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SAZETAK

U ovom radu opisana je sinteza i bioloska aktivnost novih hibrida purina i purinskih izostera
s 1,4-disupstituiranim 1,2, 3-triazolom. Priredeni su purini i pseudopurini sa supstituentima u
polozajima 6 1 9 heterociklicke jezgre i derivati purinskog izostera benzimidazola supstituiranog u
polozajima 2 i 5(6). 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli su dobiveni Huisgenovom 1,3-dipolarnom
cikloadicijom Kkataliziranom bakrom. Kako bi se optimirali reakcijski uvjeti, click reakcija
provedena je klasi¢nom sintezom kao i primjenom ekoloski prihvatljivih reakcija potpomognutih
mikrovalovima i ultrazvukom.

Svim priredenim spojevima ispitano je antitumorsko djelovanje in Vitro na niz stani¢nih
linija humanih karcinoma, kao i na zdrave stanice. Spojevi 21, 46, 56, 58, 70, 127b i 132c s
najsnaznijim i selektivnim antitumorskim djelovanjem odabrani su kao kandidati za daljnja bioloska
ispitivanja kako bi se utvrdio mehanizam njihovog djelovanja. 5(6)-amidino-supstituirani derivati
benzimidazola (125a-133a, 125b-134b, 125c¢-134c i 141-143) pokazali su najizrazenije
antitumorsko djelovanje na odabrane tumorske stanicne linijje u nanomolarnom podrucju
inhibitornih koncentracija. 7-deazapurinski hibridi 21, 56, 58 i 70 pokazali su znac¢ajno smanjenje
ekspresije CDKO/ciklin T1 u tumorskim stanicama, dok su benzimidazolni derivati 46, 127b i 132c
snazno i selektivno inhibirali karcinom plu¢a ne-malih stanica (A549) uz smanjenu ekspresiju
enzima p38 MAPK. Daljnja in silico analiza mogucih interakcija s bioloskom metom p38 MAPK
potvrdila je mogucnost stvaranja znacajnih interakcija s neaktivnom konformacijom tog enzima, a
predvidena aktivnost imala je vrijednost nizu od 100 nM. Prema rezultatima molekulskog uklapanja
priredeni su novi 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi benzimidazola (153-155, 161-163, 165,
171a-175a, 171b-175b i 171c-175c) s ciljem dobivanja spojeva s boljim farmakokinetickim
svojstvima 1 inhibicijskom aktivno$¢éu enzima p38 MAPK.

Amidino-supstituiranim hibridima benzimidazola (125a-133a, 125b-133b i 125¢c-133c)
ispitane su interakcije s dvolan¢anim polinukleotidima ctDNA i dsSRNA (pApU i pCpG) primjenom
UV/NVis i CD-spektroskopije, te odredivanjem temperature meksSanja. Spojevima koji su pokazali
mogucnost stvaranja nekovalentnih interakcija s odabranim polinukleotidima ispitano je
antibakterijsko i antiprotozoalno djelovanje. Spojevi 125a i 133b pokazali su snazno antibakterijsko
djelovanje protiv rezistentnih klinickih sojeva E.coli (ESBL) i MRSA, dok je p-metoksifenil-1,2,3-
triazolni supstituent (130a-130c) znacajno poboljsao inhibitorno djelovanje protiv parazita T.

brucei.

Kljuéne rijeci: purini, pseudopurini, amidini, benzimidazoli, 1,2,3-triazoli, antitumorsko djelovanje,
p38 MAPK, CDKO9, ctDNA, dsRNA, rezistentne bakterije, Trypanosoma brucei






SUMMARY

This thesis describes the synthesis and biological activity of novel hybrids of purine and
purine isosters containing 1,4-disubstituted 1,2,3-triazoles. Purines and pseudopurines substituted
at positions 6 and 9 of the heterocyclic core, as well as purine isosters benzimidazoles substituted
at positions 2 and 5(6) were prepared. 1,4-Disubstituted 1,2,3-triazoles were obtained by copper-
catalyzed Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition. In order to optimize the reaction conditions, click
reactions were conducted using classical synthetic approaches as well as eco-friendly microwave
and ultrasound assisted reactions.

All prepared compounds were tested for their in vitro antitumor activities on several
human cancer cells and normal fibroblasts. Compounds 21, 46, 56, 58, 70, 127b and 131c with
the most potent and selective antitumor activities were selected as candidates for further biological
studies to determine the mechanism of their action. 5(6)-Amidino substituted benzimidazole
derivatives (125a-133a, 125b-134b, 125¢-134c and 141-143) showed the most pronounced
antitumor activities in nanomolar range towards all selected cancer cell lines. 7-Deazapurine
hybrids 21, 56, 58 and 70 showed a significant reduction of CDK9/cyclin T1 expression, while
benzimidazole derivatives 46, 127b and 131c strongly and selectively inhibited non-small cell
lung cancer (A549) reducing p38 MAPK expression. Further in silico analysis of possible
interactions confirmed the ability of significant interactions with inactive kofnormation of p38
MAPK with predicted activity below 100 nM. According to molecular docking results, new 5(6)-
(2-imidazolinyl)-substituted benzimidazole hybrids (153-155, 161-163, 165, 171a-175a, 171b—
175b and 171c-175c) were prepared to obtain compounds with improved pharmacokinetic
properties and p38 MAPK inhibitor activities.

The interactions with double-stranded polynucleotides ctDNA and dsRNA (pApU and
pCpG) of chosen amidino substituted benzimidazole hybrids (125a-133a, 125b-133b and 125¢—
133c) were studied by using UV/Vis and CD spectroscopy and thermal denaturation experiments.
Compounds that demonstrated the ability to generate non-covalent interactions with selected
polynucleotides were tested for their antibacterial and antiprotozoal activity. Compounds 125a
and 133b showed strong antibacterial activity against resistant clinical strains E. coli (ESBL) and
MRSA, while the p-methoxyphenyl-1,2,3-triazole substituent (130a—130c) significantly improved
the activity against T. brucei.

Key words: purines, pseudopurines, amidines, benzimidazoles, 1,2,3-triazoles, antitumor activity,
p38 MAPK, CDK9, ctDNA, dsRNA, resistant bacteria, Trypanosoma brucei
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1. UvVOD

Rak (karcinom) je bolest karakterizirana gubitkom normalnih stani¢nih funkcija, Sto
rezultira u nekontroliranoj stani¢noj proliferaciji i rastu [1]. Vode¢i je uzro¢nik smrti u svijetu
s 8,8 milijuna smrtnih slucajeva godi$nje [2]. Predvida se da ¢e se do 2030. godine broj
oboljelih od raka povecati s 14 milijuna na 21 milijun, od kojih ¢e ¢e 13 milijuna smrtnih
slucajeva biti uzrokovanih karcinomom [3]. Poznato je vise od dvjesto oblika karcinoma, od
kojih su najsmrtonosniji karcinom pluéa, jetre, debelog crijeva, Zeluca i dojke. LijeCenje se
moze sastojati od lokaliziranih tretmana, poput kirurskih zahvata i radioterapije, ili sustavnog
lijeCenja upotrebom kemoterapijskih lijekova. Kako bi se sprijecilo napredovanje tumora
lijekovi mogu inhibirati stani¢ni rast i diobu (citostatski lijekovi) ili uzrokovati smrt
tumorskih stanica (citotoksi¢ni lijekovi) [4]. Kemoterapijska sredstva mogu se podijeliti u
dvije kategorije: citotoksi¢ni lijekovi 1 lijekovi s ciljanom terapijom. Konvencionalni
citotoksi¢ni lijekovi ne djeluju specifi¢no na neki enzim ili makromolekulu, ve¢ se sustavno
distribuiraju i nakupljaju u stanicama visoke proliferativne aktivnosti §to uzrokuje toksi¢nost i
stanicnu smrt. Nedostatak uporabe takvih kemoterapeutika je u njihovoj neselektivnoj
citotoksic¢nosti i izazivanju nezeljenih u¢inaka na druge stanice koje se brzo dijele poput
stanica epitela crijeva, kostane srzi i folikuluma kose, pa Cesto zahtjeva koriStenje vec¢ih doza
kako bi doslo do stani¢ne smrti [1, 4]. Posljednjih 20 godina istrazivanja u razvoju novih
antitumorskih lijekova su znatno je napredovala. Detaljno razumijevanje molekularnih i
genetskih procesa odgovornih za onkogenezu, omogucilo je razvijanje novih ciljanih terapija,

kako bi se poboljsala selektivnost i akumulacija bioloski aktivnih tvari u stanicama [5, 6].

Proteinske kinaze, s preko 500 vrsta, imaju iznimno vaznu ulogu u kontroli stani¢ne
fiziologije kroz mnoge procese, ukljuuju¢i regulaciju stani¢nog ciklusa, diferencijaciju i
programiranu stani¢nu smrt [7, 8]. Ovi se procesi kontroliraju pomocu prijenosa y-fosfatne
skupine iz molekule adenozin-trifosfata (ATP) na hidroksilne skupine serinskih, treoninskih
ili tirozinskih proteinskih ostataka. Kontrola unutarstanicne fosforilacije kljucna je za
normalno funkcioniranje stanice, te je poremecaj ovog procesa povezan s nizom bolesti
ukljuc¢ujuéi karcinom, dijabetes i kroni¢ne upale. Budu¢i da je molekula DNA nositelj
genetske informacije, kao i srediSte tumorigeneze i patogeneze, vazna je meta u razvoju novih
lijekova [6, 7]. Replikacija i transkripcija DNA te sinteza proteina glavni su stupnjevi u rastu i

diobi stanica.

Ciljana terapija pokazala je brojne uspjehe u razvijanju novih lijekova, no pojava

rezistentnosti i slabe korelacije izmedu in vitro i in vivo uc¢inkovitosti dovela je do istrazivanja



1. UvOD

terapije koja djeluje na vise meta [9-12]. Strategija ciljane terapije pokazala se korisnom za
pristup pojedina¢nim poremecajima gena, dok bolesti koje ovise o viSe Cimbenika poput
neurodegenerativnih bolesti, kroni¢nih upala 1 raka, zahtijevaju suzbijanje bolesti na vise
meta. Razvijene su razliCite strategije za ucinkovito 1 sigurno lijeCenje takvih bolesti,
ukljucujuéi kombinirane terapije. Medutim, glavni nedostatci takvih terapija ukljucuju slabu
prihvatljivost lijeka od strane pacijenata i moguce interakcije lijekova §to dovodi do ozbiljnih

nuspojava [12].

Racionalni dizajn novih bioloski aktivnih spojeva koji se temelji na povezivanju dvaju
ili viSe bioloski aktivnih heterociklickih sustava u novu strukturu (kemijski entitet) s
poboljsanim djelovanjem u odnosu na pocetne molekule naziva se molekularna hibridizacija
[13-16]. Hibridi se dizajniraju radi smanjivanja nepozeljnih nusdjelovanja povezanih s jednim
od fragmenata, poboljSanja ucinka na odredenu biolosku metu ili stvaranja interakcija s vise
meta u jednoj molekuli. Oni se mogu koristiti u kombiniranoj terapiji, djelovati specifi¢nije i
snaznije od klasi¢nih lijekova, smanjiti rezistentnost i rizik od medusobne interakcije
pojedinih lijekova. Glavne prednosti hibridnih lijekova protiv karcinoma ukljucuju povecanu
specifi¢nost, bolju prihvatljivost pacijenata i smanjenje nuspojava, zajedno sa smanjenjem

kemo-rezistentnosti.

Dva glavna nacina na koji se se ovakve molekule mogu pripraviti ukljucuju
povezivanje farmakofora koriste¢i premosnicu (eng. linker) ili povezivanje lijekova u novu
hibridnu molekulu (slika 1) [14].

G:3@

Molekularna hibridizacija

Hibridizacija lijek-lijek Hibridizacija farmakofora
llzravno lLinker Izravno l Linker l
Rigidan Rigidan
O —oo0— E I 7
Fleksibilan Fleksibilan

=32

Hibrid

Slika 1. Dizajn novih spojeva primjenom koncepta molekularne hibridizacije.
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Visekomponentnim i click reakcijama ucinkovito se sintetiziraju hibridi povezani
1,2,3-triazolnim prstenom [16]. Click kemija omoguc¢ava pripravu razlic¢ito supstituiranih
bioloski aktivnih 1,2,3-triazola koji imaju aktivnosti u nanomolarnom podruc¢ju [17, 18].
Budu¢nost ovakvog dizajna mogla bi dovesti do razvoja novih lijekova sa snaznijom
aktivno$c¢u, boljom selektivnos$éu i nizom toksi¢noscu u odnosu na tradicionalnu kombiniranu
terapiju. Hibridizacija je djelotvoran pristup u razvijanju novih bioloski aktivnih spojeva koji
pronalazi sve vecu primjenu u razvijanju antitumorskih, antimalarijskih, antituberkulostatskih,
antifungalnih, antiinflamantornih i anti-HIV agenasa [16]. Novonastali hibridi zbog novih
svojstava tako postaju spojevi nalik lijekovima (eng. drug-like), te je sinteza hibridnih

molekula u konstantnom porastu u posljednja dva desetljeca.

Nadalje, pojam povlastene strukture (eng. privileged scaffolds) [19-21], poput purina i
benzimidazola, uveden je u posljednjih 15 godina i odnosi se na strukture koje su dio
molekula i posjeduju aktivnost protiv velikog broja razli¢itih bioloS§kih meta modificiranjem
funkcionalnih skupina. Takve strukture obi¢no pokazuju svojstva sli¢na lijekovima i mogu se
promatrati kao molekularni filtri koji se odabiru kao pozeljni kemijski entiteti u pripravi

knjiznica spojeva s potencijalnim bioloskim djelovanjem.

U dizajnu novih bioloski aktivnih spojeva, Cesto se koriste smjernice poput
Lipinskovog ,,pravila 5“ (eng. Lipinski rule of 5, Ro5), koje se povezuju s 90 % spojeva s
oralnom primjenom [22]. Ova smjernica izvorno je definirana s Cetiri jednostavna fizikalno-
kemijska parametra (M, < 500, log P < 5, donori H-veze < 5, akceptori H-veze < 10), koji su
povezani s prihvatljivom topivoS¢u u vodi 1 permeabilnosti, te obuhvacaju preduvjete za
oralnu bioraspoloZivost. Medutim, zadovoljavanje tih pravila nije ujedno jamstvo da ce
spojevi imati svojstva sli¢na lijeku. Uz navedena pravila uvedene su i druge smjernice, poput
broja veza koje se mogu rotirati i treba biti manji od 10, vrijednosti logD (0 < logD < 3) i
Kiselo-bazna svojstva koja imaju znacajan ucinak na farmakokineticka i ADMET svojstva
(apsorpcija, distribucija, metabolizam, izlucivanje i toksi¢nost) pa se koriste u racionalnom
dizajnu bioloski aktivnih spojeva [23]. Iako su pravila Ro5 pronasla primjenu u razvijanju
novih lijekova, treba naglasiti kako je samo polovica odobrenih lijekova u skladu s njima [24,
25]. Primjerice, na mete s velikim, planarnim veznim mjestom ili veznim mjestom u obliku

utora mogu se uspjesno vezati molekule koje ne zadovoljavaju svojstva R05.

Nadalje, uvodenje halogenih atoma u spojeve uglavnom se koristi u optimiranju

ADMET svojstava s ciljem povecavanja lipofilnosti spojeva. Procjenjuje se da jedna cetvrtina



1. UvOD

ukupnog broja patenata i radova u podru¢ju medicinske kemije u sintezi kona¢nih spojeva
uklju¢uje uvodenje halogenih atoma [26]. Halogeni atomi ulaze u male hidrofobne supljine
prisutne u mnogim proteinskim metama, mogu produljiti vrijeme bioloskog poluraspada
aktivne molekule, a sve se veci interes pridaje i halogenim interakcijama molekule s ligandom
[27].
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2.1. Mete u antitumorskoj terapiji

Rak je skupina bolesti koji ima razli¢ite uzro¢nike, te zahtijeva i razliite oblike
lijecenja. Maligni tumori posjeduju sljedeca svojstva [28]: stanicni rast i dioba u odsutnosti
odgovarajuc¢ih signala, kontinuirani rast izbjegavanjem supresora rasta, Stvaranje
metastaza, omogucavanje replikacijske besmrtnost, izazivaje angiogeneze i izbjegavanje
programirane stani¢ne. Mete u protutumorskoj terapiji ukljucuju inhibitore angiogeneze,
DNA interkalatore i molekule koje se vezu u mali utor (eng. groove binder), inhibitore
DNA sinteze, transkripcijske regulatore, inhibitore enzima poput proteinskih kinaza,

epigenetske faktore, inhibitore mikrotubulinai sl. [1, 5, 29].

