreazd cd indolizinele interactionezd cu acizii nucleici acest lucru
conducdnd la scaderea absorbantei si emisiei la concentratii diferite de indolizing .

Interactia moleculelor cu acizii nucleici prin studii de spectroscopie FT-IR

Spectroscopia cu transformata Fourier in infrarosu (FT-IR), isi gaseste mare aplicatie in domeniul
stiintelor biologice. Acesta oferd o modalitate usoard de a identifica grupdri functionale
prezente intr-o moleculd si astfel identitatea unui compus pur poate fi stabilitd. Radiatia
infrarosie (IR) este trecutd printr-o probd in care unele dintre radiatii sunt absorbite, in timp ce
altele sunt transmise.Datele brute rezultate sunt prezentate sub forma unui spectru care se
comporta ca o amprenta digitala moleculard a compusului sau moleculei. Studiul interactiei
drog-ADN evidentiazd modificdri spectrale adicd schimbarea in intensitate si deplasdri ale
benzilor. Amprentd moleculard a ADN-ului pur se afld in regiunea spectrald de 1800-700 cm-1
datorita vibratiilor in pl ale diferiteloanr baze azotate, vibratiilor de intindere (asimetrice si
simetrice) ale grupdrilor fosfat si vibratiilor de intindere ale dezoxiribozei. Legarea moleculelor
mici de pentoza fosfat a catenei ADN-ului este studiatd prin monitorizarea schimbdrilor in
benzile de la 1228 si 1087 cm-1 care sunt cauzate de vibratii asimetrice si simetrice ale
grupdrilor fosfat [H. Arakawa, et al.,2000].

Tranzitia conformatiei ADN de dublu helix de la forma B la forma A sau de la B la Z poate fi
detectatd cu usurintd prin legarea medicamentelor de ADN [T. Zhao, 2014, S.T. Saito, 2012, D.K.
Jangir, 2011, H. Arakawa, 2000].

Legarea moleculelor analizate de bazele ADN sunt demonstrate prin evalurea benzilor spectrale
la 1741 cm™, care este atribuitd in principal vibratiilor de intindere in plan a guaninei (G), 1668



cm™ cauzate de vibratiile de bazd ale timinei (T), 1581 si 1496 cm cm™ cauzate de vibratiile de
intindere ale adeninei (A) si citozinei (C).

5.2. Studiul proprietatilor electrochimice

5.2. 1. Studii de voltametrie ciclicd

Compusi noi, cu structurd de sdruri de piridiniu, sintetizati in etape anterioare ale proiectului,
precum dibromura de N,N’ di-(p-bromofenacil)-4,4’-bipiridiniu (Lr) si dibromura de N,N’ di-(p-
bromofenacil)-1,2-bis(4-piridiniu)-etan (Lm), au fost investigati prin voltametrie ciclicG pentru a
le evalua comportamentul electrochimic. Stabilitatea acestor compusi heterociclici in mediu
apos depinde de pH, aceastd dependentd fiind corelatd cu date spectrofotochimice. Gruparea
etilen a compusului Lm induce modificari ale stabilitdtii si performantelor electrochimice ale
ligandului. Procesul cvasireversibil de transfer de electroni dintre grupdrile functionale depinde
de pH si de potentialul aplicat. Un pH alcalin al mediului apos este mai favorabil pentru
stabilitatea liganzilor si pentru procesul de trasfer de electroni la electrodul de platind. In urma
studiului potentialului redox (voltametrie ciclicd) al celor doi liganzi, s-a determinat rolul
acestora de mediator in procesul de reducere. Credem cd acest studiu va stimula investigatii
suplimentare asupra caracteristicilor chimice ale liganzilor si rolul acesta in chimia biologicd si
medicinald.
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Figura 12. Structura sdrurilor de bipiridiniu Lr si Lm

