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SAZETAK

U ovom radu prikazana je sinteza i strukturna karakterizacija novih derivata 5-
azacitozina i 6-azauracila u svrhu ispitivanja njihovog bioloskog djelovanja protiv tumorskih
stani¢nih linija porijeklom iz Covjeka. N-3 propargilirani derivat 5-azacitozina (1) te N-1
propargilirani (5) i N,N-1,3 dipropargilirani derivati 6-azauracila (6) sintetizirani su reakcijom
N-alkiliranja 5-azacitozina i 6-azauracila uz NaH kao bazu i propargil-bromid kao alkilirajuci
reagens. Reakcijom propargiliranih pirimidinskih derivata 1, 5 i 6 u uvjetima Huisgenove 1,3-
dipolarne cikloadicije potpomognute mikrovalnim zra¢enjem s odgovaraju¢im aromatskim
azidima uz bakar sintetizirani su 1,2,3-triazolilni derivati 5-azacitozina (2—4) i 6-azauracila (7
i 8). Reakcijom jodiranja N-1 propargiliranog derivata 6-azauracila (5) sintetiziran je N-1-(2-
jod-prop-2-en)-6-azauracil (9). Strukture novosintetiziranih spojeva potvrdene su ‘H NMR

spektroskopijom.

Kljuéne rijeci: 5-azacitozin, 6-azauracil, N-alkiliranje, Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija



SUMMARY

In this work the synthesis and structural characterization of new 5-azacytosine and 6-
azauracil derivatives is described in order to determine their activities against human
malignant tumor cell lines. N-3 propargylated 5-azacytosine derivative (1), N-1 propargylated
(5) and N,N-3 dipropargylated 6-azauracil derivatives (6) were synthesized by N-alkylation of
5-azacytosine and 6-azauracil using propargyl bromide as alkylating reagent and NaH as base.
Reaction of propargylated pyrimidine derivatives 1, 5 and 6 with corresponding azides by
using microwave assisted Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition conditions gave 1,2,3-triazole
derivatives of 5-azacytosine (2-4) and 6-azauracil (7 and 8). N-1-(2-iodo-prop-2-ene)-6-
azauracil (9) was sythesized by reaction of iodination of N-1 propargylated 6-azauracil
derivative (5). The structures of newly synthesized compounds were confirmed by *H NMR

spectroscopy.

Keywords: 5-azacytosine, 6-azauracil, N-alkylation, Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition
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1. UVOD



Zloc¢udne su bolesti jedan od najvecih zdravstvenih problema danasnjice. Posljednjih
nekoliko desetlje¢a postignut je velik napredak u podru¢jima razumijevanja mehanizama
nastanka zlo¢udnih bolesti. Nadalje, znatno su poboljSane dijagnosticke tehnike, posebno u
primjeni suvremenih oblika lijecenja. Unato¢ tome, postoji jo§ velik prostor za napredak.
Smrtnost od zlo¢udnih bolesti u svijetu i u Hrvatskoj stalno je u porastu. Jedna od zlo¢udnih
bolesti sa najve¢im brojem smrtnosti je rak (karcinom), od kojeg u svijetu svake godine oboli

11 milijuna, a umre 7 milijuna ljudi, dok u Hrvatskoj godisnje oboli 25 000, a umre 12 500
ljudi.!

Normalne stanice u tijelu rastu, dijele se i umiru pod kontrolom. Kad organizam izgubi
tu kontrolu, stanice se nastavljaju nekontrolirano dijeliti i stvaraju nove stanice te u konacnici
tumor. Citostatici uni$tavaju zlocudne stanice sprjecavajuci njihov rast i diobu. Ti lijekovi ne
djeluju selektivno, dakle ne isklju¢ivo samo na zlo¢udne stanice, nego mogu ostetiti i zdrave
stanice u tijelu, naroc¢ito one koje se brzo dijele: krvne stanice, sluznicu probavnoga trakta,
spolne stanice, folikul kose. Upravo osteCenje zdravih stanica uzrokuje popratne nezeljene
pojave kemoterapije. Zbog toga se danas istrazivanja okreCu prema sintezi selektivnih
antitumorskih lijekova. Kao dobri kemoterapijski agensi pokazali su se pirimidinski derivati,
koji jos posjeduju i razli¢ita djelovanja kao §to su analgetska i protuupalna, $to ih ¢ini iznimno
znaajnim u modernoj medicini.? Neki od Gesto primjenjivanih 5-azacitozinskih derivata su 5-
azacitidin te 2'-deoksi-5-azacitidin, koji se koriste pri lije¢enju mijelodiplasticnog sindroma.
Od 6-azauracilnih derivata treba istaknuti 1-benzil-6-azauracil koji je pokazao antimikrobno

djelovanje protiv kokcidoze, parazitarne bolesti crijevnog sustava kod Zivotinja 1 Covjeka.



2. OPCI DIO



2.1. PIRIMIDIN

Pirimidin (slika 1) je heterocikli¢ki aromatski prsten sli¢an piridinu koji sadrzi dva
atoma dusika na polozajima 1 i 3. Heterociklicki spojevi koji sadrze pirimidin od posebne su
vaznosti, jer mnogo tih spojeva pokazuje znaCajnu biolosku aktivnost. Ime pirimidina

proizlazi iz kombinacije rijeci piridin i amidin zbog strukturnih sli¢nosti.®

A

N
Slika 1. Pirimidin

Pirimidin, za razliku od piridina ima dva atoma dusika $to dovodi do smanjenja
energije m elektrona. Posljedica toga je otezana elektrofilna aromatska supstitucija i olakSana
nukleofilna aromatska supstitucija. U usporedbi s piridinom, N-oksidacija i N-alkiliranje se
teZze provode kod pirimidina. Reaktivnost pirimidina lezi i u moguénosti stvaranja vodikovih
veza, §to je slu¢aj u DNK i RNK molekulama,* gdje su pirimidinski derivati citozin i timin

(DNK ) te citozin i uracil (RNK) (slika 2).