2.1.1. Proteinske kinaze

Proteinske kinaze su enzimi koji kataliziraju prijenos terminalne y-fosfatne skupine
ATP-a, ili rjede gvanozin-trifosfata (GTP), na specificni aminokiselinski ostatak
proteinskog supstrata. Fosforiliranje uzrokuje strukturne promjene u proteinu, cija su
posljedica aktivacija ili inhibicija signala proteina. Ovaj proces je reverzibilan, a odrzavaju
ga fosfataze (slika 2), te ima klju¢nu ulogu u razli¢itim stani¢nim procesima poput
stanicnog prezivljavanja, rasta, proliferacije, angiogeneze, metabolizma i dr.
Neuravnotezena aktivnost ovih enzima stoga je povezana s pojavom razlicitih bolesti [6,
29-32].

NH, NH,
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Slika 2. Fosforilacija i defosforilacija proteina.
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Ljudski kinom, odnosno ukupni set proteinskih kinaza kodiran genomom, sastoji se od
518 proteinskih kinaza. S obzirom na proteinski ostatak koji fosforiliraju mogu se klasificirati
na serin-treoninske i tirozinske proteinske kinaze, koje se dijele na nereceptorske i receptorske
tirozin-kinaze [6]. Nadalje, mogu se podijeliti na osnovu sekvencija aminokiselina unutar
kataliticke domene, specifi¢nosti supstrata ili mehanizma djelovanja. S obzirom na ljudski
kinom podijeljene su u sedam skupina AGC, CAMK, CMGC, TK, TKL, STE i CK1 kinaze,
koje se dalje dijele na odgovarajuce obitelji i podobitelji (slika 3) [33]. Skupinu CMGC koju
¢ine kinaze ovisne o ciklinu (CDK), kinaze aktivirane mitogenom (MAPK), kinaze glikogen-
sintaze (GSK3) i CDC-sli¢ne kinaze (CLK), direktno su uklju¢ene u regulaciju stani¢nog
ciklusa, dok TK (tirozin-kinaze) imaju klju¢nu ulogu unutar- i izvanstani¢nog prijenosa
signala.
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Slika 3. Ljudski kinom [34].

Opcenito, katalicka podjedinica proteinske kinaze sastoji se od N- i C-terminalne

domene, koje su gradene od a-uzvojnica i p-listova. Vezno mjesto ATP-a se nalazi izmedu

10



2. OPCI DIO

navedenih domena, a segment koji ih povezuje poznat je kao podrucje zgloba (eng. hinge
region), u kojem molekula ATP-a stvara dvije vodikove veze s atomima N-1 i N-6 adenina.
Vecina proteinskih kinaza posjeduje dva razlicita kataliticka oblika: aktivan, u kojem su svi
proteinski ostaci u optimalnom poloZaju za prijenos fosfata, i neaktivan oblik sa smanjenom
katalitickom aktivnoséu. Konformacija veznog mjesta ATP-a znacajno se razlikuje u tim
katalitickim oblicima enzima. Vezno mjesto ATP-a proteinskih kinaza jako je sli¢no u
aktivnoj (DFG-in) konformaciji, dok se strukture neaktivnih (DFG-out) konformacija
znacajno razlikuju. Konformacija DFG-out karakterizirana je rotacijom motiva DFG (Asp-

Phe-Gly) u veznom mjestu ATP-a za gotovo 180° u odnosu na aktivni oblik [35, 36].

Nakon receptora spregnutih s G-proteinom (GPCR), proteinske kinaze su po veli¢ini
druga meta u razvoju novih lijekova, posebice antitumorskih agenasa [37-39]. Inhibitori
kinaza mogu se podijeliti u Cetiri osnovne skupine: inhibitore tipa I, tipa II, alostericke i
kovalentne inhibitore. Inhibitori tipa I kompetitivno se vezu za vezno mjesto ATP-a,
stvarajuc¢i vodikove veze u podrucju zgloba. Neki inhibitori dosezu do hidrofobnog dzepa
smjeStenog iza veznog mjesta ATP-a. Veli¢ina i dostupnost ovog dzepa djelomi¢no je
odredena veli¢inom i vrstom aminokiselinskog ostatka koji se naziva gatekeeper, te se
razlikuje kod kinaza i moze biti odgovoran za selektivnost. Inhibitori tipa I vezu se za
neaktivnu konformaciju enzima. Zakretanjem motiva DFG, fenilalanin u konformaciji DFG-
out otvara dodatni hidrofobni dzep. U mnogim slu¢ajevima inhibitori tipa II pokazuju veci
stupan;j selektivnosti u odnosu na inhibitore tipa I, koji se vezu za konformaciju DFG-in [34,
40]. Alostericki inhibitori [41] se vezu izvan veznog mjesta ATP-a, te su karakterizirani
visokom selektivno$¢u, dok kovalentni inhibitori sadrze elektrofilnu skupinu, koja podlijeze
Michaelovoj adiciji s aminokiselinskim ostatkom (najcesce cistein) u katalitiCkoj domeni

[42].
2.1.1.1. MAP-kinaze

Proteinske kinaze aktivirane mitogenom (eng. mitogen activated protein kinase,
MAPK) su serin-treoninske kinaze koje reguliraju stani¢ne funkcije poput proliferacije,
diferencijacije, stani¢ni odgovor na stres i apoptozu, te ¢ine vaznu metu za lijekove protiv
upalnih procesa i raka [6]. Cetiri su razli¢ite porodice MAP kinaza: kinaze regulirane
izvanstani¢énim signalima (eng. extracellular signal-regulated kinases, ERK), c-Jun N-
terminalne kinaze (eng, c-Jun N-terminal kinases, JNK), p38 izooblici i kinaze 5 regulirane

izvanstani¢énim signalom (eng. extracellular signal-regulated kinases 5, ERKS5). MAPK
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kaskada jedna je od najpoznatijih kaskada proteinskih kinaza i ukljucuje tri razine kinaza,
MAP-kinazu (MAPK), MAPK-kinazu (MAPKK ili MAP2K) i MAPKK-kinazu (MAPKKK
ili MAP3K). Izvanstani¢cnom pobudom se aktivira MAP3K, koja fosforilira MAP2K. MAP2K
fosforiliranjem serina 1 tirozina aktivira MAPK, koja omogucuje prijenos unutarstani¢nog

signala (slika 4) [6, 43].

Stimulans Faktor rastal izvanstanicni stres
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promjene citoskeleta, ekspresija gena)

Slika 4. Op¢a kaskada MAPK signalizacijskog puta [43].

Cimbenici rasta signaliziraju ERK, koji rezultira rastom i diferencijacijom stanica, dok
su JNK i p38-MAPK signalizirane stresom i citokinima, te doprinose regulaciji stani¢nog
ciklusa, diferencijaciji stanica, apoptozi i upalnom procesu [44]. p38 MAP kinaza moze
poprimiti Cetiri izooblika MAPK11 (p38a), MAPK12 (p383), MAPK13 (p38y) i MAPK14
(p383). Ona moze djelovati i kao tumorski supresor i kao onkogen ovisno o intenzitetu i
trajanju stresa, vrsti stanica i krizanju s drugim signalnim putovima. p38 MAPK regulira
kontrolne tocke pri prijelazima stupnjeva GO, G1/S 1 G2/M stani¢nog ciklusa [45].
Reguliranjem razine ciklina (ciklin A ili D1), fosforiliranjem proteina retinoblastoma (pRb) i
fosforiliranjem p53 (Ser33 i Ser46), p38 utjeCe na G1/S prijelaz [46]. Nadalje, p38 MAP
kinaza posjeduje relativno mali gatekeeper (Thrl06) u usporedbi s drugim kinazama koje
imaju stericki zahtjevnije ostatke zbog €ega ova meta tolerira inhibitore linearne strukture, te
podlijeZze izvrtanju glicina Glyl10 u podrucju zgloba (eng. hinge region). Samo u 46
proteinskih kinaza, od ukupno 518, uoc¢eno je izvrtanje glicina (eng. Gly flip), od kojih samo

tri kinaze takoder posjeduju i Thr106, sto moze uzrokovati dodatnu selektivnost [47]. Zbog
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iznimne vaznosti p38 MAPK signalnog puta u kontroli proliferacije i apoptoze, kao i njena
deregulacija u nizu tumorskih stanica, ¢ini ovu metu u razvoju novih lijekova posebno

Klini¢ki znacajnom.

Slika 5. Shematski prikaz veznog mjesta ATP-a p38 MAP kinaze [48]. (HINGE, podruéje
zgloba; AR, adeninsko podruéje; RP, podrucje riboze; PR, podrudje fosfata; HR-I i HR-II,
hidrofobna podrucja; AS, alostericko podrucje).

Purini i purinski izosteri pokazali su zna¢ajan utjecaj kao inhibitori MAP-kinaza poput
inhibitora p38 MAP-kinaze ralimetiniba (1) [49] i peksmetiniba (2) [50], kao i inhibitora
kinaza MEK binimetiniba (3) [51] i selumetiniba (4) [52], koji se nalaze u Klinickim
antitumorskim ispitivanjima (slika 6).

Wi@@kﬁ =3

1, ralimetinib 2, peksmetinib
Br Br OH
3, binimetinib 4, selumetlnlb

Slika 6. Inhibitori kinaza MAP u klinickim ispitivanjima kao antitumorska sredstva.
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2.1.1.2. CD-kinaze

Proteinskim kinazama aktiviranim mitogenom (MAPK), najsrodnije su kinaze ovisne
o0 ciklinu (CDK), koje takoder spadaju u skupinu CMGC [33]. Njihova enzimska aktivnost
regulirana je vezivanjem za proteinske podjedinice cikline. Poznato je 20 podobitelji CD-
kinaza, od kojih su CDK1, CDK2, CDK4 i CDK6 uklju¢ene u stani¢ni ciklus, a CDK7,
CDK9 i CDK11-13 reguliraju transkripciju [53, 54]. U odsutnosti ciklina fleksibilna
aktivacijska petlja, koja se jo§ naziva T-petlja, blokira ATP-vezno mjesto izmedu N- i C-
terminalne kataliticke domene. Vezanjem ciklina dolazi do strukturnih promjena T-petlje, $to

omogucuje vezanje molekule ATP-a.

ATP-vezno mjesto

<

T-petlja

C-domena

Slika 7. Struktura CDK-kinaze vezane za ciklin [53].

Disreguliranje kinaza ovisnih o ciklinu povezano je s razli¢itim vrstama karcinoma, te
se brojni ATP-kompetitivni inhibitori nalaze u Klini¢kim ispitivanjima kao antitumorska
sredstva [54—56]. Jedan od prvih inhibitora CDK, koji je dospio u klini¢ka ispitivanja je 2,6,9-
trisupstituirani purinski derivat roskovitin (5) i nije zadovoljio sve kriterije za primjenu [57].
Brojni purinski izosteri poput dinacikliba (6) [58] se nalaze u klinickim ispitivanjima ili su
odobreni za lijeCenje karcinoma poput abemacikliba (7) i ribocikliba (8), odobrenih kao
inhibitori CDK4/6 u lijeCenju karcinoma [59-61]. Dakle, purinska heterociklicka jezgra

pokazala je iznimnu vaznost u inhibiciji CD-kinaza.
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Slika 8. Purinski izosteri kao inhibitori kinaze CD koji su odobreni ili se nalaze u klini¢kim

ispitivanjima kao antitumorski agensi.
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2.2 1,2, 3-triazoli

Triazoli su heterociklicki organski spojevi, gradeni od peteroclanog prstena s tri atoma

dusika i dva atoma ugljika. Poznata su dva izomera triazola: 1,2,3-triazol (9) i 1,2,4-triazol

(10) (slika 9).

5 4 5 N4
(7\ /:)
H1N\N//N3 H1N\N/ 3
2 2

1,2,3-triazol (9) 1,2,4-triazol (10)

Slika 9. Izomeri triazola.

1,2,3-triazoli stabilni su pri hidroliti¢kim, oksidacijskim i redukcijskim uvjetima, te su
otporni na metaboli¢ku razgradnju. Kao aromatiéni, elektronima bogati sustavi, triazolni
derivati mogu se vezati za razliCite enzime i receptore vodikovim vezama, koordinativnim
vezama, ion-dipolnim interakcijama, n-ionskim i interakcijama n-n [62]. Spojevi s triazolnim
prstenom u svojoj strukturi pokazali su Sirok spektar bioloSke aktivnosti poput antitumorskog,
antibakterijskog, antifungalnog, antituberkulostatskog, antiinflamantornog i
antitripanosomskog djelovanja [62-64]. Nadalje, triazol posjeduje svojstva idealne
premosnice: dobru topljivost, stabilnost u uobic¢ajenim bioloskim uvjetima, visoku rigidnost,
¢ime je onemogucena medusobna interakcija njegovih supstituenata, te pokazuje slicnost s
amidnom vezom. Cesto se upotrebljava kao bioizoster razli¢itih kemijskih sustava poput
peptidne veze, imidazola, dvostruke veze i nukleozida [65, 66]. 1,4-disupstituirani triazoli
pokazuju svojstva sliéna Z-amidnoj vezi, dok su 1,5-disupstituirani triazoli mimetici E-
amidne veze. Slobodni elektronski par na karbonilnoj skupini i slobodni elektronski par N-3
atoma triazola djeluju kao akceptori vodikove veze, karbonilni ugljikov atom pokazuje
slicnost s elektrofilnim C-4 atomom, a amidna N-H veza sli¢na je C-H vezi u polozaju 5 te

djeluje kao donor vodikove veze (slika 10) [64].

akceptor

vodikove veze a_kceptor
vodikove veze

\ . /udaljenost3.9A \
elektrofilni N

AR ugliik iNEN
R1 ’Tj 2 w RZ
H R AN
\ donor /H udaljenost 5.0 A

vodikove veze donor

elektrofilni vodikove veze

ugljik

Slika 10. 1,4-disupstituirani-1,2,3-triazol kao bioizoster Z-amidne veze.
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Zanimljiva svojstva 1,2,3-triazola ¢ine ga vaznim heterociklom, stoga je velik broj
istrazivanja u medicinskoj kemiji usmjeren na tu heterocikli¢ku jezgru. Najznacajnija metoda
sinteze 1,2,3-triazola je Huisgenova 1,3-dipolarna cikoladicija izmedu terminalnog alkina i
azida. Reakcija se moze provoditi u katalitickim 1 nekatalitickim sustavima. U termickim
uvjetima ova reakcija nije pronasla Siroku primjenu, zbog slabe regioselektivnosti, niskih
iskoriStenja 1 potrebnih visokih temperatura. Medutim, upotrebom bakra(I) kao katalizatora,
uspjeSno su priredeni regioselektivni  1,4-disupstituirani  1,2,3-triazoli u  visokim

iskoriStenjima.
2.2.1. Click kemija

Koncept click kemije opisali su Sharpless i suradnici 2001. godine [67]. Oni su opisali
niz ,,gotovo-savrSenih® reakcija stvaranja nove veze u sintezi velikog broja novih spojeva.
Takve reakcije bi trebale biti jednostavne za izvodenje u blagim reakcijskim uvjetima
stvarajuci stereoselektivne produkte u visokim iskoriStenjima iz lako dostupnih i netoksi¢nih
reagensa i otapala ili bez uporabe otapala, uz lako procis¢avanje reakcijske smjese. Na
temelju tih zahtjeva, neke su reakcije klasificirane kao click reakcije: adicija na dvostruku
vezu (reakcije oksidacije, poput epoksidacije, dihidroksiliranja, aziridiniranja te nitrozilna i
sulfonilna haloadicija i Michaelova adicija), nukleofilno otvaranje prstena (aziridina, epoksida
i sl.), nealdolne reakcije karbonilnog tipa (nastajanje oksima, hidrazona i aromatskih
heterocikla) i cikloadicija (Diels-Alderova i 1,3-dipolarna cikloadicja) (slika 11) [68].