Elucidarea schimburilor electronice ale compusilor obtinuti este utild pentru investigarea
electrochimicd [R. Palin et al., 2002]. Compusii pot fi utilizati ca indicatori redox biologici, senzori
electrochimici, transportori de electroni si precursori pentru compusi cu structurd indolizinicd,
compusi bioactivi ce pot fi utilizati ca markeri si liganzi flourescenti pentru receptorii de estrogen
[M. Eda et al., 2008, D. H. Evans et al., 2001]. Acest studiu ajutd la elucidarea mecanismului de
cicloaditie a acestor liganzi cu diporarofili pentru a obtine derivati indolizinici. [Dinica et al.,
2013]. Comportamentul acestor compusi cu substituenti aril la atomul de azot cuaternar a fost
examinat, determindndfaptul cd proprietdtile spectroscopice si electrochimice sunt modelate de
natura heterociclului. Reactiile de cuaternizare sunt realizate in mediu apos. Potentialul redox al
compusilor conduce la determinarea proprietdtilor donor-acceptor a radicalilor [F. Tepl et al.,,
2012]. Directii viitoare de cercetare includ elucidarea mecanismelor de cicloaditie si substitutie
in mediu apos. [Dinica et al., 2013]. Viologenii prezintd un interes semnificativ, datoritd
modificérii proprietdtilor si culorii acestora in functie de mediul de reactie. In cadrul acestui
studiu, s-a determinat pentru prima datd comportamentul electrochimic a doud sdruri
cuaternare de piridiniu, prin voltametrie ciclicd in mediu apos.
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Studiul stabilitatii liganzilor

Compusii sintetizati au fost dibromura de N,N’ di-(p-bromofenacil)-4,4’-bipiridiniu (numitd ligand rigid-Lr)
si dibromura de N,N’ di-(p-bromofenacil)-1,2-bis(4-piridiniu)-etan (numitd ligand mobil-Lm). Stabilitatea
liganzilor derivati de la 4,4'-bipiridil (Lr) si 1,2-bis(4-piridil)-etan (Lm) a fost evaluatd prin analizd
spectrofotometricd si mdsurdtori de potential in circuit deschis (OCP). S-au preparat solutii apoase (0.1
mM), iar analiza s-a efectuat ajustdnd pH-ul la valori intre 3 si 11. Solutiile au prezentat culori diferite in
functie de pH, de la galben deschis la violet (Lr) si portocaliu (Lm). S-a observat o decolorare a solutiei la

scdderea concentratiei ligandului sub 10° M.

Spectrele UV-Vis ale solutiilor apoase au fost inregistrate la 264 nm (Amax) [Dinica et al., 2012], pentru a
le studia stabilitatea initial si dupd 24 ore (Figural3). Cea mai mare valoare a absorbantei a fost
inregistratd pentru Lr la pH 3 (galben pal) si pH 7 (slab violet), atunci cdnd se formeazd speciile
protonate. Solutia Lr proaspdt preparatd este mai stabild la pH slab bazic (aproximativ 8). Ligandul Lm
este mai stabil la pH slab acid (aproximativ 6), iar forma dicationicd este instabild in mediu alcalin. Acest
comportament sugereazd prezenta speciilor anionice AH la addugarea unui exces de bazd si tranzitia de
la AH, la AH'.
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Figura 13. Modificarea absorbantei cu pH-ul la solutiile apoase ale Lr si Lm

Dupd 24 de ore la temperatura camerei se constatd o usoard modificare a absorbantei
solutiei liganzilor. Pentru Lr s-a inregistrat o scddere cu aproximativ 2 unitdti. Procesul de
electro-oxidare este mai activ datoritd echilibrului dinamic acido-bazic, favorabil reactiei de
trasfer de electroni de la dication pentru obtinerea radicalului cation (AH™). si ulterior a speciei
neutre. In acelasi timp, Lm prezintd stabilitate in mediu acid, pénd la pH 6, dar o evidentd
scddere a valorii absorbantei in mediu neutru sau alacalin. Acest comportament poate fi
explicat prin favorizarea unor aditii periciclice in mediu alcalin, datoratd grupdrii etilen.

Spectrele UV-Vis sunt bine corelate cu determindrile OCP. Compusii derivati de
bispiridiniu sunt oxidanti organici, iar tehnicile electrochimice pot fi utilizate pentru a permite
caracterizarea comportamentului electro-oxidant al speciilor electroactive, pentru a stabili
potentialul redox si a putea modela mecanismul reactiei. Investigatiile electrochimice ale
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solutiilor ambilor liganzi (0,1 mM) au debutat cu monitorizarea OCP a solutiilor proaspadt
preparate, la pH acid. Pentru a realiza mdsurdtorile la diferite valori ale pH-ului, acesta s-a
ajustat cu ajutorul solutiilor tampon. Determindrile OCP au fost repetate dupd 24, 120 respectiv
168 ore pentru a evalua stabilitatea electrochimicd a echilibrului acido-bazic si procesul de
electro-oxidare a compusilor; intre determindri, solutiile au fost pdstrate la 4°C, in recipiente
inchise.