NH2 o O
NF | ‘ NH ‘ NH
O)\N /K N/KO
H N ° H
Citozin Uracil Timin

Slika 2. Pirimidinske baze u DNK i RNK molekulama

Pirimidinski derivati spadaju u jedne od bioloski najaktivnijih spojeva, koji pokazuju
antivirusna, antitumorska i razna druga bioloska djelovanja, a pomazu i kod kardiovaskularnih
oboljenja.” Jedni od najznacajnijih analoga pirimidina su citarabin i 5-fluoruracil (slika 3) koji

sprjecavaju sintezu DNA.°
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Slika 3. Strukture citarabina i 5-fluorouracila

2.2.CITOZIN

Citozin je pirimidinska baza prisutna u DNK i RNK molekulama. Otkrili su ga
njemadki znanstvenici Albrecht Kossel i Albert Neumann 1894. godine.” Strukturu citozina
¢ini pirimidinski prsten supstituiran sa 2 supstituenta, keto skupinom u polozaju 2 i amino

skupinom u polozaju 4 (slika 4).

Cytosine (C) N

Slika 4. Struktura citozinske baze u DNK i RNK molekulama

Citozinski derivati pokazali su $irok spektar bioloskih aktivnosti. Tako na primjer,
citidin trifosfat (slika 5) prenosi fosfatnu skupinu 1 sluzi kao koenzim u pretvorbi adenozin

difosfata (ADP) u adenozin trifosfat (ATP).


https://en.wikipedia.org/wiki/Albrecht_Kossel
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Slika 5. Struktura citidin-trifosfata

Derivati citozina pokazuju potencijal za lijeCenje nekih od najtezih bolesti. Primjer
toga je ve¢ spomenuti citarabin koji se koristi u lije€enju akutne leukemije. Jo§ jedan dokaz
potencijala citozinskih derivata je i (S)-1-(3-hidroksi-2-fosfonilmetoksipropil)citozin (S)-
HPMPC, selektivan inhibitor replikacije humanog citomegalovirusa (CMV). Usporedujuci
(S)-HPMPC sa srodnim adeninskim inhibitorom (S)-HPMPA, pokazalo se da (S)-HPMPC

inhibira replikaciju CMV-a pri manjim koncentracijama.®

2.2.1. 5- AZACITOZINSKI DERIVATI I NJTHOVA BIOLOSKA AKTIVNOST

5-azacitozin (slika 6) je derivat citozina (slika 6) koji na polozaju 5 umjesto

ugljikovog atoma ima atom dusika.

NH, Ha

y N
PN A

N
H H

Citozin 5-azacitozin

Slika 6. Strukture citozina i 5-azacitozina

Derivati 5-azacitozina pokazali su iznimno dobru primjenjljivost u medicinskoj kemiji.

Tako su neki 5-azacitozinski nukleotidi pokazali antileukemijsko djelovanje kao na primjer 5-



azacitidin (azacitidin, Vidaza™) i 2'-deoksi-5-azacitidin (decitabin, Dacogen™), koji se
koriste pri lije¢enju mijelodisplasti¢nog sindroma (slika 7).° Jo3 jedan biologki aktivan derivat
5-azacitozina je (S)-1-[3-hidroksi-2-(fosfonometoksi)propil]-5-azacitozin koji pokazuje

antivirusno djelovanje (slika 8).

OH HO OH HO

5-azacitidin Decitabin

Slika 7. Strukture 5-azacitidina i decitabina

NH,
N/kr
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Slika 8. Struktura (S)-1-[3-hidroksi-2-(fosfonometoksi)propil]-5-azacitozina

5-azacitidin je sintetiziran prije gotovo 40 godina. Pokazalo se da 5-azacitidin ima
Sirok raspon antitumorskog djelovanja i da bi mogao postati u¢inkovit kemoterapijski agens,
medutim, zbog opc¢e toksi¢nosti, preferirani su drugi agensi. Tek kada je 5-azacitidin ugraden
u DNK molekulu, otkriveno je da inhibira metiliranje DNA. Nakon tog otkrica, 5-azacitidin i

. . iqe v .- VIRT v N~ : -1
decitabin dobili su na vaznosti i poceli su se &ei¢e upotrebljavati.'”



Na slici 9 prikazana je sinteza u dva stupnja 5-azacitidina. Prvi korak u sintezi je
reakcija 5-azacitozina sa silirajuéim agensom kako bi nastao spoj A. Spoj C dobiven je
reakcijom spoja A i spoja B u prisutstvu trimetilsilil-trifluormetansulfonata (TMS-triflat).

Konagno, uklanjanjem Si(Ry)s te R, skupina dobiven je 5-azacitidin.™*

HNSIi(R,) HNSIi(R,)
13 173

NH
R0 )\

N o - .
+ —_— —_—
N (R;);SiO N
OR, OR, R,0 O
A i ?
B [¢]

OH OH

N

(R);810

OR, OR,

Slika 9. Sinteza 5-azacitidina
2.3. URACIL

Uracil (slika 10) je derivat pirimidina. Jedna je od cetiri nukleozidne baze RNK koja
zamjenjuje timin koji se nalazi u DNK. Otkrio ga je Alberto Ascoli 1900. godine.'? Posto je
uracil jedan od sastavnih djelova RNK molekule, njegovi analozi imaju sposobnost inhibicije
replikacije RNK molekule.