R4
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/:
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Slika 11. Reakcije koje zadovoljavaju kriterije click reakcija.
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1,3-dipolarna cikloadicija je reakcija izmedu 1,3-dipola s intramolekulskom oktetnom
stabiliziranom strukturom i dipolarofila prilikom koje nastaje peteroclani prsten. Njemacki je
kemicar Rolf Huisgen prepoznao sintetske mogucnosti ove reakcije i razvio 1,3-dipolarnu
cikloadiciju izmedu organskog azida i alkina za dobivanje 1,2,3-triazola, zbog Cega se ta
reakcija Cesto naziva i Huisgenova cikloadicija [69]. Sustavno unaprjedivanje ucinile su ovu
reakciju vaznom metodom u organskoj sintezi. Najznacajniji napredak postignut je 2002.
godine kada su Sharpless i Meldal uvodenjem pojma click kemije popularizirali
[3+2]cikloadiciju [67]. Danas se 1,3-dipolarna cikloadicija Cesto upotrebljava u sintezi

kompleksnih ciklickih kemijskih sustava za medicinska, bioloska i mehanicka ispitivanja
[70].

1,3-dipol organska je molekula koja predstavlja bilo alilni tip ili propargil-alenilni tip
zwitterionske oktetne ili sekstetne strukture tj. spoj koji u svojoj strukturi na polozaju 1 sadrzi
atom s elektronskim sekstetom (nepopunjenu valentnu ljusku), zbog Cega taj atom nosi
formalni pozitivni naboj i na polozaju 3 atom sa slobodnim elektronskim parom (npr. azid,
diazoalkan ili nitrilni oksid) [71]. Kako bi se ostvarila oktetna stabilizacija u molekuli, atom
na polozaju 2 takoder mora posjedovati slobodan elektronski par, koji moze donirati atomu s
nedostatkom elektrona i na taj nacin rezonantno stabilizirati molekulu. Kako je razlika izmedu
HOMO-LUMO energijskih nivoa azida i alkina slicna, moguce su dipol-HOMO i dipol-
LUMO kontrolirane reakcije pa vrsta dipol-dipolarofilnog para odreduje hoce li dominirati
HOMO ili LUMO Kkarakter 1,3-dipola [68]. 1,3-dipoli mogu se istodobno sagledavati kao
nukleofili 1 elektrofili. Opéenito, atom koji ima najveci orbitalni koeficijent u HOMO orbitali
djeluje kao nukleofil, dok onaj u LUMO orbitali djeluje kao elektrofil. Alkeni i alkini
najcesce su koristeni dipolarofili u 1,3-dipolarnim cikloadicijskim reakcijama. Poznato je
kako dipolarofili koji sadrZze heteroatom poput karbonila, nitrila i imina podlijezu [3+2]
cikloadiciji. Mehanisticki gledano, 1,3-dipol reagira s dipolarofilom u dopustenoj simetriji 7*s
+ 7’s stvarajuci Sesteroelektronsko ,,Huckelovo aromatsko prijelazno stanje* (HATS), koje
vodi do stvaranja veze izmedu dipola i dipolarofila (shema 1) [71]. Ukoliko je alkin
nesimetri¢no supstituiran nastaje smjesa 1,4- i 1,5-regioizomera 1,2,3-triazola. 1,3-dipolarne
cikloadicije obi¢no rezultiraju zadrzavanjem konfiguracije s obzirom na 1,3-diol i dipolarofil.

Mehanizam reakcije ovisi o otapalu, stereokemijskim i termodinamickim parametrima [71].
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Shema 1. Dijagram interakcija orbitala pri 1,3-dipolarnoj cikloadiciji [71].
2.2.2. Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CuAAC)

Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CuAAC) koja je opisana u vise od 2000
publikacija u jednom desetljecu, najznacajniji je primjer click kemije. Koristenjem Cu(I)
katalizatora se brzina reakcije, u odnosu na termicku reakciju, povecava za 107 puta [62, 68].
Na reakciju CuAAC ne utjeCu znacajno steri¢ka i elektronska svojstva skupina vezanih na
azidnom i alkinskom srediStu, pa elektronima siromas$ni i elektronima bogati, alifatski,
aromatski 1 heteroaromatski azidi obicno dobro reagiraju s razli¢ito supstituiranim
terminalnim alkinima. Reakcije se mogu odvijati u razli¢itim proticnim 1 aproticnim
otapalima, ukljucuju¢i vodu, bez potrebe za uporabom =zaStitnih skupina. PredloZzeni su

razli¢iti mehanizmi koji ukljucuju Cu(I)-arilne mononuklearne ili binuklearne vrste bakra.
2.2.2.1. Mehanizam CuAAC

Rane mehanisticke studije, ukljucivale su stvaranje bakrovog acetilida (11a), koji u
reakciji s organskim azidom stvara SesteroClani prsten s metalom (11c), iz kojeg nastaje
bakrov-triazolid (11d) ¢ijim se protoniranjem regenerira Cu(I) i oslobada 1,4-disupstituirani
triazol (shema 2) [65]. Poznato je da se Cu(I) lako moze umetnuti u terminalne alkine. Postoji
nekoliko razliCitih nadina kojima moze nastati Cu(l)-acetilidni kompleks, ovisno o
reakcijskim uvjetima koji se koriste: u vodenom otapalu. = kompleksiranjem Cu(I) smanjuje
se pKa terminalnog alkina za ¢ak 9,8 pH jedinica, §to omogucéuje deprotoniranje i Stvaranje
Cu-acetilida bez dodavanja baze. Upotrebom aproticnog otapala, poput acetonitrila,
diklormetana ili toluena, u prisutnosti stehiometrijske koli¢ine bakrove(I) soli (Cul,

Cu(CH3CN)4PFs, CuBr(PPhs), ili CulP(OEt)3), potrebno je dodati bazu, poput najceSce
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koristenih amina (trietilamin, dietilamin) kako bi se induciralo deprotoniranje kljuc¢no za

kompleksiranje [68].
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Shema 2. Mehanizam reakcije CUAAC s mononuklearnim prijelaznim stanjem.

U kasnijim istrazivanjima istaknuta je mogucnost ukljucivanja dva atoma Cu u
prijelazno stanje katalitickog ciklusa, a detaljne su kineticke studije potvrdile moguénost
nastajanja o,n-bimetalnog Cu(l)-intermedijara [72]. U¢inak n-kompleksiranja o-alkinil-Cu(l)-
intermedijara pojaCava reaktivnost alkinilnog liganda smanjujuéi gustocu elektrona na sp-
hibridiziranom ugljikovom atomu, ¢ime se olakSava azidni napad. Nacin koordinacije alkina
na srediSte Cu znacajno ovisi o prirodi liganda. Rac¢unskim istrazivanjima bakrovih acetilidnih
kompleksa utvrdeno je da su di- i tetra-nuklearni kompleksi reaktivniji u CUAAC reakciji u
odnosu na mononuklearnu vrstu [72, 73]. Kataliticki ciklus zapocinje stvaranjem bakar-alkin
n-kompleksa (11e), koji se deprotonira i stvara bakrov acetilid (11a). U sljede¢em koraku,
azidni dusik zamjenjuje jedan od liganda drugog centra Cu u Cu(I)-acetilidnom kompleksu
(11f), aktivira se azid za nukleofilni napad acetilenskog ugljika zbog blizine i elektronskih
¢imbenika, ¢ime se olakSava napad drugog dusikovog atom na drugi ugljikov atom alkina, §to
dovodi do stvaranja metalocikla (11g). Metalocikl zatim tvori bakrov triazolid (11h), te se
reduktivnom eliminacijom oslobada 1,4-disupstituirani triazol i zatvara kataliticki ciklus
(shema 3) [68, 70]. Dinuklearni kompleksi pokazuju veéu reaktivnost, te je poZeljnija uporaba
otapala koja poti¢u izmjenu liganda (npr. voda i alkoholi) u odnosu na nepolarna organska

otapala koja poti¢u nakupljanje bakrovih vrsta.
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Shema 3. Mehanizam reakcije CUAAC s bi- i tetranuklearnim prijelaznim stanjem.
2.2.2.2. Katalizatori i ligandi u CUAAC

Razli¢iti izvori aktivnog Cu(I) mogu se koristiti u reakcijama CuAAC. Najcesce se
prireduju in situ redukcijom bakrovih(11) soli, poput bakrovog(ll) sulfata (CuSO,4 x 5 H,0) ili
bakrovog(ll) acetata (Cu(OAc),), disproporcioniranjem Cu(ll) soli i elementarnog bakra ili iz
Cu(]) soli poput Cu(I) halogenida. Izmedu tri naj¢esc¢a oksidacijska stanja bakra (0, +1 i +2),
+1 je termodinamicki najmanje stabilan. Cu(I)-ioni mogu se oksidirati u kataliticki neaktivne

vrste Cu(ll), ili se mogu disproporcionirati u smjesu Cu(ll) i Cu(0) [62, 67, 68, 74].

Cu(ll) soli i kompleksi nisu dobri katalizatori za reakciju CUAAC, no dobro je poznato
da su oni snaZna oksidacijska sredstva velikog broja organskih spojeva poput alkohola, amina,
aldehida, tiola, fenola 1 karboksilnih kiselina, pri ¢emu se reduciraju u kataliticki aktivnu vrstu
Cu(I). Kao redukcijsko sredstvo se uobicajeno Koristi natrijev askorbat. Ovom metodom
Cu(II) se reducira u Cu(I) odrzavajuci visoku razinu kataliticki aktivne vrste. Ta strategija ima
mnoge prednosti: ekonomski je prihvatljiva, moze se provoditi u vodi i ne zahtijeva inertnu
atmosferu. Glavni nedostatak je redukcija Cu(II) u Cu(0), no to se moze sprijeciti koriStenjem
odgovaraju¢eg omjera redukcijskog sredstva i katalizatora ili dodavanjem sredstva za
stabiliziranje bakra poput tris-3-(hidroksipropiltriazolilmetil)amina (THPTA). Voda je idealno

otapalo za reaktivnost bakrovog(l) acetilida, osobito kada nastaje in situ.
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Drugi nacin za dobivanje katalizatora in situ je dodavanje Cu(l) soli (bakrov(l) jodid,
bromid, klorid i acetat) ili kompleksa poput [Cu(CH3CN)4]PFs ili [Cu(CH3CN)4]OTf. lako
ova metoda ne zahtijeva redukcijsko sredstvo koristi se manje, a radi provodenja u inertnoj
atmosferi u organskom otapalu manje je prihvatljiva od korisStenja Cu(Il) soli. Veliki
nedostatak provodenja reakcije CuAAC u organskom otapalu s Cu(I) halogenidom kao
katalizatorom je nastajanje razlic¢itih nusprodukata oksidativnim reakcijama (slika 12) [68,
75]. Cu(l) jodid moze stvarati jodidne anione koji mogu djelovati kao premosni ligandi za
metal, pri ¢emu nastaju polinuklearni acetilidni kompleksi, koji ometaju Kataliti¢ki ciklus.

Nadalje, pri odredenim uvjetima Cul moze rezultirati stvaranjem 1-jodalkina i 5-jodtriazola.

_ N N
R 2 ~y—Ri N7 SN—Ri
R——— R R>—$\< Ni—iN j*iN
R1/N\N//N R OH R R,
12, diacetilen 13, bis-triazol 14, 5-OH-triazol 15, Ry=1

=

. Ry= alkinil

Slika 12. Nusprodukti u rekacijama CuAAC.

Cu(I) jodid se najéesc¢e upotrebljava uz dodatak tercijarnog amina (EtsN ili DIPEA),
buduc¢i da se Cul pojavljuje kao stabilan polimer, a amini se uvode kako bi ga disocirali i
stvorili aktivnu vrstu Cu(l) potrebnu za stvaranje bakrovog(l) acetilida. Bazi¢ni tercijarni
amini pospjeSuju stvaranje bakrovog(l) acetilida i supstituciju bakrovog triazolida, dok je
konverzija u protonirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazol jako spora, te nastaju nusprodukti
(slika 12). Protoniranje bakrovog triazolida mozZe se ubrzati dodavanjem octene kiseline
(HOAC), no drugi izvori protona poput H,O, t-BuOH, NHj ili vodene otopine NaOAc nisu
pokazali takve rezultate. Shao i suradnici [75] predlozili su kiselo-baznu CuUAAC reakciju
(shema 4). Amin, NR3 disocira polimernu strukturu Cul i ubrzava stvaranje bakrovog
acetilida, te se u prisutnosti HOAc moze brzo prevesti u zZeljeni produkt [75]. Iako kataliticki
sustav CuSO4/Na-askorbat ima niz prednosti, sustav Cul/NRj prihvatljiv je za provedbu
reakcije u ne-vodenom ili aprotiénom mediju $to je vazno za supstrate koji ne toleriraju vodu
ili protonska otapala. Vrlo ucinkovit bakrov(I) acetat katalizira CuAAC reakciju in situ
stvaranjem HOAc. Bakrove(I) soli se takoder mogu koristiti u kombinaciji s askorbatom, pri
¢emu se sve oksidirane bakrove(Il) vrste provode ponovno u kataliticki aktivno oksidacijsko

stanje +1.
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Shema 4. Predlozen mehanizam reakcije CuA AC katalizirane sustavom Cul/NR3/HOAC.

CuAAC reakcija takoder moze biti Katalizirana Cu(l)-vrstama dobivenim iz
elementarnog bakra (zica ili strugotine) pri ¢emu se kao otapala koriste vodene otopine
alkohola (metanol, etanol, tert-butanol), tetrahidrofuran i dimetilsulfoksid. Cu(ll) sulfat se
moze dodati kako bi se ubrzala reakcija, no u vecini sluc¢ajeva to nije potrebno jer su bakrovi
oksidi i karbonati, patina na metalnoj povrsini, dovoljni za pokretanje katalitickog ciklusa, te
se izoliraju produkti s niskim bakrovim oneci§¢enjima. Drugi heterogeni katalizatori bakar(0)
i bakar(I), kao §to su nanocCestice bakra ili bakrovog oksida i bakrove nanocestice adsorbirane

na drveni ugljen takoder pokazuju dobru kataliticku aktivnost [68].

Iako koriStenje liganada nije potrebno za provodenje CuAAC reakcije oni se ¢esto
dodaju kako bi zastitili Cu(I) od oksidacije. Dodavanje liganada moze zastititi Cu(I) sredista 1
znacajno poboljsati njihovu aktivnost, omogucujuéi im Siroku primjenu. Ligandi Kkoji se
koriste u reakcijama CuAAC moraju omoguciti dovoljno snazno vezanje za Cu(I) kako bi se
sprijecilo stvaranje nereaktivnih polimernih kompleksa, ali istodobno omoguciti azidu pristup
koordinacijskoj sferi Cu sredista u molekuli acetilida [68, 69, 76]. U reakcijama CuAAC
uspjesno se koriste dusikovi, fosforovi, ugljikovi, kisikovi i sumporovi ligandi [76]. Dusikovi
ligandi su najcesce koristeni ligandi medu kojima su najzastupljeniji tercijarni amini. Tris-
triazolilni aminski ligandi, kao §to su TBTA (tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metiljJamin)
ili TTTA (tris[(1-tert-butil-1H-1,2,3-triazolil)metil)amin) i drugi tridentatni ligandi daju
dovoljnu gustocu elektrona na metalu za iniciranje katalize bez destabiliziranja Cu(l)
oksidacijskog stanja, te sprjecavaju osStecenja bioloskih molekula. 1z tog razloga cesto se

primjenjuju u istrazivanjima biokonjugata.

23



2. OPCI DIO

2.2.3. Ostale azid-alkin cikloadicije katalizirane metalima (MAAC)

Iako je najznacajnija azid-alkin cikloadicijska reakcija katalizirana metalom reakcija
CUAAC, click reakcije su uspjesno provedene i s drugim katalizatorima, poput Ru, Ag, Au, Ir,
Ni, Zn, Ln (shema 5) [74].

Ni Ru
Au
; Cu Zn
J 2
L
o @@ . Nk,

Ri—N=N=N + R,—— )
"MAAC" ) Ls
R

Shema 5. MAAC reakcija [74].