Desi solutia apoasd a liganzilor prezenta initial o diferentd de 0,5 unitati de pH, nu s-au
observat diferente semnificative intre valorile OCP (+ 2 mV), aflate in jurul a +72 mV vs.
Potentialul deschis a fost mdsurat si pentru precursorii sdrurilor sintetizate, solubilizati in mediu
apos (0.1 mM). Precursorul Lr a prezentat un potential de +65 mV vs SCE, iar precursorul Lm +75
mV vs SCE, neapdrdnd modificdri semnificative fatd de noii liganzi obtinuti.

Dupd 24 de ore s-a inregistrat o diferentd de aproximativ 30 mV a valorilor OCP intre
solutiile apoase in mediu acid ale liganzilor, +45 mV vs SCE pentru Lr si +63 mV vs SCE pentru
Lm. Solutiile proaspdt preparate ale Lm au prezentat variatii mai mari ale valorilor OCP in tot
domeniul de pH analizat, datoritd instabilitétii puntii etilenice. In aceleasi conditii, Lr a prezentat
o0 mai mare stabilitate.

Rezultatele OCP pentru solutia Lr au prezentat variatii minime. Potentialul de electro-
oxidare este mai ridicat pentru solutiile apoase de pH 6 si pentru solutiile neutre sau alcaline
analizate dupd 7 zile. Asadar, Lr este un oxidant mai puternic, cu o mai mare stablilitate in timp,
aceastd proprietate mentindndu-se si la valori mai mari ale pH-ului. O diferentd semnificativd,
de 10 mV, a fost observatd pentru solutia proaspdt preparatd de pH 5,5 a Lm. In cazul ligandului
mobil s-au obtinut variatii mai mari ale OCP in mediu alcalin si neutru decét in mediu acid.

Asadar, valorile OCP sunt corelate cu structurile prezentate in figura 12 si explicd
stabilitatea acestora, confirmatd de determindri spectrofotochimice. Rezultatele obtinute
contribuie la explicarea mecanismului de electro-oxidare propus dar sunt momentan insuficiente
pentru elucidarea cineticii reactiei in mediu apos.

Determindrile electrochimice dau informatii asupra stdrii compusilor organici la
electrodul de lucru. CV are ca principal avantaj identificarea cuplurilor redox. Determindrile CV
atestd prezenta structurilor protonate/deprotonate si dau informatii asupra cineticii reactiei. S-
au realizat o serie de mdsurdtori CV a liganzilor in mediu apos, la diferite valori ale pH-ului si ale
potentialului aplicat.

pH-ul are un rol important pentru compusii organici, ca urmare a
concentratiei protonilor din mediul apos. Modificdrile apdrute in voltamograme sunt rezultatul
unor structuri diferite a liganzilor in solutiile apoase, in functie de pH (figurile 14 si 15). Alura
acestora poate explica influenta grupdrilor functionale din molecula ligandului, corelate cu
stabilitatea acestora in timp, in functie de pH.
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Figura 14. Voltamograme ciclice a solutiilor apoase ale Lr si Lm — solutiile proaspat
preparate la pH initial (a) si la pH 12 (b); E = + 1.0 V vs. SCE, din directie negativd. Vitezd de
scanare 100 mV s-1(a), 50 mV s-1(b).

In ceea ce priveste curentul anodic, la ambii compusi se inregistreazd un comportament
similar la desfdsurarea procesului redox pe electrod de platind. Peak-ul corespunzdtor initierii
oxiddrii anodice indicd prezenta a cel putin unui cuplu prototropic (AH2-/AH-) al compusilor
organici. Peak-ul curentului anodic, aproximativ +300 mV vs. SCE, este mai evident pentru Lr si
apare diminuat la Lm, cu o diferentd de 0,5 uA si la un potential mai putin pozitiv.