(6]

‘ NH
N/Ko
H

Slika 10. Struktura uracila

Uracil 1 njegovi derivati podlozni su razli¢itim kemijskim reakcijama kao Sto su
oksidacija, alkiliranje te nitriranje. Na slici 11 prikazan je primjer N-alkiliranja 6-azauracila u

dimetilformamidu (DMF) sa natrijevim hidridom (NaH) kao bazom.



Slika 11. N-alkiliranje 6-azauracila

Uracil je vazna komponenta u sintezi brojnih enzima vaznih za funkcioniranje stanica.
Takoder, sluzi i kao koenzim i regulator biokemijskih reakcija u stanicama ljudi, biljaka i

.. - .o . . . . .. , . . . 13
zivotinja, a koristi se 1 za dokazivanje kontaminacije vo¢a mikroorganizmima.

Analozi uracila nasli su vaznu primjenu i u medicinskoj kemiji. Jedan od najpoznatijih
derivata uracila, 5-fluorouracil, koristi se kao kemoterapijski lijek u lijeCenju malignih bolesti.
Nadalje, (E)-5-(2-bromvinil)-2'-deoksiuridin (slika 12), poznatiji kao brivudin (BVDU),

snazan je i selektivan inhibitor replikacije virusa herpesa tipa 1 (HSV-1).*

(@]
Br
HN ‘ AN
" O)\N
(0]

HO

Slika 12. Struktura brivudina
2.3.1. 6-AZAURACILNI DERIVATI I NJIHOVA BIOLOSKA AKTIVNOST

6-azauracil (slika 13) derivat je uracila koji na polozaju 6 umjesto ugljikovog atoma

ima dusikov atom.

NH

PN
N\ 5

N
H

Slika 13. Struktura 6-azauracila



Derivati 6-azauracila pokazali su dobru primjenjljivost u medicinskoj kemiji.
Uvodenjem benzilne skupine u N-1 polozaj 6-azauracila dobiven je 1-benzil-6-azauracil (slika
14) koji ima Ccetiri puta jace antimikrobno djelovanje od 6-azauracila, koje je dodatno
poboljsano uvodenjem malih, elektron-odvlace¢ih supstituenata u meta i/ili para polozaj
benzilne skupine. Jedan od najaktivnijih derivata, 1-(3-cijanobenzil)-6-azauracil (slika 15), 16

puta je aktivniji od 6-azauracila.®

Slika 14. Struktura 1-benzil-6-azauracila

Slika 15. Struktura 1-(3-cijanobenzil)-6-azauracila

Osim u medicinske svrhe, derivati 6-azauracila nasli su primjenu i u drugim
podrucjima. Tako se npr. 5-brom-6-azauracil koristi za usporavanje rasta stanica kvasca. 5-
brom-6-azauracil dobiva se direktnim bromiranjem 6-azauracila u vodenom mediju na sobnoj

temperaturi (slika 16).*°

10



NH Br,/H,0O NH

Slika 16. Sinteza 5-brom-6-azauracila

2.4. REAKCIJA N-ALKILIRANJA PIRIMIDINA

Pirimidini imaju dugu povijest bioloskog djelovanja i primjene u razli¢itim
podru¢jima, od farmaceutske industrije do poljoprivrede.'” N-alkiliranje jedan je od nacina
kojim se postiZe zeljena fizikalna i bioloSka aktivnost pirimidinskog prstena. Primjer toga su
N-alkilirane baze nukleinskih kiselina koje su poznate kao jedan od najucinkovitijih
antivirusnih®® i antitumorskih agensa,”® a uz to pokazuju i protuupalna®® te herbicidna
svojstva.”t Nadalje, N-alkilirani pirimidini sintetizirani koristenjem alkiliraju¢ih agensa kao
sto su diazoalkani,?* alkilhalogenidi®® i alkilsulfati?*, vazni su spojevi za mutagena i

karcinogena ispitivanja koja se provode u zivim sustavima.
NH,
)\ |
HN NaH/prBr )\ N

H,
X
/I'\ )N i 8
DMF
0] N/ /l'\ )
(@) N

Slika 17. Propargiliranje 5-azacitozina

Alkiliranje pirimidina temelji se na supstituciji dobro odlazeée skupine prisutne u
alkiliraju¢em reagensu sa aktiviranom molekulom pirimidina. Najc¢e$¢e se kao alkilirajuci
reagensi koriste alkil halogenidi. Pirimidinski derivati ¢esto su slabi nukleofili koje je
potrebno aktivirati deprotoniranjem koriStenjem deprotonirajucih reagensa kao $to su natrijev
hidrid (NaH) i sI.”> Na slici 17 je prikazan primjer reakcije propargiliranja 5-azacitozina

koriStenjem propargil bromida kao alkiliraju¢eg reagensa.

11



2.5."KLIK" KEMIJA

"Klik" kemija je pojam koji je uveo K. B. Sharpless 2001. godine. Tim je pojmom
opisao reakcije s visokim iskoriStenjem, u kojima nastaju nusprodukti koji se mogu ukloniti
bez kromatografije, koje su stereospecifi¢ne, jednostavne za provodenje i mogu se provoditi U
otapalima koja se lako uklanjaju. U idealnim uvjetima, reakcija bi trebala biti neosjetljiva na
kisik i vodu. Taj koncept razvijen je paralelno sa interesom farmaceutskih tvrtki kojima je bio

potreban jednostavan nacin za sintetiziranje biblioteka spojeva.
Reakcije koje zadovoljavaju kriterije "klik™ reakcije su:

o cikloadicije nezasicenih spojeva,
¢ nukleofilne supstitucije (posebno reakcije u kojima dolazi do otvaranja epoksidnih
prstenova),