Uz bakar, najéescée koriSteni katalizatori MAAC reakcija (eng. metal catalyzed azide-
alkyne cycloaddition) su na bazi rutenija. Medu svim Ru-katalizatorima, najistraZeniji su
pentametilciklopentadienilni  (Cp) rutenijevi kompleksi, [Cp*RuCl]. Ovi kompleksi
kataliziraju regioselektivnu RUAAC reakciju terminalnih alkina koji, za razliku od CUAAC
katalizatora, daje 1,5-disupstituirane 1,2,3-triazole. Tako su upotrebom razli¢itih Ru
katalizatora koji ne sadrze Cp ligande, poput [RuHz(CO)(PPhs);] i [RuH(n2-
BH,)(CO)(PCys),] sintetizirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli. Nadalje, uspje$no su
provedene i reakcije AAC katalizirane s Ag(l). Srebrov acetilid aktivira stvaranje acetilidnog
azida i potom ciklizaciju. Ag(l) sol nije dovoljna za pokretanje reakcije, no u prisutnosti
liganda poput P,O-liganda 2-difenilfosfin-N,N-diizopropilkarboksamida uspjesno su
pripravljeni 1,2,3-triazoli. Upotrebom Raney nikla bez dodatnih redukcijskih sredstava,
heterogenog cinkovog katalizatora Zn/C kao i nanocestica zlata Au/TiO, priredeni su 1,4-
disupstituirani  1,2,3-triazoli, dok su reakcijom NIAAC, ovisno o0 stereoelektronskim

svojstvima azida i alkina, priredeni 1,4- ili 1,5-disupstituirani triazoli [74].
2.2.4. Upotreba alternativnih izvora energije u click reakcijama

Organske reakcije i procesi nastaju dovodenjem energije, uglavnom toplinske, stoga su
uloZeni veliki napori u pronalazenje alternativnih izvora energije za poboljSanje kemijskih
transformacija u blagim reakcijskim uvjetima. Najznacajniji alternativni izvori energije su
mikrovalno i ultrazvuc¢no zracenje, reakcije inducirane svjetlos¢u i mehanokemijske reakcije

[77]. Primjenom ovih alternativnih metoda uspjesno su provedene brojne kemijske reakcije
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¢ime su poboljsane mnoge postojece sintetske metode u usporedbi s provedenim reakcijama

klasi¢nim nac¢inom.

Neioniziraju¢e mikrovalno zracenje oblik je energije koji se manifestira kao toplina
kroz interakciju s medijem ili materijalima u kojima se energija moze reflektirati, apsorbirati
ili prenositi. Kemijske reakcije se ubrzavaju selektivnom apsorpcijom MW zracenja u
polarnim molekulama. Reakcije potpomognute mikrovalnim zraenjem zauzele su znacajno
mjesto u organskoj sintezi jer ne samo da smanjuju vrijeme reakcije 1 povecavaju
ucinkovitost, ve¢ omogucuju zamjenu organskih otapala s vodom ili omogucavaju provodenje
reakcija bez prisutnosti otapala uz maksimalnu ucinkovitost. Stoga ne iznenaduje velik broj

click reakcija koje su provedene upravo koristec¢i ovaj izvor energije [77-79].

Ultrazvuk je dio zvuénog spektra frekvencije izmedu 20 kHz i 100 MHz i moze se
podijeliti u 3 podrucja: ultrazvuk niske frekvencije i visoke jakosti (20 - 100 kHz), ultrazvuk
visoke frekvencije i srednje jakosti (100 kHz - 1 MHz) te ultrazvuk visoke frekvencije i niske
jakosti (1-10 MHz) [77, 80]. U rasponu ultrazvuka visoke i srednje jakosti moguée je izazvati
kavitaciju pa se za sonokemiju koriste frekvencije od 20 kHz do 1 MHz. Mehanizam
djelovanja ultrazvuka moze se objasniti pojavom kavitacijskih mjehuri¢a. Preduvjet za Sirenje
ultrazvuc¢nih valova je elasticnost provodnog medija, dok Cestice medija osciliraju 1 prenose
energiju u smjeru Sirenja vala. U teku¢inama djelovanjem ultrazvukadolazi do stvaranja polja
naizmjeni¢nog visokog i niskog tlaka. U polju niskog tlaka dolazi do rasta kavitacijskog
mjehuri¢a koji nakon nekog vremena viSe ne moZe rasti i kolapsira. Tim kolapsom se
oslobada energija 1 temperature se na tom mjestu podizu do nekoliko tisu¢a stupnjeva, a

tlakovi 1 do tisu¢u atmosfera (slika 13).

P §F ¥

refrakeija  kompresija  refrakefja  kompresija

JEDAN CIKLUS
5000 °C
® ® ® =
Fs Dosezanje Kolaps
TOMMIE  Rast mjshurica velicine pri kojoj
mijehurica

mjehuric postaje
nestabilan

Slika 13. Princip akusti¢ne kavitacije.
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Akusti¢na kavitacija pronasla je primjenu u provodenju kemijskih reakcija.
Ultrazvucne reakcije mogu se podijeliti na homogene i heterogene reakcije te heterogene
reakcije mijeSanog mehanizma. Homogene ultrazvu¢ne reakcije odvijaju se nastajanjem
radikala ili radikal-iona, kao intermedijara, preko Kkavitacijskog mehanizma, dok se
heterogene odvijaju preko ionskih intermedijara i kod njih su izrazeniji mehanicki efekti
poput Cis¢enja povrsine, smanjenja veli¢ine Cestica i poboljSanja prijenosa mase. Primjena
ultrazvuka u organskoj sintezi sve se vise primjenjuje posljednjih godina, a click reakcija je

uspjesno provedena u homogenim i heterogenim sustavima [77, 80, 81].

Koristenje zracenja UV/Vis za pokretanje kemijskih reakcija poznato je ve¢ dugi niz
godina. U reakcijama CuAAC, Cu(l) se moze prirediti i fotoredukcijom. Svjetlo se
upotrebljava za aktiviranje click reakcije. Mehanizmi fotoinduciranih reakcija CuAAC
ukljuéuju izravni i neizravni redukcijski put od Cu(ll) do Cu(l). Mnogi Cu(ll)-kompleksi
poput kompleksa CuCIl,/PMDETA osjetljivi su na UV zracenje i svjetlost. Ligand apsorbira
UV svjetlost 1 uzrokuje unutarmolekularni prijenos elektrona iz m sustava liganda na srediSnji
bakrov ion prilikom ¢ega se Cu(Il) reducira u Cu(l) i ligand se prevodi u radikal (slika 14)
[82, 83].

&
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fotoinicijator

Slika 14. Prikaz fotoinducirane CuAAC reakcije [83].

Pojam mehanokemijske reakcije odnosi se na reakcije koje su potpomognute
mehani¢kom energijom. Razli¢ite promjene se mogu odvijati mehani¢kim mljevenjem krutih
tvari, $to dovodi do pojave sloZenih transformacija. Reakcije CuAAC provedene bez otapala
pokazale su znatno skradivanje vremena reakcije, smanjenje potrebne energije 1 veca
iskoriStenja. U tim reakcijama uspjeSno su primijenjeni standardni kataliticki sustavi poput
bakrovih(ll) soli, ali i heterogenih bakrovih(0) katalizatora, poput posuda za mljevenje bakra
ili bakrov prah [77, 84].
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2.3. Purini

Purin ili imidazo[4,5-d]pirimidin je heterociklicki aromatski organski spoj graden od
kondenzirane pirimidinske i imidazolne jezgre. Postoji u Cetiri tautomerna oblika: 1H, 3H, 7H
I 9H (slika 15). U otopini su najstabilniji 7H i 9H tautomerni oblici, dok je 7H oblik

dominantan u krutom stanju [85].
6

7 H
I e — "
° ? >
3

N
4H9

T

17a, 9H purin 17b, 7H purin 17¢, 1H purin 17d, 3H purin

Slika 15. Tautomerni oblici purinske jezgre.

Purinska jezgra jedna je od najbrojnijih duSikovih heterociklickih baza u prirodi, te
ima vaznu ulogu u velikom broju metaboli¢kih i stani¢nih procesa. Nesupstituirani purin nije
prisutan u prirodi, medutim njegovi derivati su sastavni dijelovi vaznih biomolekula. Purinske
baze, adenin i gvanin, prisutne su u nukleotidima adenozin-monofosfatu, AMP (18) i
gvanozin-monofosfatu, GMP (19), osnovnim gradevnim jedinicama nukleinskih Kkiselina
DNA (eng. deoxyribonucleic acid) i RNA (eng. ribonucleic acid) (slika 16). Adenin i gvanin
se u molekulama DNA i RNA sparuju s komplementarnim pirimidinskim bazama. Adenin se
sparuje s timinom u molekuli DNA i s uracilom u molekuli RNA tvoreci dvije vodikove veze,

a gvanin s citozinom preko tri vodikove veze.

NH,
N J N
N NH
7 7
ﬁ N (\)\ N N~ “NH,
-Of;‘n—o o 'O—IT—O o
: O
OH OH OH OH
18, adenozin-monofosfat (AMP) 19, gvanozin-monofosfat (GMP)

Slika 16. Strukture purinskih nukleotida AMP i GMP

Adenin je takoder prisutan u adenozin-5'-trifosfatu (ATP), glavhom izvoru energije.
Sastavni je dio nikotinamid-adenin-dinukleotida (NAD) i flavin-adenin-dinukleotida (FAD),
koenzima klju¢nih za odvijanje oksido-redukcijskih reakcija u stanicama, te acetil-koenzima
A (AcCoA). Nadalje, ciklicki purinski nukleotidi (cAMP i ¢cGMP) djeluju kao vazni
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sekundarni glasnici ili kao neurotransmitori vezujuéi se za adenozinske receptore [86]. Drugi
prirodni analozi purina su mokraéna Kiselina, ksantin i hipoksantin, te derivati ksantina,
kafein, teobromin i teofilin, koji su prisutni u kavi, ¢ajevcu i kakaovcu i djeluju stimulirajuce

na sredi$nji ziv¢ani sustav (slika 17).

/)\: ;\O 7 //&U y />

20, ksantin 21, mokracna kiselina 2, kafein 23, teobromin

Slika 17. Strukture nekih prirodnih derivata purina.

Njemacki nobelovac, Emil Fischer, prvi je sintetizirao purin 1898. godine iz mokra¢ne

kiseline izolirane iz bubreznih kamenaca, prema ¢emu su i dobili naziv purin (eng. pure

urine) (shema 6) [86].

0 cl
H
HN N PCl; N7 \ CHILPHl zn N 5N
T Lot e e 17 2 S
o~ >N~ N cl N
N H H

Shema 6. Sinteza purina iz mokracne kiseline.

Purini se mogu lako prirediti dobro poznatim reakcijama iz odgovaraju¢ih imidazolnih
i pirimidinskih prekursora, poput reakcije N-aciliranja diaminopiridina (shema 7a) i reakcije
derivata 5-aminoimidazol-4-karboksilne kiseline s izocijanatima ili odgovaraju¢ih amidima s

ortoesterima (shema 7b) [86].

a) NH, NH,
H
NZ NH,  R,cox NZ N
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N ROC.__N RNCO/ Ry N
HN MeON N
g " B
Ry™ N7 N MREs N N N N
Rg

b)

2 \
Rg R9

R, = H ili alkil R = OEt, NH,

Shema 7. Sinteza purina iz (a) pirimidinskih i (b) imidazolnih prekursora.
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Kondenzacija 5,6-diaminopiridina s mravljom kiselinom jo§ je poznata i kao
Traubeova sinteza purina u kojoj se [4+1] cikloadicijom zatvara imidazolni prsten (shema 8)
[87].

NH, o) NH,
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Shema 8. Mehanizam Traubeove sinteze adenina.

2.3.1. Bioloski vazni purinski derivati

Purinska baza smatra se povlastenom strukturom [21] u medicinskoj kemiji 1
strukturna je jedinica nekih lijekova odobrenih za lijecenje akutne leukemije (merkaptopurin,
nelarabin), antivirusnih  lijekova (aciklovir, penciklovir, ganciklovir, abakavir),
imunosupresiva (azatiopurin), antitromboznih lijekova (kengreal) i antitumorskih agenasa
(fludrabin, kladribin, klofarabin, tenofovir) (slika 18) [86, 88].
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24, merkaptopurin azatlopurln 26, amklowr 27, tenofovir ~" “OH
HN NH;
N N
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SN N N cl N N
,,/”/OH //OH
28, abacivir 29, kladribin

HO

Slika 18. Primjeri lijekova s purinskom jezgrom.
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Polovica svih proteina kodiranih ljudskim genomom, koji su prepoznati kao
potencijalne mete u razvoju lijekova, ovise o purinskim nukleotidima (ATP, GTP, cAMP,
FAD i NAD) kao kofaktorima ili supstratima u njihovoj funkcionalizaciji. Stoga, purinski
derivati posjeduju veliki potencijal u interferiranju s vaznim stani¢nim funkcijama kao i $irok
spektar bioloSke aktivnosti [86]. Analozi purinske nukleobaze pokazali su znacajno
antitumorsko [89-93], antivirusno [94, 95] i antibakterijsko [96] djelovanje, te aktivnost
protiv neurodegenerativnih oboljenja poput Alzheimerove bolesti i depresije [97]. Nadalje
inhibitori su mikrotubulina [92, 93], proteina toplinskog Soka (HSP90) [98], fosfodiesteraza
(PDE) [99], sulfon-transferaza (ST) [86] i velikog broja proteinskih kinaza [86, 100], poput
CDK, MAPK, PDGFR, PI3K i dr. (slika 19).

Alergjie

Astma Induktor
interferona

Antidiabetik Antibakterijsko

sredstvo

Metabolizam

kalcija Antivirotik
Leukemia Protuupalno
sredstvo
Prosur’;‘ég% sko Diferencijacija
mati¢nih stanica
CMmVv
Osteoporoza
Anksiolitik

Resorpcija

' . mati¢ne kosti
Antidepresiv Parkinson

Alzheimer

Slika 19. Potencijalna bioloska primjena purinskih derivata. Unutar kruga su oznacene mete

djelovanja, a izvan kruga potencijalna primjena [86].

Uvodenje supstituenata u polozaje 2, 6 i/ili 9 pokazalo se klju¢nim za ucinkovito i
selektivno vezanje na kinaze, a time i djelovanje protiv tumorskih stanica [86, 100].
Visefunkcionalni (di-, tri- i tetra-supstituirani) purini mogu se prirediti iz razli¢ito aktiviranih
purinskih intermedijara reakcijama nukleofilne supstitucije, reakcijama kataliziranim s
prijelaznim metalima, N-alkiliranjem/aciliranjem, te Vorbriiggenovom reakcijom [86] (slika
20).
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Slika 20. Priprava visefunkcionalnih purina.

Hibridi purina s drugim biciklickim heterociklima poput benzotiazola [101] i
benzimidazola [102] pokazali su snaznu antitumorsku aktivnost. Primjerice adeninski derivat
30 koji je pokazao snazno djelovanje protiv stanica karcinoma dojke (MCF-7) inhibirajuci
protein HER-2 (ICsp = 35 nM), te 2-pirolidinski derivata 31, koji je pokazao snazno
djelovanje na gotovo svih 60 odabranih stani¢nih linija karcinoma pri koncentraciji 10° M i
visoku osjetljivost na stanice karcinoma debelog crijeva (Glsp = 3,16 uM), srediS$njeg
ziv€anog sustava (Glsp= 2,00 uM) i jajnika (Glsp = 1,36 uM) (slika 21). Hibrid 31 pokazao je
i znacajnu aktivnost kao selektivni inhibitor Aurora-A-kinaze s ICsq vrijednosti od 0,01 pM.
Studije molekularnog uklapanja potvrdile su interakcije ove klase spojeva u aktivnom mjestu

Aurora-A-kinaze, te selektivnost u odnosu na enzime Aurora B/C.

% @Em
\%s
\\H\N>4 G
Slika 21. Hibridi purina s benotiazolom i benzimidazolom.