Se observd un peak anodic corespunzdtor oxiddrii Lr la radicalul anion corespunzdtor,
proces ireversibil datoritd reactivitatii mari. Prin determindri de tipul CV se pot identifica
existenta mai multor tranzactii redox, realizate de compusi mai complecsi. In cadrul acestui
studiu, apa este acceptorul de proton, sarcina pozitiva este delocalizatd la nivelul primului strat
de molecule de apd format in jurul ligandului piridiniu. In mediu alcalin (pH 9), Lr prezintd un
proces de reducere evident, spre deosebire de comportamentul in mediul acid si neutru (figura
15a). Viteza de scanare rdmdne un parametru important al acestor procese de transfer de
electroni (Figura 15b). In mediu bazic, peak-ul este transpus la un potential mai pozitiv, la
aproximativ +800 mV, iar reducerea catodicd este un proces activ, intensiv. In acelasi timp, Lm
nu prezintd o transformare electro-oxidativa evidentd.
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Se observd cd in procesul catodic la electrodul de plating, la pH alcalin, cuplul conjugat
deprototropic (de la AH- la AH) trece prin schimbdri mai lente decdt in mediu acid sau neutru.
Acest comportament ar putea fi cauzat de o blocare a transferului electronic de la liganzii de
piridiniu, prin adsorbtie pe substratul de plating.

Pentru solutiile apoase ale ambilor liganzi s-au
inregistrat CV cu electrod de platind la diferite rate de scanare (100 — 20 mV s-1) pentru E = + 1
V (Figurile 3b si 4a). Nu s-au observat deplasdri semnificative ale potentialului redox la cresterea
vitezei de scanare de la 20 la 100 mVes-1 pentru Lr la pH 6 (Figura 3b). Totodatd s-a obtinut o
crestere a curentului anodic cu cresterea vitezei de scanare, ca un efect al formdrii imediate a
stadiului de ilidéd la aplicarea unui potential [Dinica, 2012].

—s—Lr: y, =0.99033

651 —e—Lm: y,=0.98293
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Figura 16a. Voltamograme ciclice ale Figura 16b. Distributia curentului
solutiei apoase Lm proaspdt preparatd (pH | catodic in functie de raddcina pdtratd a vitezei
5,5), la viteze diferite de scanare: 100 mV s- | de scanare
1(1); 50 mV s-1(2) si20mV s-1(3), E=+ 1.0 V

Pozitia peak-ului catodic obtinut la 100 mV s-1 corespunde transformdrilor redox de la
potentialul (Epc) de +350 mV pentru Lr la +600 mV pentru Lm (Figura 16a). Un studiu
comparativ a solutiilor alcaline ale liganzilor prezintG comportamentul diferit al acestora (Tabel
2).
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Tabel 2. Parametri electrochimici si viteza de scanare a potentialului aplicat solutiilor
apoase ale liganzilor (pH 9)

scan rate - Epc -ic Epa ia
(mV-s-1)
(mV vs SCE) (uA) (mV vs SCE) (uA)
Lr Lm
m r m r r m
100 670 876
01 .08 .39 10 .85 .35
80 652 780
86 .65 .73 80 .54 .27
50 647 760
74 .94 .79 90 .66 .15
20 613 660
18 .28 .10 90 .45 .87

Peak-ul corespunzdtor reducerii a prezentat deplasdri semnificative cdatre potentiale mai
negative, in timp ce peak-ul de oxidare al Lr prezintd o deplasare minimd. Lm are un potential
diferit intre peak-ul anodic si cel catodic, ca urmare a procesului redox cvasireversibil datorat
prezentei grupdrii etilenice. Ambii liganzi studiati prezintd peak-uri caracteristice transferului de
electroni intre grupdrile functionale, mai evidente in zona catodicd in solutii alcaline. Peak-urile
catodice situate la potentiale joase nu pot fi atribuite procesului de reducere (Figura 16b).

Presupunénd o vitezd mare a transferului de electroni, curentul la s-a mdsurat
concomitent cu descresterea potentialului si s-a considerat corelat cu viteza de difuzie a speciilor
oxidate pe suprafata electrodului de platind, flux guvernat de legea lui Fick [A. M. O. Brett et al.,
2003]. Asadar, in procesul de transfer de electroni si protoni, liganzii de piridiniu functioneazd ca
mediatori, in mediu apos. Peak-ul, caracterizat de Ep si la, se deplaseazd cu cresterea pH-ului.