e reakcije oksidacije kao $to su epoksidacija i dehidroksiranje

"Klik" reakcije danas imaju Siroku upotrebu. Jedan primjer njihove primjene je
obiljezavanja bioloski aktivnih molekula organskim bojama (slika 18). Koriste¢i jeftin i lako
pripremljiv derivat fluorescina i Cu-kataliziranu Huisgenovu reakciju, razvijena je ucinkovita
metoda obiljezavanja malih bioloSki aktivnih molekula. Prednosti ovakvog nacina
obiljeZzavanja su koriStenje jeftinih kemikalija, jednostavnost provedbe procesa i moguénost

obiljezavanja razliitih bioloski aktivnih molekula.?®

BicloEki aktivna MeO._ HHD: S
molekule L ’l MHA: HO

,; E —NH O =0
i ! Stvaranjevers s o *-_e;r ;,_-“
: v klik" reakcijom o105k sktivna »;E j 4 IIN---\}:D

Q@ y /— maolekula oznadena OM HayM

e uprescinom > OH ©

.-"U{I J‘ AL
— =

! N]: I:'.r"' L ""' '\-\.[ld o
i 3 ”
: =+ [Fluorescin ~ oy

Slika 18 . Prikaz obiljezavanja bioloski aktivnih molekula organskim bojama
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Jo§ jedan primjer primjene "klik" kemije je sinteza nanonosaca. Nimodipin (NIM)
(slika 19) je bioloski aktivan spoj, slabo topiv u vodi, koji utjeCe na protok kalcija u tijelu.
Koristi se za smanjenje krvnog tlaka, suzenja krvnih zila i dr. Zbog smanjene topljivosti u
vodi te potrebom za otapalom, primjena nimodipina moZe imat nuspojave. Primjenom
CUAAC reakcije sintetiziran je polimer tipa AB; (A = polikaprolakton; B = polietilen-glikol).
Polimer je organiziran u micelarnim nakupinama, u koje je ubrizgan NIM. Topljivost NIM-a

u vodi time je poveéana priblizno 200 puta.?’

ZT

H3C

CHj;

HyC o

NO,

Slika 19. Struktura nimodipina

2.5.1 HUISGEN-OVA 1,3-DIPOLARNA CIKLOADICIJA (CuAAC)

Reakciju izmedu terminalnih alkina i azida bez katalizatora izveo je R.Huisgen

Sezdesetih godina proslog stoljeca (slika 20).

N
A R\N/N\N R\N/ \N

R' R'
Slika 20. Huisgen-ova 1,3-dipolarna cikloadicija

Kod ove reakcije potrebne su visoke temperature i dolazi do nastajanja smjese 1,4 i
1,5-regioizomera. Sharpless i Medal su upotrebom Cu” iona kao katalizatora u Huisgen-ovoj
reakciji dobili samo 1,4-regioizomer. Nadalje, ova reakcija moze se provoditi na sobnoj
temperaturi u vodenim uvjetima. Kasnije je razvijena reakcija katalizirana rutenijem ¢iji je
produkt 1,5-regioizomer. Zbog navedenih svojstava, ove reakcije se smatraju sinonimom za

"klik" kemiju.?®
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2.5.1.1. MEHANIZAM CuAAC REAKCIJE

Bakrom katalizirana CUAAC (slika 21) reakcija pocinje stvaranjem kompleksa izmedu
iona bakra Cu® i terminalnog alkina ¢ime dolazi do snizavanja pK, C-H u alkinu, §to
omogucuje deprotoniranje u vodenim otapalima bez dodatne baze. Drugi ion bakra sluzi kao
poveznica izmedu azida i alkina i omogucuje nukleofilni napad ugljikovog atoma alkina na

dusikov atom azida. Kinetika ove reakcije je drugog reda.?®

H'
¢ [CulJ*
H+
Culns —Lulyy
N:_: A @ @
R NEN-H
K
=
R'———Cul_,
N
Cu = R
ﬁ/r Lng‘_// N’-’-EJ R

Slika 21. Mehanizam CuAAC reakcije
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. OPCE NAPOMENE

Tijek reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom. Kao nepokretna faza koristene
su plocice 60F-254 prevucene tankim slojem silikagela Merck, a kao eluens je koriStena
smjesa otapala diklormetan : metanol (CH,Cl, : CH30H) u razli¢itim omjerima. Za detekciju

komponenata koristena je UV svjetlost valne duljine 254 nm.

Produkti su izolirani i proc¢iS¢eni kromatografijom na staklenim kolonama punjenim
silikagelom pod utjecajem gravitacije, a kao eluens koristena je smjesa otapala diklormetan :
metanol (CH,CI, : CH30OH).

Struktura dobivenih spojeva potvrdena je 'H NMR spektroskopijom, a spektri su
snimljeni na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz (Institut "Ruder Boskovi¢"). Kemijski

pomaci (8) u spektrima izrazeni su u ppm (parts per million).

Talista dobivenih spojeva u krutom stanju odredene su na instrumentu Kofler

(Reichert, Wien) i nisu korigirane.
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3.2. PRIPRAVA SPOJEVA
N-1-propargil-5-azacitozin (1)

5-azacitozin (500,0 mg; 4,46 mmol) otopljen je u dimetilformamidu (DMF) (15,0 ml) te je
otopina mije$ana na sobnoj temperaturi. Dodatkom natrijevog hidrida (NaH) (107,0 mg; 4,46
mmol) doslo je do razvijanja vodika pra¢eno pojavom mjehuri¢a. Otopina je mijeSana 1 sat na
sobnoj temperaturi kako bi se razvio sav vodik. U otopinu je dodan propargil-bromid (PrBr)
(4,90 mmol, 0,37 ml) te je reakcijska smjesa mijesana preko no¢i na sobnoj temperaturi. Tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Reakcijska smjesa uparena je pri snizenom
tlaku, a dobiveni produkt je iz reakcijske smjese izoliran proc¢is¢avanjem kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : CH3;OH = 30 : 1; CH,Cl, : CH30H = 10 : 1). Dobiven je bijeli
prah spoja 1 (122,4 mg; 18,27 %; T.t.= 140-143°C).