Nadalje, 6-pirol- i 6-piperidin-purinski hibridi s kumarinima povezanim preko
alifatskih lanaca pokazali su djelovanje na monoamino-oksidaze (MAO) i acetilkolin-esterazu
(AChE) [103]. Spoj 34 pokazao je djelovanje kao selektivni inhibitor MAO-A i snazno
antioksidativno djelovanje, dok je spoj 33 pokazao umjereno antioksidativno djelovanje i

potpuno selektivno djelovanje na enzime MAO-A i AChE (slika 22).
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Slika 22. Hibridi purina i kumarina.

2.3.1.1. Bioloski vazni 6-klorpurinski derivati

Klorpurinske baze imaju vaznu ulogu u sintezi purinskih derivata jer omogucéuju
jednostavno uvodenje raznih funkcionalnih skupina [104]. Klor u polozaju C6 je najvise
podloZzan supstituciji, te potom klor u polozaju C8 i C2. Nadalje, derivati 6-klorpurina
pokazali su takoder i biolosku aktivnost, poput antitumorskog [105-107], antivirusnog [108],
antibakterijskog [109] i antituberkulostatskog [110].

Nukleozidini analozi 6-kloropurina s L-askorbinskom kiselinom (36 i 37) kao Se¢ernim
mimetikom pokazali su aktivnost na stanice karcinoma vrata maternice (36; HelLa, 1Cso = 6,8
uM), gusterace (36; MiaPaCa-2, ICsp = 6,5 uM) [111] i leukemije (37; L1210, ICso = 4,5 uM,
te leukemije limfoblasta (37; CEM, ICsy = 4,0 uM) [112]. Uz antitumorsku aktivnost,
pokazali su i antivirusno djelovanje protiv herpes simpleks virusa tipa 1 i tipa 2 (HSV-1,
HSV-2) i varicela zoster virusa (VZV), pri ¢emu adeninski analog (38) pokazuje znatno
slabije antitumorsko i antivirusno djelovanje u odnosu na odgovarajuci klorirani analog (37)
(slika 23).

: Ry= Cl, Ry= OBn, Ry= OBn
7, R1= Cl, R2: OMe, R3= OMe
; R4= NH, R,= OMe, R;= OMe

BRIS

Slika 23. Nukleozidni analozi purinskih izostera i L-askorbinske kiseline.
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Kode i suradnici [113] priredili su simetri¢ne bis-purinske dimere 6-klorpurina (42a—
42c, 45), 2,6-diklorpurina (43a-43c, 46) i adenina (44a—44c,47) povezanih preko fenilnih i
bisfenilnih premosnica u para, meta i ortho polozaju (shema 9). Bis-2,6-diklorpurinski
analozi povezani fenilnom premosnicom (43a-43c) pokazali su najsnazniju antitumorsku
aktivnost na preko 60 razlicitih stani¢nih linija karcinoma pluca, debelog crijeva, sredi$njeg
ziv€anog sustava, jajnika, dojke, bubrega, prostate, melanoma i leukemije (43a; 1Csp = < 0,01-

19 uM, 43b; ICso = 1,7-12 uM, 43c; ICso = 0,01-21 uM.
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39; R,= H, Rg= CI
40; Ry= Cl, Rg= Cl Re
41

Re
: Ry= H, Rg= NH, cl Y ] N)KN\> (/Nl//gN
=t T L

:Ry=H, Rg= Cl
: Ry=Cl, Rg=CI
- Ry= H, Rg= NH,

RE&
~N IO

Shema 9. Sinteza simetri¢nih bispurinskih analoga s antitumorskim djelovanjem.

Nadalje, Thalassitis i suradnici [114] priredili su seriju mono- (48a-50a) i bis-6-
klorpurina (51) povezanih s pirazolinom i pirazolom, i njihove analoge u kojima je klor u

polozaju C6 zamijenjen s odgovaraju¢im ciklickim aminima (48b—48e, 49b—49e, 50b-50¢)

(slika 24). Priredenim spojevima ispitano je antiproliferativno 1 antioksidativno djelovanje, te
inihibicija trombina. Klorirani derivati pokazali su snaznije antitumorsko djelovanje u odnosu
na odgovarajue aminske derivate, a bis-6-klorpurinski derivat (51) najsnazniu inhibiciju

lipooksigenaze (92 %).
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Slika 24. Mono- i bis-6-klorpurinski derivati s pirazolom i pirazolinom.
2.3.1.2. Sinteza hibrida purinai 1,2,3-triazola

Kako 1,2,3-triazol pokazuje svojstva idealne premosnice, ali i znacajna farmakoloska
svojstva, te se moze prirediti brzom i jednostavnom click reakcijom u visokom iskoristenju
(poglavlje 2.2.) [62-66], taj je heterocikl pronasao Siroku primjenu u racionalnom razvoju
novih bioloski aktivnih molekula [115] primjenom molekularne hibridizacije [12-15],
koncepta koji se temelji na povezivanju dvaju ili viSe bioloski aktivnih heterociklickih sustava
u novu strukturu s poboljSanim djelovanjem u odnosu na pocetne molekule (slika 1, poglavlje
1). U literaturi se mogu pronaci hibridi purina i 1,2,3-triazola u polozajima C-2, C-6, C-8 i N-

1 purinske jezgre, koji su pokazali Sirok spektar bioloSkog djelovanja.

Uvodenjem triazolnog prstena u polozaje C-2 i C-6 purinskih nukleozidnih analoga
priredeni su selektivni inhibitori adenozinskih receptora. Cosyn i suradnici [116] pripravili su
2-triazolil-supstituirane analoge adenina, koji su pokazali selektivnu aktivnost na A3
adenozinski receptor u niskom nanomolarnom podruc¢ju (shema 10). 2-triazolil-purinski
hibridi vezani za C-4 polozaj triazolnog prstena (55a-55c) sintetizirani su iz 2-alkinilnog
prekursora 54 priredenog Sonogashirinom reakcijom iz spoja 53. Nukleofilnom supstitucijom
kataliziranom Cu(l) pripravljen je 2-azidopurinski prekursor 56 koji je potom preveden u 2-

triazolil-purinske hibride vezane za N-1 polozaj triazolnog prstena (57a-57K).
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Shema 10. Sinteza 2-(triazol-1-il)-adneozinskih derivata.

Nadalje, 6-triazolil-supstituirani nukleozidni derivati purina, priredeni kao i 2-
triazolilni derivati iz 6-alkinilnog prekursora, pokazali su djelovanje kao agonisti A;
adenozinskog receptora (A1AR), poput mono-triazolilnog derivata 58 (ICso = 0,29 uM), dok
bis-purinski analog 59 djeluje kao antagonist AjAR (ICsp = 11 puM), odnosno povecava
sintezu cAMP (slika 25) [117]. 8-triazolil-adeninski hibrid 60 selektivno inhibira A;
adenozinski receptor, a njegov 3-deazapurinski analog 61 pokazuje djelovanje kao inhibitor
Aza adenozinskog receptora. Uvodenjem butilnog lanca u polozaj 2 purinskog prstena (62)
dodatno se povecava u¢inkovitost vezanja za Aja i A; adenozinske receptore (62; Aza, Ki=
10,7 nM; A4, Ki= 103 nM). Spoj 62 pronasao je primjenu u lijeCenju Parkinsonove bolesti
[118,119].
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Slika 25. 6- i 8-triazolill-supstituirani purinski hibridi koji djeluju na adenozinske receptore.

Uz djelovanje na adenozinske receptore hibridi purina s 1,2,3-triazolnim prstenom
pokazali su djelovanje i kao inhibitori proteinskih kinaza. Nair i suradnici [120] priredili su N-
9-triazolil-purinske hibride, koji su pokazali djelovanje kao inhibitori CDK5 kinaze ovisne 0
ciklinu (shema 11). N-alkiliranjem purina s propargilnim bromidom dobiven je N-propargilni
derivat 64, koji zatim podlijeze in situ Cu(l)-kataliziranoj dipolarnoj cikloadiciji s
odgovaraju¢im fluorfenilnim bromidom (shema 11). O-fluorbenzilni derivat 66 inhibira
CDKS5/p25 kinazu gotovo jednako kao referentni inhibitor roskovitin 5 (slika 8), te je in silico
molekulsko uklapanje pokazalo kako se oba spoja vezu u vezno mjesto ATP-a sa sli¢nim

energijama vezanja.

: N HNJQ

N~ N> PhNH, Et;N N\ _Propargil-bromid
PN
Cl N

N, +BuOH, 80 " +BUOH, 60°C, )\ N> K,CO5; DMSO, Cl)\
H 15 min H 0
80 °C
39 63 64 \\\

—

RBr, NaN3,
CuBr, Et3N,
DMSO, s.t.,

30 min :
HN

65-68
;R=H 67; R= 2,6-difluor
; R=o-fluor 68; R=1,2,3,4,5-pentafluor

=1
o [

Shema 11. Sinteza 6-fenilamino-9-triazolil-purinskih derivata.
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Ferincola i suradnici [121] pripravili su bis-purinske hibride vezane preko triazolne
premosnice kao inhibitore cikli¢kog digvanozin-monofosfata (c-di-GMP), koji ima funkciju
sekundarnog glasnika, te ima klju¢nu ulogu u stvaranju biofilma kod bakterija, citotoksi¢nosti
i progresiji stani¢nog ciklusa. C-di-GMP reguliran je diguanilat-ciklazom i fosfodiesterazom.
Kao najucinkovitiji inhibitori ciklickog di-GMP-a pokazali su se gvanozinski dimer 69 i 2-
amino-6-klorpurinski dimer 70 (slika 26).

R N R
N\ r/
— N=N -
N N \ N—{ N
(AN~
HoN NH,

69; R = karbonil 70; R=CI

Slika 26. Bis-purinski hibridi vezani preko 1,2,3-triazolne premosnice.

Skupina indijskih autora [122] priredila je teofilin-nukleozidne analoge povezane 1,2,3-
triazolnom premosnicom u click reakciji nukleozidinih azida i odgovarajucih teofilnih
terminalnih alkina, te je ispitano njihovo antiproliferativno i antibakterijsko djelovanje.
Spojevi 71 i 72 pokazali su najsnaznije antiproliferativno djelovanje inhibirajuéi rast stanica
karcinoma pluéa (A549), karcinoma debelog crijeva (HT-29), karcinoma dojke (MCF-7) i
melanoma (A375) (slika 27).

o

Cr

N

0 X 0 OH 1Cso (M)
r = Spoj AB549 HT-29 MCF-7 A375
N N NN o 71 256 219 180 489
A ALe "
o l\‘l N

N 72 357 290 210 589

0]

(0]
71; X =~_ N 72; X =+ _ o .-

Slika 27. Teofilin-nukleozidni analozi povezani 1,2,3-triazolnom premosnicom s

antiproliferativnom aktivnosti.

8-triazolil-purinski nukleozidni derivati 73a-73i su takoder pokazali izvrsna
fotofizikalna svojstva, §to ith ¢ini obecavaju¢im fluorescentnim probama (slika 28) [123].

Click kemijom omoguceno je jednostavno podesavanje fluorescentnih svojstava nukleozida.
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Valna duljina emisije varira u ovisnosti o supstituentu na triazolnom prstenu, bez znacajne

promjene apsorpcijskih svojstava.
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Slika 28. Primjer 8-triazolilpurinskih derivata i njihovih fotofizikalnih svojstava 73a—73i.
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2.4. Purinski izosteri

Bioizosterija jedan je od pristupa koji se koristi u racionalnom razvoju lijekova i
odnosi se na zamjenu strukturnih fragmenata ili funkcionalnih skupina koji sadrze slicne
oblike i dimenzije, priblizno jednaku raspodjelu elektrona, imaju sli¢na fizikalna svojstva i
biolosko djelovanje. Strukturne promjene na predvodnim spojevima koristenjem bioizosterije
dovele su do poboljSanja selektivnosti, smanjenja nuspojava i toksi¢nosti, te poboljSanja
farmakokinetickih svojstava, poput metaboli¢ke stabilnosti [6, 124]. Jedna od mogucénosti
bioizosterije je zamjena prstena ili nekog drugog fragmenta (eng. scaffold hopping) u kojima
se skelet predvodne male molekule zamjenjuje bioizosterom [124]. Skelet moze biti od
izuzetne vaznosti za stvaranje interakcija s ciljanom metom ili moZze omoguciti supstituciju s
funkcionalnim skupinama u odgovaraju¢oj geometrijskoj konfiguraciji. Strukturno
modificirani prirodni purini, osobito koriStenjem izosternih prstenastih sustava poput aza- i

deazapurinskih izostera, u sredistu su istrazivanja novih bioloski aktivnih molekula [86].

Velik broj purinskih izostera odobreni su kao antitumorski lijekovi, poput vec
spomenutih inhibitora CDK4/6, abemcikliba (7) i ribocikliba (8) (slika 8) [59-61], koji se
koriste za lijecenje karcinoma dojke, te inhibitora BTK (eng. Bruton's tyrosine kinase) tirozin-
kinaze, ibrutiniba (74) [125] odobrenog za lijecenje leukemije, inhibitora kinaze B-Raf,

vemurafeniba (75) odobrenog za lijeCenje melanoma [126] i inhibitora EGFR, osimertiniba

(76) koji je pronasao primjenu u lijecenju karcinoma pluca ne-malih stanica [127] (slika 29).

(N(CHS)Z

C«

74, ibrutinib 75, vemurafenib 76, osimertinib \

Slika 29. Purinski izosteri odbreni kao antitumorski lijekovi.

39



2. OPCI DIO

Nadalje, ovaj se heterociklicki prsten takoder pokazao znaCajnim u razvoju
antitumorskih agenasa koji djeluju na vise meta s ciljem smanjenja rezistentnosti i povecéanja
uc¢inkovitosti, poput multi-kinaznog inhibitora sunitiniba (77) [128], pazopaniba (78) [129] i

aksitiniba (79) [130], koji su koristeni za lijeGenje karcinoma bubreZnih stanica (slika 30).

.
0=s=0 \
HN O
(e}
s §
/ \ NH NH
/ N N— N)\N =
F " < K/‘K <
(0] N N
N \
H
77, sunitinib 78, pazopanib 79, aksitinib

Slika 30. Purinski izosteri odbreni kao antitumorski lijekovi.
2.4.1. 7-deazapurini

7-deazapurin ili pirolo[2,3-d]pirimidin je izoster purina u kojem je duSikov atom u
polozaju 7 purina zamijenjen s ugljikovim atomom, te je strukturni dio velikog broja
prirodnih antibiotika poput tubercidina (80), tojokamicina (81), sangivamicina (82) i
kadegoumicina (83) (slika 31) [131]. Ovi prirodni nukleozidni analozi pokazali su
citotoksi¢nu aktivnost na stanice karcinoma pluca ne-malih stanica A549 (80; ICso = 0,001
uM, 82; ICsp = 0,006 uM) i karcinoma prostate HTB-81 (81 1Cso = 0,012 uM) [132].
Njihovim fosforiliranjem omogucena je ugradnja u RNA i DNA molekule, $to uzrokuje
nepravilnosti u funkciji nukleinskih kiselina. Zamjena atoma N7 s ugljikovim atomom ¢ini
peteroclani prsten bogatiji elektronima ¢ime je omoguceno uvodenje dodatnih supstituenata.

Uvodenjem halogena u C7 polozaj prirodnih antibiotika znacajno se smanjuje njihov toksi¢ni

ucinak.
NH, g, o R,
NN N \
Ny &
NT N H,NT >N N
OH H OH
@) o
OH OH OH OH
80,tubercidin; R; = H 83, kadegoumicin; R; = COOH

81 tojokamicin; R; = CN
82, sangivamicin; R; = CONH

Slika 31. Prirodni pirolo[2,3-d]pirimidini.
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Pirolopirimidinska jezgra oponasa purinski prsten molekule ATP-a, te moze djelovati
kao kompetitivni inhibitor proteinskih kinaza vezujuéi se u podru¢je zgloba. Uz veé
spomenuti inhibitor CDK4/6, ribociklib (slika 8), ovaj purinski izoster takoder je sastavni dio
antitumorskog lijeka pemetrekseda (84), koji djeluje kao antifolat odobren za lijeCenje
karcinoma pluca, te inhibitora Janus-kinaza JAK1 i JAK2 ruksolitiniba (85), koji se koristi za

lijecenje karcinom kostane srzi i krvnih stanica (slika 32) [131].