Liganzii studiati genereazd unde de curent in voltamogramele ciclice, descrise ca doud
etape tipice de transfer al unui electron. Prima etapd este reducerea AH, (AH,/AH-) iar cea ce-a
doua implicd rolul ligandului de piridiniu de transportor de electroni (AH /AH"). Pentru a explica
acest comportament, s-a propus un mecansim de reducere cataliticd a ionului H, printr-un
intermediar *H neutru (bazic) adsorbit pe electrodul de Pt in mediu apos. Aditia unui donor de
protoni implicd modificdri nu doar la nivelul speciilor electroactive, dar si ale mecanismului
global de reactie, acesta devenind concertat. in mediu apos alaclin, liganzii mediazd un proces
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ireversibil de transfer de electroni, confirmat de peak-ul catodic, mai evident la Lr decdt in cazul
Lm; datele electrochimice aratd cd mecanismul de reactie este diferit in functie de pH.

Determindrile spectrochimice realizate solutiilor in conditiile prezentate, indicd valori ale
pH-ului intre 6 si 7 unitdti pentru o bund stabilitate a liganzilor. Potentialul OCP este un
instrument util in caracterizarea stabilitdtii compusilor in mediu apos. Transferul de electroni
mediat de liganzi a fost caracterizat prin volatmetrie ciclicd. Analizele electrochimice oferd
posibilitatea de a studia potentialul redox si influenta paramterilor precum pH-ul si viteza de
scanare aplicatad.

S-a identificat o bund corelare intre potentialul electro-oxidativ si stabilitatea liganzilor
in mediu apos la pH netru sau acid. Considerdm cd acest studiu va stimula efectuarea unor alte
studii de amploare; voltametria ciclicd poate fi utilizatd pentru a caracteriza puterea
reducdtoare si comportamentul electrochimic al compusilor precum liganzii de piridiniu, precum
si pentru o mai bund intelegere a rolului acestora in mediul biologic. Acest studiu contribuie la
elucidarea mecanismelor la care pot participa acesti compusi in mediu apos.

Studile de interactie cu ADN s-au realizat prin spectroscopie UV-Vis, IR si de
fluorescentd, pentru a analiza natura legdturii fluorofor-ADN. S-a identificat intercalarea ca
potentiald metodd de legare, dar si o puternicd interactie ADN-indolizind, determinatd prin
stingerea fluorescentei acestora proportional cu cresterea raportului molar ADN-fluorofor.
Proprietdtile electrochimice au fost evaluate prin voltametrie ciclicd. Considerdm cd acest studiu
va stimula efectuarea unor alte studii de amploare; voltametria ciclicd poate fi utilizatd pentru a
caracteriza puterea reducdtoare si comportamentul electrochimic al compusilor precum liganzii
de piridiniu, precum si pentru o mai bunad intelegere a rolului acestora in mediul biologic. Acest
studiu contribuie la elucidarea mecanismelor la care pot participa acesti compusi in mediu apos.

Obiectivele propuse pdnd in acest moment in proiect au fost realizate in totalitate.
Colaborarea intre partenerii implicati in proiect a avut ca rezultat elaborarea unor lucrdri
publicate respectiv trimise spre publicare sau in lucru in care sunt prezentate rezultatele
cercetdrilor interdisciplinare vizate in proiect. Indicatorii prevdzuti au fost realizati, o parte din
rezultate fiind publicate in reviste ISl si ISI proceedings ( STUDIA UBB CHEMIA, LX, 3, 2015, 99-
109 and JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY), sau comunicate la conferinte internationale
(BIOTRANS 2015, Jully, 2015, Vienna, Austria, EuroAliment Symposium 2015, September 2015,
Galati,Romania, Trans Mediterranean Colloquium on Heterocyclic Chemistry, TRAMECH ViIl,
November 2015, Antalya, Turkey). A fost editat un capitol de carte Perspective-Breakthroughs in
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indole and indolizine chemistry - new synthetic pathways, new applications in: Scope of Novel
Heterocycles from Organic and Pharmaceutical editura InTech open acces, iar alte rezultate

sunt trimise spre publicare sau sunt in lucru.

Director proiect,
Conf.dr.chim.Dinicd Rodica Mihaela
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