'H NMR (DMSO-de): & 3,39 (t, 1H, J = 2,5 Hz, H-3), 4,49 (d, 2H, J = 2,5 Hz, H-1°), 7,51 (d,
2H, J = 4,6 Hz, NH,-4), 8,35 (s, 1H, H-6) ppm.

N-1-[(1-benzil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-5-azacitozin (2)

Spoj 1 (122,4 mg; 0,815 mmol) otopljen je u DMF-u (10,0 ml), dodan je bakrov(ll) sulfat
pentahidrat (CuSO4-5H,0) (32,0 mg; 0,13 mmol), tert-butanol (t-BuOH) (5,6 ml), H,O (5,6
ml), Cu(0) (50,0 mg; 0,79 mmol) i benzil-azid (0,978 mmol, 1,96 ml). Reakcijska smjesa je
mijeSana 1 sat u mikrovalnom reaktoru na 80 °C i 300 W. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom. Iz reakcijske smjese izdvojen je Cu(0), a ostatak je uparen pri
snizenom tlaku. Nastali produkt iz reakcijske smjese izoliran je kolonskom kromatografijom
(CH,Cl;,: CH30H =20 : 1; CH,Cl,: CH30H = 1: 1). Dobiven je bijeli prah spoja 2 (36,0 mg;
15,58 %; T.t.= 268-270°C).

'H NMR (DMSO-dg): & 4,90 (s, 2H, H-1°), 5,54 (s, 2H, CH,-Bz), 7,28-7,35 (m, 5H, CgHs),
7,39 (s, 2H, NH-4), 8,08 (s, 1H, H-3"), 8,41 (s, 1H, H-6) ppm.

N-1-[(1-p-fluorfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-5-azacitozin (3)

Spoj 1 (100,6 mg; 0,67 mmol) otopljen je u DMF-u (10,0 ml), dodan je CuSO4-5H,0 (26,2
mg; 0,11 mmol), t-BuOH (4,6 ml), H,O (4,6 ml), Cu(0) (42,2 mg; 0,664 mmol) i 1-azid-4-
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fluorbenzen (0,804 mmol, 1,61 ml). Reakcijska smjesa mijeSana je 1 sat u mikrovalnom
reaktoru na 80°C i 300 W. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Iz
reakcijske smjese izdvojen je Cu(0), a ostatak je uparen pri snizenom tlaku. Nastali produkt iz
reakcijske smjese izoliran je kolonskom kromatografijom (CH,Cl,: CH3OH =20 : 1; CH,Cl;:
CH3OH =10 : 1). Dobiven je bijeli prah spoja 3 (25,4 mg; 13,19 %; T.t.= 280-282°C).

'H NMR (DMSO-ds): 5 5,03 (s, 2H, H-1°), 7,41-7,47 (m, 4H, CeHs, NH»-4), 7,91-7,96 (m,
2H, CeHs), 8,49 (s, 1H, H-6), 8,74 (s, 1H, H-3") ppm.

N-1-[(1-p-jodfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-5-azacitozin (4)

Spoj 1 (100,6 mg; 0,670 mmol) otopljen je u DMF-u (10,0 ml), dodan je CuSO,4-5H,0 (26,2
mg; 0,11 mmol), t-BuOH (4,6 ml), H,O (4,6 ml), Cu(0) (42,2 mg; 0,664 mmol) i 1-azid-4-
jodbenzen (0,804 mmol, 1,61 ml). Reakcijska smjesa je mijeSana 1 sat u mikrovalnom
reaktoru na 80°C i 300 W. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Iz
reakcijske smjese izdvojen je Cu(0), a ostatak je uparen pri snizenom tlaku. Nastali produkt iz
reakcijske smjese izoliran je kolonskom kromatografijom (CH,Cl,: CH3OH =20 : 1; CH,Cl;:
CH3OH =10 : 1). Dobiven je zu¢kasti prah spoja 4 (19,0 mg; 7,18 %; T.t.= 270-272°C).

'H NMR (DMSO-dg): & 4,99 (s, 2H, H-1°), 7,42 (s, 2H, NH,-4), 7,68 (d, 2H, CeHs), 7,90 (d,
2H, CeHs), 8,45 (s, 1H, H-6), 8,75 (s, 1H, H-3") ppm.

N-1-propargil-6-azauracil (5)

6-azauracil (1,0 g; 8,84 mmol) otopljen je u DMF-u (23,0 ml) te je otopina mijeSana na sobnoj
temperaturi. Dodatkom NaH (254,7 mg; 10,6 mmol) doSlo je do razvijanja vodika praceno
pojavom mjehuri¢a. Otopina je mijeSana 1 sat na sobnoj temperaturi kako bi se razvio sav
vodik. U otopinu je dodan propargil-bromid (PrBr) (9,72 mmol, 0,94 ml) te se reakcijska
smjesa mijesala preko noc¢i na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom
kromatografijom. Reakcijska smjesa uparena je pri snizenom tlaku, a dobiveni produkt je iz
reakcijske smjese izoliran kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH =50 : 1). Dobiven

je zuckasti prah spoja 5 (466,0 mg; 34,9 %; T.t.= 107-109°C).
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'H NMR (DMSO-dg): 5 3,20 (t, 1H, J = 2,5 Hz, H-3"), 4,47 (d, 2H, J = 2,5 Hz, H-1), 7,56 (S,
1H, H-5), 12,71 (1H, bs, NH-3) ppm.