HOOC,
o,/ \_-cooH
NH N
4
N—N
/
=
(0]
g 0
~ =~
N N
HoN N H N N
84, permetreksed 85, ruksolitinib

Slika 32. Odobreni 7-deazapuriniski antitumorski lijekovi.

Pirolo[2,3-d]pirimidini se mogu prirediti kondenzacijom pirimidinskog prstena na
supstituirani pirolni prsten pomocu amidnih veza s derivatima uree, estera i formamida ili
njihovih retrosintetskih analoga (izocijanata ili orto-estera) kao Cl-gradivnih jedinica, te
kondenzacijom 4-aminopirimidina Koji sadrzi 2-oksoetilni (ili alkilni) supstituent u polozaju 5
(shema 11) [131].
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Shema 11. Metode A i B za sintezu 7-deazapurina[131].
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Razli¢itim kemijskim transformacijama, najcesc¢e u polozajima 2, 6, 7 1 9 uspjesno su
priredeni brojni 7-deazapurinski derivati, koji uz antitumorsku aktivnost pokazuju i
antivirusno, antibakterijsko i antiinflamatorno djelovanje [131-135]. Njihova aktivnost se
naj¢eS¢e moze pripisati inhibiciji Kinaza, poput CDK, MAPK i receptorskih tirozin-kinaza
VEGFR i PGFR [131, 132, 136, 137].

Pudlo i suradnici [138] priredili su aciklicke pirolopirimidine supstituirane u polozaju
7 (86—90) (slika 33). Uvodenjem halogena u polozaj C-7 deazapurina poveéava se inhibitorna
aktivnost protiv stanica miSje leukemije, L1210 i virusa herpesa HSV-1 i CMV. Bromirani
analog 87 pokazao je najbolju antitumorsku aktivnost (L1210; ICsp= 0,7 pM), dok

nesupstituirani i analozi supstituirani metilom nisu pokazali znacajnije djelovanje.

|°|®|00|\l|65
oM e
Py
<
0]

OH
Slika 33. Halogenirani acikli¢ki 7-supstituirani-7-deazapurini.
2.4.1.1. Bioloski vazni hibridi 7-deazapurina i 1,2,3-triazola

Bioizosternom zamjenom pirazolnog prstena antitumorskog lijeka ruksolitiniba 85
(slika 32) s 1,2,3-triazolnim prstenom Gehringer i suradnici [139] priredili su snaZzne 6-
triazolil-7-deazapurinske inhibitore Janus kinaza JAK1-3, odgovorne za fosforiliranje
receptora citokina koji ima klju¢nu ulogu u stani¢nom rastu (shema 12). Click reakcijom
sintetizirana je serija od 38 analoga ruksolitiniba od kojih su spojevi 94 i 95 pokazali
najsnaznije inhibitorno djelovanje na kinazu JAK1 (94; ICso= 2,7 uM; 95; ICs0= 1,4 uM),
JAK2 (94; 1Cs0= 2,5 uM; 95; ICs0= 0,87 uM) i JAK3 (94; 1Cs0= 0,04 uM; 95; 1Cs0= 0,97
uM). Kljucni alkinilni prekursor 93 prireden je Sonogashirinom reakcijom, a kao kataliticki

sustav u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji koristen je bakrov(II) sulfat i natrijev askorbat (shema 12).
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Shema 12. Sinteza 6-triazolil-7-deazapurinskih izostera ruksolitiniba 94 i 95.

2.4.2. Benzimidazoli

Benzimidazoli su heterociklicki spojevi gradeni od imidazolnog prstena
kondenziranog na benzensku jezgru, a dolaze u obliku dva tautomera (slika 34). Polozaji 51 6,
kao i supstituenti na tim polozajima u prstenu, kemijski su ekvivalentni. U N-supstituiranim
benzimidazolima nema tautomerije, te se mogu izolirati i karakterizirati kao dvije razlicite

molekule tj. izomeri.

®

N/ H
N
@> — L
ﬁ(/—\) b
N
Y

Slika 34. Tautomerne strukture benzimidazolne jezgre.

Poput imidazola su amfoterng karaktera, zbog bazi¢nog i kiselog dusikovog atoma
[140]. U svojoj strukturi imaju pirolni dusik, koji doprinosi aromatskom sekstetu, i piridinski
dugik, ¢iji je slobodni elektronski par u sp® orbitali i ne doprinosi aromatskom sekstetu.
Benzimidazol (pK; 5,4) je umjereno bazican, te se njegov duSik u polozaju 3 moze
protonirati, ali isto tako se dusik na polozaju | moze deprotonirati kao slaba kiselina. Prvi put
je sintetiziran 1872. godine redukcijom i dehidratiranjem 4-metil-2-nitroacetanilida (shema

13) i jedan je od najstarijih poznatih dusikovih heterocikla [141].
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Shema 13. Sinteza benzimidazola iz 4-metil-2-nitroacetanilida.

Benzimidazolni derivati se mogu prirediti reakcijom 1,2-diaminobenzena s
karboksilnim kiselinama u snaznim dehidratacijskim uvjetima koristec¢i jake kiseline poput
klorovodi¢ne (Filipsova metoda), polifosforne, borne ili p-toluensulfonske kiseline.
Provodenjem sinteze u blazim reakcijskim uvjetima uz Lewisove kiseline iskoristenje reakcije
je vece 1 reakcijske smjese se lakSe procis¢avaju. Sinteza benzimidazola reakcijom o-
fenilendiamina i aldehida zahtijeva oksidacijsko sredstvo poput benzokinona, joda,
bakrovog(ll) acetata ili natrijevog bisulfita. Takoder se mogu pripravljati iz 1,2-
diaminobenzena s derivatima karboksilnih kiselina poput nitrila, imidata, ortoestera, anhidrida
ili laktona (shema 14) [142].

NH, o . N
L., e —— O
NH, N

R' = kiselina, aldehid, nitril, imidat, ortoester, anhidrid ili lakton
Reakcijski uvijeti (i): jaka kiselina/ blagi uvijeti/ oksidacijsko sredstvo

Shema 14. Sinteza benzimidazola reakcijom o-fenilendiamina i aldehida.

Iako se svih sedam polozaja na benzimidazolnoj jezgri moze supstituirati razlicitim
kemijskim entitetima, vec¢ina bioloski aktivnih benzimidazola imaju funkcionalne skupine u
polozaju 1, 2 i/ili 5, 6, te ¢ine mono-, di- ili tri-supstituirane analoge. Najistaknutiji prirodni
benzimidazolni derivat je N-ribozil-dimetilbenzimidazol, koji je aksijalni ligand za kobalt u
vitaminu Bj,. Ova N-heterociklicka jezgra sastavni je dio antitumorskih lijekova poput vec¢
spomenutog inhibitora CDK4/6 abemacikliba 7 (slika 6) i alkiliraju¢eg agensa bendamustina
100, koji se koristi u lijecenju leukemije, lijekova odobrenih kao inhibitora protonskih pumpi
(omeprazol, 101), antihistaminika (emedastin, 102), fungicida (tiabendazola, 103) i

antihipertenziva (kandesartan, 104) prikazanih na slici 35 [88, 141].
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Slika 35. Primjeri odobrenih lijekova s benzimidazolnom jezgrom.
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Benzimidazoli se mogu svrstati u takozvane povlastene strukture jer se vezu na veliki
broj receptora s visokim afinitetom i pokazuju Sirok spektar bioloskih djelovanja poput
antiinflamatorne i analgetske, antifungalne, antibakterijske, antivirusne, antiproliferativne,
antitripanosomske, antioksidativne i antituberkulostatske aktivnosti [141-144]. Derivati
benzimidazola, uz interakciju s molekulom DNA [145], inhibiraju velik broj proteinskih
kinaza poput kasein-kinaza (CK1, CK2), glikogen-sintaza (GSK-3), fosfatidilinozitol-3-
kinaza (PI3K), receptor tirozin-kinaza (EGFR, VEGFR, PDGFR, IGFR), kinaza ovisnih o
ciklinu (CDK), kinaza brzo rastuc¢ih fibrosarkoma (RAF) i mitogenom aktiviranih kinaza
(MEK, ERK, p38 MAPK) [146, 147]. U klinickim ispitivanjima kao antitumorski agensi se,
uz spomenute inhibitore mitogenom aktivirane kinaze MEK selumetiniba 3 i binimetiniba 4
(slika 6), nalaze i inhibitor kinaze CDK AG-024322 (105) [148], inhibitor PARP veliparib
(106) [149] i multi-kinazni inhibitor dovitinib (107) [150] (slika 36).

& o ™ o

N\C[N NH
A\
N \

H

HoN

107; dovitinib F

Slika 36. Primjeri benzimidazolnih inhibitora proteinskih kinaza u klini¢kim ispitivanjima

kao antitumorskih agenasa.
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Bis-benzimidazoli spadaju medu najistrazivanije klase heterociklickih spojeva, koji su
pokazali snazno antitumorsko djelovanje vezanjem u mali utor molekule DNA. Jedan od
najznacajnijih derivata bis-benzimidazola je Hoechst 108, fluorescentno bojilo koje sluzi za
oznacavanje molekule DNA (slika 37). Ima polukruznu planarnu strukturu koja prati DNA
uzvojnicu i nabijene krajeve, te se veze u elektronegativan mali utor DNA molekule bogat

sekvencama adenina i timina [151].

oA

~

HO 108; Hoechst 33258

Slika 37. Struktura bis-benzimidazola Hoechst 33258.

Kako je spoj 108 pokazao djelovanje kao inhibitor topoizomeraze I, dizajnirani su
analozi sa snaznim antitumorskim djelovanjem. Singh i suradnici [152] pripravili su 2-aril
disupstituirane 2-bis-benzimidazole (109-111) prikazane na slici 38. Klorirani derivat 110 je
pokazao najsnaznije antitutumorsko djelovanje na stanice karcinoma vrata maternice HeLa
(IC50= 0,6 uM), dok je spoj 109 s metoksi supstituentima na fenilnoj jezgri pokazao najvecu
selektivnost. Spojevi 110 i 111 s halogenim supstituentima takoder su ostvarili snaznije

interakcije s CtDNA i u¢inkovitiju inhibiciju enzima topoizomeraze L.

NH
+ N
R
’ 109-111
R4
109; Ry= R,= H 110; R;=Ry=Cl 111; R;=Ry=F
R2= R3= OCH3 R2= R4= H R2= R4= H

Slika 38. Bis-benzimidazolni derivati s antitumorskim djelovanjem.
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2.4.2.1. Sinteza amidino-supstituiranih benzimidazola

Amidini su duSikovi derivati karboksilnih kiselina i estera opce formule
RhE(=NR)NR; i jedna su od najjat¢ih necutralnih baza, odnosno superbaza [153, 154].
Protoniranjem sz hibridiziranog dusika, pozitivan naboj se moze delokalizirati izmedu oba
dusikova atoma, pri ¢emu se dobiva amidinijev ion koji posjeduje C—N veze jednakih duljina
(shema 15).

H®_H H.:-_H
NH ut ~N~ N~
M, — | ™ e
R NH, R™ { NH, R QIHZ
Amidin Amidinijev ion

Shema 15. Protoniranje amidina.

Amidini su strukturni dijelovi brojnih bioloski aktivnih spojeva poput antibiotika
distamicina, antivirusnog lijeka amidinomicina i antiprotozoalnih lijekova pentamidina i
berenila [155, 156], koji su pokazali takoder i snazno antitumorsko djelovanje [157]. Medu
poznatim pozitivno nabijenim skupinama, amidini privlace paznju zbog mogucnosti stvaranja
vodikovih veza i afiniteta prema bioloskim metama. Navedena strukturna jedinica omogucuje
prolazak kroz stanicne membrane, ¢ime izravno utjeCe na raspodjelu spojeva unutar
organizma. Mogu se prirediti iz nitrila Pinnerovom reakcijom, metodom amidoksima i
nukleofilnom adicijom litijevog heksametildisilizana (LHMDS) [158]. Sinteza amidina iz
nitrila ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima nitrila, definiranim ponajprije funkcionalnim
skupinama na nitrilu (elektron donorske ili akceptorske skupine) i steriCkim utjecajima oko
nitrilne skupine. Pinnerova metoda je najceS¢e koriStena metoda za pripravu amidina i
ukljucuje dva stupnja: prevodenje nitrila u iminoester kiselo-kataliziranom nukleofilnom

adicijom alkohola te supstituciju s aminom ili amonijakom.

+ NH + +
NH NH
_H _..__Hc (N2 (N 2
R—C=N —— RZC=EN ——> R—X«~ — |R-C—NH,R'| —> R + ROH
\
C)RI .. ' NHR"
R'—OH NH,R" OR

Iminoester

Shema 16. Sinteza amidina Pinnerovom reakcijom.

Amidino-supstituirani  derivati  benzimidazola pokazali su  antitumorsko,

antibakterijsko i antiprotozoalno djelovanje najées$¢e stvaranjem kovalentnih interakcija u
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malom utoru molekule DNA. Cindri¢ i suradnici [159] priredili su hibride benzotiazola i
benzimidazola kao derivate benzo[b]tieno-2-karboksamida (117-119) te ispitali njihovo
antiproliferativno djelovanje i interakcije s ctDNA. Benzimidazolni hibridi priredeni su iz
odgovaraju¢ih  3-klorbenzo[b]tiofen-2-karbonil-klorida i  2-aminobenzimidazola, a
odgovarajuc¢i 2-imidazolinilni derivati priredeni su Pinnerovom reakcijom iz cijano derivata
(shema 17). Pripravljeni spojevi pokazali su snazno antiproliferativno djelovanje na
tumorskim stanicama vrata maternice (HeLa) 1 jetre (HepG2). Najsnaznije interakcije s

CtDNA su pokazali bis-amidinski derivati.

cl
H
N
N_cocl + HN—
R S N R, N
110; R;=H 112;R=H  114;Ry="-< ]
N _ N
m, R'] CN Et3N, lr R2_ CN H
DMF/toluen
. Cl
EtOH, HCI(g) 0
o
N R, Rz
R N
115; R,= CN, R,= CN b lmo
116; Ry= CN, Rp= H 118 Ry= Ry ]
H
T Ry=H. R=" <N] 119; Ry= <N] R,= H
H N
H

Shema 17. Sinteza hibrida amidino-supstituiranih benimidazola kao derivata benzo[b]tieno-2-

karboksamida.

Karaaslan i suradnici [160] priredili su mono- i di-kationske amidino-supstituirane
derivate benzimidazola koji pokazuju snazno antitumorsko djelovanje u nanomolarnom
podru¢ju na stanice karcinoma dojke (MCF-7). Benzimidazoli su priredeni ciklizacijom
odgovarajuc¢ih o-fenilendiamina i izocijanata (shema 18). Spojevi 123a-123d djeluju na
stanice MCF-7 snaznije od referentnih lijekova imatinib-mesilata i docetaksela. Usporedujuci
ovisnost strukture o antitumorskoj aktivnosti, N-izopropilamidinski derivati benzimidazola
pokazuju najbolje djelovanje. Priredenim spojevima su takoder racunski odredeni parametri

Ro5 te su predvidena dobra ADMET svojstva.
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NH, N H
0,
R NH, THF,70°C g N
120a; R=CN 121a; R'= CN 122a: R=CN, R'=CN  122c; R= Br, R'= CN
120b; R=H 121b; R'=H 122b: R= H. R'=CN 122d; R=CN, R'=H
120c; R=Br
EtOH, | .
HCI(g) amin
N
H
O
R N
NH NH
123a; R=R'="- 123c; R=Br, R=--4
HN{ NH,
NH NH

123b; R= H, R'=--% 123d; R=--4 ,R=H
e e

Shema 18. Sinteza amidino-supstituiranih derivata benzimidazola 123a-123d.

Nadalje, amidino-supstituirani derivati bezimidazola pokazuju i snazno djelovanje
protiv parazita Trypanosoma brucei. Farhat i suradnici [161] priredili su seriju bis-amidinskih
derivata benzimidazola kojima je ispitana aktivnost protiv Trypanosoma brucei rhodesiense
(T.b.r.). Ciljani spojevi su sintetitizirani iz cijano derivata Pinnerovom reakcijom i redukcijom
amidoksimskih intermedijara (shema 19). Najsnazniju aktivnost pokazao je tiofenski derivat

127b, a priredeni dikationi snazno se vezu u mali utor DNA kovalentnim interakcijama.