N,N-1,3-dipropargil-6-azauracil (6)

6-azauracil (1,0 g; 8,84 mmol) otopljen je u DMF-u (23,0 ml) te je otopina mijeSana na sobnoj
temperaturi. Dodatkom NaH (254,7 mg; 10,6 mmol) doslo je do razvijanja vodika praéeno
pojavom mjehuri¢a. Otopina je mijeSana 1 sat na sobnoj temperaturi kako bi se razvio sav
vodik. U otopinu je dodan propargil-bromid (9,72 mmol, 0,94 ml) te se reakcijska smjesa
mijeSala preko no¢i na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom
kromatografijom. Reakcijska smjesa uparena je pri snizenom tlaku, a dobiveni produkt je iz
reakcijske smjese izoliran kolonskom kromatografijom (CH.Cl, : CH3OH =50 : 1). Dobiven
je bijeli prah spoja 6 (100,0 mg; 5,98 %; T.t.=130-132°C).

'H NMR (DMSO-dg): § 3,23 (t, 1H, J = 2,5 Hz, H-3"), 3,41 (t, 1H, J = 2,5 Hz, H-3"), 4,51 (d,
2H,J = 2,5 Hz, H-1), 4,72 (d, 2H, J = 2,5 Hz, H-1"), 7,70 (s, 1H, H-5) ppm.

N-1-[(1-p-klorfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-6-azauracil (7)

Spoj 5 (183,0 mg; 2,42 mmol) otopljen je u dimetilformamidu (DMF) (5 ml) i reakcijskoj
smjesi je dodan CuSO,4-5H,0 (47,6 mg; 0,19 mmol), t-BuOH (8,4 ml), H,O (8,4 ml), Cu(0)
(76,2 mg; 0,66 mmol) i 1-azid-4-klorbenzen (2,90 mmol, 2,91 ml). Reakcijska smjesa je
mijeSana 1 sat u mikrovalnom reaktoru na 80 °C i 300 W. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom. Iz reakcijske smjese izdvojen je Cu(0), a ostatak je uparen pri
snizenom tlaku. Nastali produkt iz reakcijske smjese izoliran je kolonskom kromatografijom
(CH,Cl; : CH30H =30 : 1; CH,Cl, : CH3OH = 10 : 1). Dobiven je bijeli prah spoja 7 (26,5
mg; 3,2 %; T.t.= 269-271°C).

'H NMR (DMSO-dg): § 5,05 (s, 2H, H-1°), 7,57 (s, 1H, H-5), 7,65 (m, 2H, CeHs), 7,90 (m,
2H, C¢Hs), 8,73 (s, 1H, H-3"), 12,67 (1H, bs, NH-3) ppm.
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N,N-1,3-di-[(1-p-klorfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-6-azauracil (8)

Spoj 6 (124,6 mg; 0,659 mmol) otopljen je u DMF-u (10 ml), te je reakcijskoj smjesi dodan
CuS04-5H,0 (25,9 mg; 0,11 mmol), t-BuOH (4,5 ml), H,O (4,5 ml), Cu(0) (41,5 mg; 0,65
mmol) i 1-azid-4-klorbenzen (1,58 ml). Reakcijska smjesa je mijeSana 1 sat u mikrovalnom
reaktoru na 80°C 1 300 W. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Iz
reakcijske smjese izdvojen je Cu(0), a ostatak je uparen pri snizenom tlaku. Nastali produkt iz
reakcijske smjese izoliran je kolonskom kromatografijom (CH,Cl,: CH3;OH= 70 : 1; CH,Cl,:
CH3OH=30: 1). Dobiven je bijeli prah spoja 8 (9,5 mg; 2,9 %; T.t.= 168—170°C).

'H NMR (DMSO-dg): & 5,14 (s, 2H, H-1°), 5,27 (s, 2H, H-1""), 7,62-7,70 (m, 4H, CgHs,
CeHs™), 7,73 (s, 1H, H-5), 7,87-7,92 (m, 4H, C¢Hs, C¢Hs™’), 7,90 (m, 2H, CgHs), 8,72 (s, 1H,
H-3"), 8,80 (s, 1H, H-3") ppm.

N-1-(2-jod-prop-2-en)-6-azauracil (9)

Spoj 5 (100 mg; 0,66 mmol) otopljen je u acetonitrilu (CH3CN) (5,0 ml) te je u reakcijsku
smjesu dodan jod (I,) (63,0 mg; 0,50 mmol) i cerij(IVV) amonijev nitrat (CAN) (274,0 mg;
0,50 mmol). Reakcijska smjesa zagrijana je na temperaturu refluksa 2 sata i mijeSana preko
no¢i na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Organski
i vodeni slojevi odvojeni su u lijevku za odjeljivanje. Organski sloj uparen je do suha, a
dobiveni produkt izoliran kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 200 : 1; CH.Cl:
CH3OH =100 : 1; CH.Cl,: CH30H =30 : 1; CH.Cl,: CH30H =5 : 1). Dobiven je zuti prah
spoja 9 (3,7 mg; 2,0 %; T.t.=100-103 °C).

'H NMR (DMSO-de): 6 4,24 (s, 2H, H-3"), 4,90 (s, 2H, H-1°), 7,59 (s, 1H, H-5), 12,75 (s, 1H,
NH-3) ppm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. PREGLED SINTETIZIRANIH SPOJEVA

5-azacitozinski derivati (1-4):
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6-azauracilni derivati (5-9):
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4.2. SINTEZE SPOJEVA

Cilj ovog rada bio je sintetizirati nove N-alkilirane derivate 5-azacitozina i 6-
azauracila. N-alkiliranje 5-azacitozina i 6-azauracila provedeno je uz prisustvo jake baze
(NaH) koja deprotonira pirimidinski prsten ¢ime je omogucena nukleofilna supstitucija s

propargil-bromidom.

n

i

Shema 1. Sinteza 5-azacitozinskih derivata (1-4)
Reakcijski uvjeti: (i) NaH/ PrBr/ s.t./ preko no¢i,

(ii) N3-R/ Cu(0)/ CuSO4-5H,0/ t-BuOH/ H,0/ DMF/ MW/ 45 min.

Tako je reakcijom alkiliranja 5-azacitozina uz NaH pripravljen N-1-propargilirani
derivat 1 (shema 1). 5-azacitozinski derivati s 1,2,3-triazolnim supstituentima (2-4)
sintetizirani su  reakcijom Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije  potpomognute
mikrovalovima N-1-propargiliranog derivata 5-azacitozina (1) i odgovarajucih azida uz
CuSOy4-5H,0, tert-butanol (t-BuOH), vodu te dimetilformamid (DMF) i bakar Cu(0) (shema
1).
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Reakcijom alkiliranja 6-azauracila s propargil-bromidom uz NaH kao bazu

pripravljeni su N-1-propargilirani, (5) i N,N-1,3-dipropargilirani derivati (6) (shema 2).

o
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Shema 2. Sinteza 6-azauracilnih derivata (5-8)

Cl 8
o
\\N
Cl
7

Reakcijski uvjeti: (i) NaH/ PrBr/ DMF/ s.t/ preko no¢i,
(if) N3-R/ Cu(0)/ CuSOq4-5 H,0/ t-BuOH/ H,O/ DMF/ MW/ 45 min,
(iii) CH3CN/ CAN/ 1/ refluks/ 2h/ s.t/ preko noéi.

"Klik™ reakcijom potpomognute mikrovalovima N-1-propargil-6-azauracila i p-
klorfenil azida uz CuSO,4-5H,0, tert-butanol (t-BuOH), vodu te dimetilformamid (DMF) i
bakar Cu(0) sintetiziran je 1,4-disupstituirani konjugat 1,2,3-triazola i 6-azauracila (7). N,N-
1,3-disupstituirani derivat 6-azauracila (8) pripravljen je Huisgenovom 1,3-dipolarnom
cikloadicijom N,N-1,3-dipropargiliranog derivata 6 uz CuSO4-5H,0, tert-butanol (t-BuOH),
vodu te dimetilformamid (DMF) i bakar Cu(0) (shema 2).
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Spoj 9 sintetiziran je reakcijom jodiranja s jodom, cerijevim(IVV)amonijevim nitratom
(CAN) u acetonitrilu (CH3CN). U reakciji jodiranja nije dobiven ocekivani 5-jod-N-1-
propargil-6-azauracil, ve¢ je izoliran N-1-(2-jod-prop-2-en)-6-azauracil (shema 3).

Shema 3. Reakcija jodiranja spoja 5

Reakcijski uvjeti: CH3CN/ CAN/ 1/ refluks/ 2h/ s.t./ preko noéi.
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4.3. ANALIZA 'H NMR SPEKTARA
4.3.1. Analiza 'H NMR spektara 5-azacitozinskih derivata

Strukture novosintetiziranih 5-azacitozinskih derivata (1-4) potvrdene su 'H NMR

spektroskopijom (slika 1).

-4

Slika 1. Prikaz struktura 5-azacitozinskih derivata 1-4

U 'H NMR spektru (slika 2) N-1-propargil-5-azacitozina (1) prisutni su signali 5-

azacitozinskog prstena: dublet na 7,51 ppm intenziteta 2H za protone amino skupine i singlet

na 8,85 ppm intenziteta 1H za proton H6; signali propargilnog supstituenta na polozaju N-1:
triplet na 3,39 ppm intenziteta 1H za proton H-3' i dublet na 4,49 ppm intenziteta 2H za

protone H-1'.
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Slika 2. *H NMR spektar spoja 1
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U *H NMR spektrima spojeva 2-4 (slike 3-5) uvodenje 1,2,3-triazolnog prstena
u polozaj N-1 5-azacitozina potvrdeno je na temelju signala za proton triazolnog prstena H-3'
na ~ 8 ppm intenziteta 1H uz istovremeni izostanak tripleta za H-3' polaznog spoja 1 na ~ 3,5
ppm, ¢ime je dokazano nastajanje triazolnog prstena 1,3-dipolarnom cikloadicijom. Signali za
metilenske protone H-1' u *H NMR spektrima spojeva 2-4 pomaknuti su u niza polja u

usporedbi sa signalima za protone H-1' pocetnog spoja 1.

U 'H NMR spektru spoja 2 prisutni su signali: singlet na 4,90 ppm intenziteta
2H za metilenske protone H-1', singlet na 5,54 ppm intenziteta 2H za metilenske protone
benzilne skupine, multiplet intenziteta 5H na 7,28-7,35 ppm za fenilne protone benzilne
skupine, singlet na 7,39 ppm intenziteta 2H za protone amino skupine, singlet intenziteta 1H
na 8,08 ppm za proton triazolnog prstena H-3' i signal na 8,41 ppm intenziteta 1H za proton
H-6 5-azacitozinskog prstena. U usporedbi sa *H NMR spektrom polaznog spoja 1, moze se

uotiti da su signali za protone H-1'i H-6 u *H NMR spektru spoja 2 pomaknuti u niza polja.
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Slika 3. *H NMR spektar spoja 2
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Na slikama 4 i 5 su prikazani *H NMR spektri spojeva 3 i 4, koji sadrze sve signale za
protone 5-azacitozinskog prstena i supstituiranog 1,2,3-triazolnog prstena na polozaju N-1: H-

1', H-3', H-6, NH»-4 i fenilne protone.