NH, p-benzokinon, EtOH/ N
OHC Br
NC NH, X NC H X Br
124a; X=0 125a; X=0
1202 124b; X=S 125b; X= S
CuCN,
DMF
N i) EtOH, HCI N
N (ii) NHs(g)/ N X
H NH,(CH,),NH, NC H CN
NH EtOH
127a; X= O 126a; X= O
127b; X= S R=--4 126b; X=S
NH,

Shema 19. Sinteza bis-amidinskih derivata 127a i 127b.

Ista skupina autora [162] priredila je benzimidazolne i indolne bikalkofenske

diamidinske derivate koji su uz antitripanosomsko djelovanje takoder pokazali antimalarijsku
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aktivnost. Bis-cijanobenzimidazolni prekursori (129a-129c) su priredeni ciklizacijom
aldehida i 4-cijano-1,2-diaminobenzena s p-benzokinonom ili natrijevim bisulfitom kao
oksidacijskim sredstvom, iz kojih su diamidini (130a-130c) pripravljeni Pinnerovom

reakcijom (shema 20). Priredeni derivati pokazali su znacajne interakcije s DNA vezanjem u

mali utor.
NH p-benzokinon, EtOH/ N / \
2 N\ NaHSO, DMF N =
+ ‘ | : X /
X Y NH Y
NC NH; OHC CN oN
NC
120a 128a; X=0,Y=0 129a; X=0,Y=0
128b; X=0,Y=S 129b; X=0, Y= S
128¢; X=S,Y=8S 129¢; X=8,Y=S
(i) EtOH, | (i) NH3(g),
HCl(g) EtOH

HN

NH,

Shema 20. Sinteza benzimidazolnih bikalkofenskih diamidinskih derivata.

Bis-amidinski hibridi benzimidazola i indola vezani preko fenilne premosnice (131a i
131b) pokazali su takoder i znacajno antibakterijsko djelovanje [163]. Spojevi su ispitani na
razli¢ite gram-pozitivne bakterijske vrste, te su pokazali najsnaznije djelovanje na Escherichia
coli, Bacillus subtilis, meticilin-otpornu Staphylococcus aureus (MRSA), vankomicin-otpornu
Enterococcus faecalis (VRE) bakterijsku vrstu (slika 39).

Slika 39. Bis-amidinski hibridi benzimidazola i indola s antibakterijskom aktivnos¢u.

Hu 1 suradnici [164] sintetizirali su bis-benzimidazolne diamidine s razli¢itim
premosnicama (134a-134l) ciklizacijom odgovarajuéeg bisaldehida s 4-(N-izopropilamidino)-

1,2-fenildiaminom (shema 21). Spoj 134f pokazao je najsnaznije djelovanje protiv
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rezistentnih sojeva MRSA i VRE, ¢ak snaznije od referentnog antibiotika vankomicina.

132a-1321
p-benzokinon,
EtOH, refluks
NH NH
N N
)\ N N )\
H H
134a-1341
a; L = CH,CH, h; L =NH
b; L = CH=CH (trans) i;L = NMe
c;L=C=C j; L =NPh
d; L = SO,NH
e;L=CH, k; L=/A
fL=0 ’
gL=S L= N\
(@)

Shema 21. Sinteza bhis-benzimidazolnih diamidina.

2.4.2.2. Sinteza hibrida benzimidazola i 1,2,3-triazola

Hibridi benzimidazola i 1,2,3-triazola povezani preko N-1, C-2, i C-5(6) polozaja
benzimidazola pokazali su antitumorsko, antibakterijsko, antifungalno i antivirusno
djelovanje [165]. Ishani i suradnici [166] pripravili su derivate benzimidazola na koje je u
polozaju C-2 preko metilne premosnice uveden 1,2,3-triazolni prsten. Ciljani 1,4-
disupstituirani triazoli priredeni su in situ iz 2-(klormetil)benzimidazolnih prekursora bez
izoliranja azidnog derivata u iskoristenju od 85-98 % (shema 22). Svim priredenim spojevima
ispitana je antiproliferativna aktivnost na 60 tumorskih stani¢nih linija. Spoj 136f pokazao je
najsnaznije antiproliferativno djelovanje inhibiraju¢i rast stanica karcinoma bubrega (UO-

310) pri koncentraciji od 10 uM za 40 %.

NH, CICH,COOH/CICH,COCI, N N,
6N HCI, \> / NaN3 DMSO \: /
6 h, 100 °C 15h s.t. N

NH,
120b ; 5 H
R — N
— \>j 136a; R = Ph 136e; R = CH,NH-p-F-Ph
Na-askorbat, N 136b; R = p-F-Ph 136f; R = CH,NH-p-CI-Ph
CusO, 1h, s.t N 2

5 1h, st H / l 136¢; R = p-CI-Ph 136g; R = CH,0-p-Cl-Ph

N 136d; R = CH,NHPh  136h; R = CH,0-p-(NHCOCH)-P

Shema 22. Sinteza hibrida benzimidazola i 1,2,3-triazola preko metilne premosnice.
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2-triazolil-benzimidazolne hibride s aromatskom fenilnom premosnicom izmedu
benzimidazolnog i triazolnog prstena (140a—140i) sintetizirali su Harkala i suradnici [167]. 2-

(139) prireden je
aminofenilnog analoga (138). Kao katalizator u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji umjesto CuSO,

azidofenilni benzimidazolni prekursor reakcijom diazotacije iz

koristen je Zn(OTf), (shema 23). Antiproliferativno djelovanje priredenih spojeva ispitano je
na tumorske stanic¢ne linije melanoma (A375 i B16), karcinoma debelog crijeva (colon-205),
karcinoma dojke (MCF7) i karcinoma pluca (A549).

COOH
H
_PPA N
NH
@: 250°C, 40 N/: < > 2
NH, 138
137
NaNO; | NaNj,
HCl |st,3h
H Zn(OTf), H
N N, Na askorbat N NQN
N/: < > tBuOH H20 (9:1), / \)\
139 R
N i
=*@*140b R=- @(CH 140¢; R =~ @Cﬁ 140d; R=""X\ m;Rr"ﬁ@
OCHj 5 o)
140, R =4 )~OCH; 140a; R =4 ) m;R= ﬂf“x,ﬁ;@
OCH, W '0 3
OCH,
Spoj ICso/uM Spoj ICso/uM
Ab37 B16 Colon205 MCF7 A549 Ab37 B16 Colon205 MCF7 A549
140a - - - 37 32 140f 2,7 - 1,3 3,2 0,1
140b 27 10 21 - - 1409 43 - 32 - 26
140c - 4,7 8 - - 140h 1,6 16 0,12 1,9 -
140d 15 3,9 17 - - 140i 2,3 1,9 3,5 1,7 2,6
140e 2,1 - 1,3 0,3 1,8
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Shema 23. Sinteza i antiproliferativno djelovanje 2-triazolil-benzimidazolnih derivata.

Kumar i suradnici [168] predlozili su tri sintetska puta za sintezu 2-{4-[(1-fenil-1,2,3-
triazol-4-il)metoksi]fenil}benzimidazola (144). Sinteza je provedena u dva stupnja,
uzastopnim zatvaranjem triazolnog i imidazolnog prstena. Ovisno o reakcijskom putu kona¢ni
je produkt dobiven u razli¢itim iskoriStenjima. Kada je sinteza triazola provedena u prvom
stupnju iskoristenje click reakcije je iznosilo 91 % i 95 %, dok je click reakcijom u drugom
stupnju, nakon ciklizacije benzimidazola, dobiveno iskoristenje od 78 % i 67 %. One-pot
multikomponentnom reakcijom (MCR) u jednom stupnju uspjesno je izoliran Zeljeni produkt

(144) u iskoriStenju od 80 %. Reakcija MCR potpomognuta mikrovalnim zracenjem
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provedena je u svega 15 minuta uz CuSO, i D-glukozu kao redukcijsko sredstvo. Zeljeni

produkt nije sintetiziran reakcijom MCR (shema 24).

OJ

CuS0,, D-glukoza, NH,
THF/H20 + ©i
+
MW, 100 W, N/%ﬁo NH,
70 °C, 15 min, I= 95 %; \N;N 120b

CHO ilist,12h,1=91% 143a
1200 KCih MW, 100 W,
‘ ‘ toluen| 110 °C, 20 min, I= 42 %;
ili refluks, 50 min, I= 50 %
N, o) N
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aol QeSO A
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CuSO, D-glukoza, | MW, 100 W, .
I THEM2O | 70°C, 20 min, 1= 78 %;
ilist, 12 h, 1= 67 %
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o
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/ .
* MW, 100 W, N ©
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120b

Shema 24. Sinteza 2-{4-[(1-fenil-1,2,3-triazol-4-il)metiloksi]fenil}benzimidazola.

2-triazolil-benzimidazoli takoder su pokazali antibakterijsko djelovanje, halogenirani
benzimidazolni derivat 145 [169] umjereno antibakterijsko djelovanje, te triazolni hibridi
Hoechst (146a-146d), koji su inhibirali rast gram-negativnih bakterija, ukljucuju¢i soj MRSA
i pokazali inhibitorno djelovanje DNA-topoizomeraze | iz E. coli [170] (slika 40). Ranjan i
suradnici [171, 172] pripravili su takoder hibride mono- i bis-benzimidazolnih derivata
Hoechst s neomicinom. Usporedili su utjecaj premosnice izmedu tih farmakofornih jedinica,
duljinu lanca i broj triazolnih jezgri na interakcije s molekulom RNA i proteinom trans-
aktiviraju¢eg podrucja (TAR) virusne RNA, vaznom metom virusa HIV-a. Hibridi s kra¢im
premosnicama poput spoja 147 [171] pokazali su vec¢i afinitet i selektivnost inhibicije proteina
TAR, kao i smanjenje razine miRNA-27a (eng. microRNA), obecavaju¢e mete u
antitumorskoj terapiji (slika 40).
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Slika 40. 2-triazolil-benzimidazolni derivati s antibakterijskom i antivirusnom aktivnoscéu.

Nadalje, hibridi N1-triazolnih benzimidazola s kumarinskom jezgrom pokazali su
znacajno antitumorsko djelovanje [173]. Hibridi 152a i 152b priredeni su click reakcijom
potpomognutom mikrovalovima odgovarajueg azidometilnog kumarinskog prekursora
(149a, 149b) s N-propargiliranim 2-metilbenzimidazolom (151) (shema 25). Spoj 152b
pokazao je snazno antitumorsko djelovanje na stanice karcinoma jetre HepG2 (ICso = 0,90
uM). Njegova antitumorska aktivnost povezana je s inhibicijom aktivnosti 5-lipooksigenaze
(5-LO) i kisele ceramidaze koje mogu dovesti do akumulacije pro-apoptotskih lipida

arahidonske kiseline i ceramida.

NaN3 DMF
T24n
o)
© R
N

., \>
148a; R = OH R OH C[ N
148b; R = CH;4 149b R =CH, N

N

%
N Br _ N N—
\% . \%_
N N 152a; R = OH
H 152b; R = CHj
150 151 =

Shema 25. Sinteza hibrida N1-triazolnih benzimidazola s kumarinom.

Simetricni N-triazolil-bisbenzimidazolni derivati povezani preko alifatske (153a) i

aromatske (153b) premosnice pokazali su snazno in vitro antimikrobno djelovanje protiv
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gram-pozitivnih bakterija (Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus), gram-negativnih
bakterija (Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli), te fungi (Candida albicans i
Aspergillus niger) [174]. Uvodenjem difluorfenil-supstituiranog triazolnog prstena u N-1
polozaj benzimidazolne jezgre (154) dobiveni su hibridi s antituberkulostatskim djelovanjem
[175], dok su 5(6)-triazolil-benzimidazolni derivati (155) pokazali djelovanje kao inhibitori
glutamil-ciklaze [176] (slika 41).

N N

N /'’
@—Z N=nN N=N i@
\ \/X\/'\,l\/)\/

N\ _N

153a; X= (CH,),
153b; X= CgH,

Slika 41. Bioloski aktivni hibridi benzimidazola i triazola.
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3.1. Uvod

U svrhu sinteze novih molekula s potencijalnim bioloskim djelovanjem u ovom
doktorskom radu priredeni su novi derivati purina i purinskih izostera s 1,2,3-triazolom
primjenom koncepta molekularne hibridizacije. Sintetizirani su derivati pseudopurina sa
supstituentima u polozajima 6 i1 9 purinske jezgre, te polozajima 2 i 5(6) purinskog izostera

benzimidazola (slika 42).

7
;&I% _N//N\NH X Y
NN - ~ ¢ I%x
i >
N™ >x
H

+ .
+Cl NH,CI NH,CF

7 N ! HqNHQ‘ ”HN—<
Slika 42. Opceniti prikaz spojeva priredenih u doktorskom radu.

Osnovni je cilj ovog rada sinteza novih bioloSki aktivnih spojeva koji sadrze
farmakoforne N-heterocikle, poput povlastenih struktura (eng. priviledged scaffold) purina i
benzimidazola, i 1,2,3-triazolni prsten u svrhu pronalazenja predvodnih spojeva s izrazenim i
selektivnim antitumorskim djelovanjem. Spojevi s najizrazenijim antiproliferativnim
djelovanjem dodatno su bioloski ispitani kako bi se utvrdio mehanizam njihovog djelovanja.
In silico analize takoder su potvrdile moguénost stvaranja interakcija sa specifi¢énim bioloskim
metama. Prema predvidanjima molekulskog uklapanja (eng. docking) dizajnirane su nove
strukture s potencijalnim snaznijim djelovanjem na specifiénu metu p38 MAPK i boljim

farmakokineti¢kim svojstvima (slika 43).

Nadalje, amidino-supstituiranim derivatima benzimidazola ispitane su interakcije s
CtDNA i RNA polinukleotidima pApU i pCpG. Takvi spojevi, prema literaturnim podatcima,
uz antitumorsko djelovanje imaju potencijalno antibakterijsko i antitripanosomsko djelovanje,

stoga je toj klasi purinskih izostera ispitano i antimikrobno djelovanje (slika 43).
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Sinteza i strukturna
karakterizacija hibrida
purinskih izostera i
1,2,3-triazola

\ 4

Antitumorsko ispitivanje
priredenih spojeva

A 4

Odredivanje predvodnih
spojeva

\ 4

Analiza Western blot In silico predvidanje Ispitivanje
predvidenih proteinskih bioloskih meta interakcija s cCtDNA

meta i dsSRNA

A 4 A 4

In silico predvidanje
interakcija s
potencijalnom metom

Odredivanje
antibakterijske i
antitripanosomske
aktivnosti

A 4

Dizajn i sinteza novih
derivata s ciljem
dobivanja boljih

farmakokinetickih
svoistva

Slika 43. Dijagram tijeka istrazivanja u sklopu doktorskog rada.
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3.2. Hibridi halogeniranih derivata purina i purinskih izostera s l-aril-

supstituiranim 1,2,3-triazolima [177]

Hibridi purina i pseudopurina: 6-klorpurin, 6-klor-3-deazapurin, 6-klor-7-deazapurin,
7-brom-6-klor-7-deazapurin, 5-fluorindol, indo i benzimidazol s razli¢itim 1-aril-
supstituiranim 1,2,3-triazolima priredeni su 1,3-dipolarnom cikloadicijom Kkataliziranom
bakrom(ll) (slika 44). Triazolna jezgra je za N-heterociklicku bazu vezana preko metilenske
premosnice. Ciljani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli priredeni su Huisgenovom 1,3-
dipolarnom cikloadicijom. Click reakcija provedena je primjenom mikrovalnog zracenja od
400 W, koriste¢i CuSO4/Cu(0) sustav za in situ pripravu aktivnog Cu(l). Preko triazolnog
prstena uvedeni su razlic¢iti halogen-supstituirani fenili i 7-hidroksikumarinski supstituenti.
Kemijski entiteti u polozaju N-1 triazolnog prstena, p-klorfenil, p-fluorfenil, p-
(trifluormetil)fenil, o-fluorfenil i 4-metil-7-hidroksikumarin, odabrani su prema prethodno
pripravljenim hibridima N-heterocikla poput pirimidina [178], benzotiazola i 5-jodindola s
1,2,3-triazolom koji su pokazali znacajno antitumorsko [173] i antibakterijsko djelovanje
[179].