U *H NMR spektru spoja 3 prisutni su singlet na 5,03 ppm intenziteta 2H za
metilenske protone H-1', triplet na 7,44 ppm intenziteta 2H za H-5' fenilne protone i dublet
dubleta na 7,94 ppm intenziteta 2H za fenilne protone H-4', te singleti na 8,94 i 8,74 ppm

intenziteta 1H za H-3' i H-6'

'H NMR spektar spoja 4 u usporedbi sa spektrom spoja 3 razlikuje se za signal

na 7,42 ppm koji je singlet i dublet dubleta za H-4' fenilne protone s vecom konstantom

sprege.
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Slika 4. *H NMR spektar spoja 3
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4.3.2. Analiza 'H NMR spektara 6-azauracilnih derivata

Strukture novosintetiziranih 6-azauracilnih derivata (5-9) potvrdene su ‘H NMR

spektroskopijom.

(@)

(6]
(ep]

Slika 6. Prikaz struktura 5-azauracilnih derivata5i 6

U *H NMR spektrima spojeva 5 i 6 (slike 7 i 8) tako se mogu vidjeti kemijski pomaci
protona H-3' kod oba spektra na ~3,20 ppm-a kao dubleti, kemijski pomaci H-1' protona na
~4,50 ppm-a kao dubleti i kemijski pomak protona H-5 na 7,56, odnosno 7,70 ppm-a kao
singleti. Osim navedenih pomaka, u *H NMR spektru spoja 5 vidljiv je i kemijski pomak NH-
3 protona na 12,71 ppm-a, dok su u *H NMR spektru spoja 6 vidljivi i kemijski pomaci H-1" i

H-3" protona $to potvrduje strukturu spojeva.

U *H NMR spektru spoja 5 (slika 7) prisutni su signali 6-azauracilnog prstena i N-1
propargilnog supstituenta: Siroki singlet na 12,71 ppm intenziteta 1H za NH 1 singlet na 7,56
ppm za H-5, triplet intenziteta 1H na 3,20 ppm za H-3" i dublet intenziteta 2H na 4,47 ppm za
metilenske protone H-1'. U *H NMR spektru spoja 6 (slika 8) u usporedbi sa spektrom spoja 5
prisutni su dodatni signali za propargilnog supstituenta na polozaju N-3 (triplet na 3,41 ppm
za H-3" i dublet na 4,73 ppm za H-1") uz istovremeni izostanak signala za proton NH-3 6-

azauracilnog prstena
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Slika 9. Prikaz struktura 6-azauracilnih derivata 7 i 8

U *H NMR spektrima 6-azauracilnih derivata 7 i 8 (slike 10 i 11) prisutni su signali za
proton triazolnog prstena u aromatskom podrucju (~ 8,7 ppm) uz istovremeni izostanak

signala za metilenski proton H-3' (triplet na ~ 3,3 ppm).

'H NMR spektar N-1 triazolilnog derivata 6-azauracila 7 (slika 10) pokazuje signale za
protone 6-azauracilnog prstena (singlet intenziteta 1H na 12,67 ppm za NH i singlet
intenziteta 1H na 12,67 ppm za NH i singlet intenziteta 1H na 7,57 ppm za H-5) i 4-
supstituirani triazolni prsten (singlet na 8,73 ppm za H-3', dva dubleta na 7,90 i 7,65 ppm za

fenilne protone) te singlet na 5,05 ppm intenziteta 2H za metilenske protone H-1'".

'H NMR spektar spoja 8 (slika 11) pored signala navedenih za spoj 7 sadrzi dodatne
signale za supstituirani triazolni prsten na polozaju N-3, ¢ime je potvrdeno nastajanje N,N-1,3-

ditriazolilnog derivata "klik" reakcijom.
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'H NMR spektar spoja 9 sadrzi signale svih protona kao i spektar spoja 5. Jedina
razlika je u intenzitetu signala H-3' protona koji je kod spoja 9 2H, iz ¢ega se moze zakljuciti
da je do adicije joda doslo na ugljikovom atomu C-2".
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5. ZAKLJUCAK
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Reakcijom N-alkiliranja 5-azacitozina i 6-azauracila sintetizirani su N-3 propargilirani
derivat 5-azacitozina (1) te N-1 propargilirani (5) i N,N-1,3 dipropargilirani derivat 6-
azauracila (6).

Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom potpomognutom mikrovalnim
zra¢enjem N-3-propargil-5-azacitozina (1) i odgovarajucih azida dobiveni su N-3-[(1-
benzil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-5-azacitozin (2), N-3-[(1-p-fluorfenil-1,2,3-triazol-4-
il)metil]-5-azacitozin (3) te N-3-[(1-p-jodfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-5-azacitozin
4).

N-1-[(1-p-klorfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-6-azauracil  (7) pripravljen je "klik"

reakcijom potpomognutom mikrovalovima N-1-propargil-6-azauracila (5) i p-klorfenil

azida.
N,N-1,3-di-[(1-p-Kklorfenil-1,2,3-triazol-4-il)metil]-6-azauracil (8) je sintetiziran
mikrovalovima potpomognutom "klik" reakcijom N,N-1,3-dipropargil-6-azauracila (6)

i p-klorfenil azida.

Reakcijom jodiranja N-1 propargiliranog derivata 6-azauracila (5) sintetiziran je N-1-
(2-jod-prop-2-en)-6-azauracil (9).

Strukture sintetiziranih spojeva potvrdene su *H NMR spektroskopijom.
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