¥ X
T
X N N
)

A <X
oo

Slika 44. Op¢i prikaz strukture hibrida halogeniranih derivata purina i purinskih izostera s 1-

aril-supstituiranim 1,2,3-triazolima.
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3.2.1. Sinteza hibrida halogeniranih derivata purina i purinskih izostera s 1-aril-

supstituiranim 1,2,3-triazolima

Prvi stupanj u sintezi 6-klorpurinskih i 6-klor-3-deazapurinskih 1,2,3-triazolnih
derivata je reakcija N-alkiliranja purinske baze s propargilnim bromidom pri ¢emu nastaju

odgovarajuci N-7 (4 1 6) i N-9 (3 i 5) propargilni regioizomeri (shema 26).

cl | //i
Br

Z N = = = N
LD iy e U
K\ NaH, DMF K\ k\ /

st,24h x; N x; N

H L, 3 \\ 3

1. X3=N 3 X=N = 4; X5= N

2; Xy=CH NaH 5; X;3= CH 6; X3= CH

" cl cl r- -Br

©

N~ N NZ
[o—1_1 »
K\x3 N K\x3 N
Br,
N —=
Shema 26. Sinteza N-9 i N-7 propargiliranih purinskih i 3-deazapurinskih derivata.

1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli N-9-propargiliranih purina (7-10) i purinskih izostera
(11-13) priredeni su Cu(I)-kataliziranom click reakcijom potpomognutom mikrovalnim
zraCenjem (shema 27). Reakcija je provedena sa svim odabranim organskim azidima, te su u
polozaj N-9 6-klorpurinske baze uspjesno uvedeni p-fluorfenilni (7), p-trifluorfenilni (8), o-
fluorfenilni (9) i 7-hidoksikumarinski (10) supstituenti preko 1,2,3-triazolnog prstena, dok su
u reakciji s 6-klor-3-deazapurinskim derivatom 5 uvedene p-trifluorfenilna (11), o-

fluorfenilna (12) i 7-hidroksikumarinska (13) jezgra na N-1 polozaj triazolnog prstena.
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cl (¢]]
N RN3ch(O), N
N~ CuSO,, N~
N N
X N t-BuOH : H,0=1:1, X3 N
s \___ 80%C.45min \\C\\N
3; X5=N = MW, 300W \
5: X5= CH 713 N,

R

7, X=N, R=--@F 11; Xg= CH, R=-@CF3
: X3= N, R= -~ CF
8 X=N.R @ 3 12; X4= CH, R=--©

9; Xz= N, R="- F
0,0 OH
F 13; X4= CH, R=
NS
00 OH
10; X5= N, R=@ -

Shema 27. Sinteza hibrida purina i 3-deazapurina s 1,2,3-triazolom u polozaju N-9.

Reaktivnost N-7-propargiliranih purina 4 i 6 u click reakciji s odgovaraju¢im azidima
je znatno slabija u odnosu na njihove N-9-regioizomere 3 i 5. U reakciji s 6-klorpurinskim
derivatom 4 dobiven je samo ciljani produkt 14 s 7-hidroksikumarinskim supstituentom, dok
su s 6-klor-3-deazapurinskim derivatom 6 uspjesno izolirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni
derivati s p-trifluorfenilnim (15) i 7-hidoksikumarinskim (16) supstituentima na triazolnom

prstenu (shema 28).

N=N
\
cl = ¢l &N
K RN; Cu(0), R
NZ ‘ N> CusO,, NZ | N>
/ /
k\xs N t-BuOH : H,0=1:1, k\xs N
80 °C, 45 min,
4, X3=N MW, 300W
6; X3= CH 14-16

0.0 OH
14; X5= N, Rm 15; X3= CH, R= ff@CFs
- 0.0 OH
16; X5~ CH, R= @
NS

Shema 28. Sinteza hibrida purina i 3-deazapurina s 1,2,3-triazolom u polozaju N-7.
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Sinteza 6-klor-7-deazapurinskih 1,2,3-triazolnih derivata 21-28 prikazana je na shemi
29. Nukleofilnom supstitucijom s NaH kao deprotonirajuéim sredstvom, nastaju
propargilirani prekursori 6-klor-7-deazapurina (19) i 7-brom-6-klor-7-deazapurina (20), koji
zatim s odgovaraju¢im halo-supstituiranim fenilnim azidima i 4-azidometil-7-
hidroksikumarinom daju odgovarajuce 6-klor-7-deazapurinske triazolne derivate (21-25) i 7-
brom-6-klor-7-deazapurinske derivate (26-28). Brom u polozaju C-7 deazapurinskog prstena

smanjuje reaktivnost 7-deazapurinske baze u click reakciji s odabranim organskim azidima.
Cl Y, Cl Y, cl Y,
Br. RN Cu(0),
N7~ ‘ \ — N™ ‘ N\ CUSO4V NQI\&
k\N N Na:"'za'\ff k\N N +BUOH : H,0 =1:1, K\N N

H S \\\ 80 °C, 45 min, Nan

17;Y,=H 19;Y,=H — MW, 300W \ l\i

AN

18;Y,=Br 20; Y,=Br 21-28

R
21: Y= H, R=——@F 26; Y,= Br, R= ”@Cﬁ,
22;Y;=H, R:**@CI 27;Y;=Br,R= "@

F

23; Y,= H, R=”@CF3 0. 0 OH
28; Y,= Br, R= @
NS
24;Y;=H,R= @ \

F
0.0 OH
25; Y,= H, R=1(\©/

Shema 29. Sinteza hibrida 7-deazapurina s 1,2,3-triazolom.

Sinteza hibrida nepolarnih purinskih izostera 5-fluorindola (35-39), indola (40-44) i
benzimidazola (45-49) s 1,2,3-triazolom prikazana je na shemi 30. Click reakcijom
potpomognutom mikrovalnim zracenjem odgovaraju¢ih N-heterociklickih terminalnih alkina
(32-34) s odabranim organskim azidima priredeni su svi ciljani 1,4-disupstituirani 1,2,3-

triazolni derivati (35—49) u dobrom iskoristenju.
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Ys X3 Br\_: s X3
N - . Q

> NaH, DMF )
N st,24h N

—
—

29; X3=CH, Y5=F 32; X3=CH, Ys= F

30; X3=CH, Ys=H 33; X3=CH, Ys=H
31, X3=N,Ys=H 34; X3=N, Ys=H

RN, Cu(0) t-BuOH : H,O =1:
3,Cu(V), o .
Cuso, 80 °C, 45 min,
' MW, 300W
Ys X,
Y
N
N\
-
N
35-49 N

R
35; X3= CH, Y5=F, R=--@F 40; X3= CH, Y5= H, R=--@F
36; X3= CH, Y5=F, R= --@CI 41; X3= CH, Y5=H, R= --@CI
37, X3= CH, Y5=F, R=--@CF3 42: X4= CH, Ys= H, R= --@ca
38; X3=CH, Ys=F, R=--© 43; X3= CH, Y5= H, R= @
F F

0.0 OH 0.0 OH o._0O OH
49; X3= N, Y5: H, R=
39; X3=CH, Y5=F, R= [ 44; X3=CH, Y5=H, R= “ “

1,

45; X5= N, Y= H, R=--@F
46; X5= N, Y= H, R=——@C|
47; X5= N, Ys= H, R=——©—CF3
48; X3= N, Ys=H, R=--©

F

Shema 30. Sintezal,2,3-triazolnih derivata indola i benzimidazola.
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3.2.2. Analiza NMR spektara N-7 i N-9 izomera halogeniranih derivata 6-klorpurinai 6-
klor-3-deazapurina

Strukture novih purinskih izostera potvrdene su 1D i 2D NMR spektroskopijom. H2 i
H3 protoni 1H-imidazo[4,5-c]piridina (3-deazapurina) u regioizomerima 11, 15, 13 i 16
pokazuju karakteristi¢ne kemijske pomake izmedu 8,14-8,17 i 7,70-7,79 ppm u ‘H NMR
spektru (tablica 1). Nadalje, N-7 regioizomeri 14, 15 i 16 pokazuju veéu vrijednost kemijskih
pomaka za atom H-8 (dy 8,73-8,96 ppm) u usporedbi s N-9 regioizomerima 10, 11 i 13 (oy
8,58-8,81 ppm).

Tablica 1. Kemijski pomaci protona N-7 i N-9 regioizomera spojeva 10, 11, 13-16 u
spektrima *H NMR.

Cl
6 5 _NT7
1N/‘ N\>8
2
X" 4 Ng N
O
»
5' N\R
1
Spoj H NMR (d/ppm) :
H2 H3 H8 CH; H5
10 8,77 - 881 566 831
14 881 8,97 5,85 8,30

11 8,17 7,72 8,63 5,77 8,72
15 8,16 7,76 8,76 5,97 8,98
13 8,14 7,70 8,58 5,69 8,31
16 8,15 7,74 8,73 586 8,25

N-7 i N-9 regioizomeri nedvojbeno se razlikuju u kemijskim pomacima u *C NMR
spektrima i korelacijskim signalima dugog raspona promatranih u HMBC spektrima (tablica
2, slika p-1, prilog 1). N-7 regioizomeri pokazali su u **C-NMR spektru kemijski pomak za
C4 atom oko Jdc 150-151 ppm u 3-dezapurinskim derivatima 15 i 16 i Jc 162 ppm u
purinskom derivatu 14, dok je kod N-9 regioizomera 11 i 13 taj pomak oko 140 ppm, odnosno
155 ppm za spoj 10. Dodatno, atomi C5 opazeni su kod N-7 regioizomera 15 i 16 na dc 127-
128 ppm i regioizomera 14 na 122 ppm, dok je pomak kod njihovih odgovaraju¢ih N-9
regioizomera 11 i 13 na 137 ppm tj. 151 ppm za 10. N-7 regioizomeri potvrdeni su i
korelacijskim signalima dugog raspona izmedu protona metilenske skupine (7,7-6,0 ppm) i
atoma C5 (slika 45), dok su protoni metilenske skupine N-9 regioizomera pokazali
korelacijski signal s atomom C4.
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Tablica 2. Kemijski pomaci za C-atome N-7 i N-9 regioizomerima spojeva 10, 11, 13-16.

3C NMR (&/ppm)

SOl —=3 <4 <5 <6 C8 CH2 C& C&
10 1518 - 1549 1512 1505 & 389 1424 1251
14 1518 - 1616 1221 & 1511 420 1433 1244

11 1410 1071 137,1 136,3 140,1 146,4 38,9 1426 126,0
15 140,7 1149 151,0 127,2 132,9 1493 41,3 1448 1218
13 140,8 106,9 140,0 137,1 1409 146,3 40,1 1424 1249
16 140,7 1149 150,4 127,5 1332 é 415 143,8 1242

®pomaci nisu odredeni.

a)
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; r30
_— e} 40
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N +70
N | />8 OH
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£
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— m
: o/ 108
{8.96.122.04& c5 (5.85,122.041C5 1120
T <(s.as,1z4.3oxc5- L130
= {8.31,143.23, C4' {5.85,143.24 140
; \ (5.85.151.222
— T F150
{8.97,161.61},
by F160
C4 ‘\(8.81‘161,58} 170
105 100 95 90 85 80 7fH51( 710) 65 60 55 50 45 40
ppm
- 1 - - - .
Slika 45. "H NMR spektar za spoj 10 (crveno) i spoj 14 (plavo) (a); HMBC NMR spektar za

spoj 14 (b).
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3.2.3. Kristalna struktura hibrida 6-klorpurina (8) i 6-klor-3-deazapurina (12)

Struktura spojeva 8 i 12 dodatno je potvrdena rentgenskom strukturnom analizom. U
spojevima 8 i 12, 6-klorpurinski i 6-klor-3-deazapurinski prstenovi povezani su s 1,2,3-
triazolnim prstenom preko metilenske skupine (slike 46 i 47), dok je na triazolni prsten
izravno vezan fenilni s dva razli¢ita supstituenta: p-trifluorometilnom skupinom u spoju 8 i u

spoju 12 s fluorom u ortho polozaju.

Duljina veze i vezni kutovi u skladu su s uobicajenim vrijednostima i pribliZzno su
jednaki u zajedni¢kim dijelovima molekula. Medutim, 1,2,3-triazolni prsten u spojevima 8 i
12 ima razli¢itu orijentaciju u odnosu na 6-klorpurinski, odnosno 6-klor-3-deazapurinski
prsten. Naime, triazolni prstenovi su u strukturama ova dva spoja zaokrenuti oko veze C10-
C11 za priblizno 180° (slike 46a i 47a). Diedarski kut izmedu ravnina triazolnog i fenilnog
prstena u strukturi spoja 8 iznosi 15,04(19)°, dok je fenilni prsten u spoju 12 pod kutem od
41,85(16)° u odnosu na triazolni prsten. Ovakav drugaciji polozaj dvaju prstenova je stericke
prirode, odnosno posljedica prisutnosti atoma fluora u ortho polozaju fenilnog prstena u spoju
12.

Slika 46. Molekulska struktura (a) i kristalno pakiranje (b) spoja 8.

Samo tri slabe C—H--N vodikove veze sudjeluju u supramolekulskom udruzivanju
spoja 8. Jedna vodikova veza C—H:-N stvara centrosimetri¢ni dimer preko Sesteroflanog
prstena. Druge dvije C-H--N vodikove veze povezuju molekule u lance te time zajedno s

prethodnom stvaraju dvodimenzijsku mrezu (slika 46b).
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U izgradnji supramolekulske strukture spoja 12 sudjeluju samo dvije slabe vodikove
veze C-H--N pri ¢emu obje stvaraju motiv lanca, ali kao i u strukturi spoja 8 povezuju

molekule u dvodimenzijsku mrezu (slika 47b).

Slika 47. Molekulska struktura (a) i kristalno pakiranje (b) spoja 12.
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3.2.4. Bioloska ispitivanja halogeniranih derivata purina i purinskih izostera

3.2.4.1. Antiproliferativna ispitivanja hibrida halogeniranih derivata purina i purinskih

izostera s 1-aril-supstituiranim 1,2,3-triazolima

Antiproliferativno djelovanje hibrida halogeniranih derivata purina i purinskih izostera
(7-16, 21-28 i 35-49) ispitano je na Cetiri stani¢ne linije humanih karcinoma: adenokarcinom
pluca ne-malih stanica (A549), adenokarcinom gusterace (CFPAC-1), karcinom vrata
maternice (HeLa) i metastatski kolorektalni adenokarcinom (SW620) kao i na normalne
ljudske pluéne fibroblaste (WI38) ili fibroblaste ljudskog prepucija (HFF-1). Rezultati

ispitivanja prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Antiproliferativno djelovanje hibrida halogeniranih derivata purina i purinskih

izostera s 1-aril-supstituiranim 1,2,3-triazolima.

Y,
X X\
iij:’\? Ny

psgsgiigpilljirin \ ,\{N
R
. . ICs0” (uM)
Spoj Purinskabaza R 359 CFPAC-1 Hela SW620 WISS/HFF-1°
7 {)r 532 334 342 389 5,2
8 o ~{ VYcr, 159 7.9 123 147 0,75

9 @[:\> 40 sa6 311 332 416 239

N5 0,0 OH
10 1(\@ 80.0  >100 580 925 6.6

11 ~d N, 94 7.4 225 11,8 5,2
Cl
12 N -0 739  >100  >100 90,3 23,9
N\ F
\‘ N> 0.0 OH
13 lr\@ 5100 >100  >100  >100 60,5

/,’ 0.0 OH
4w lr\@ 5100 >100  >100 >100 73,6
L2 \
) :
15 o ~{ Ycr >100 89,2 36,8 69,0 19,4

NZ N 0.0 OH
16 1 lr\@ >100  >100 88  >100 7,6
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i : ICs0” (M)
Spoj  Purinska baza R A549 CFPAC-1 HelLa SW620 WI38/HFF-1°
21 ~{ yF 854 48,4 39,4 8,50 32,1
22 ~{ Yo 64,5 47,7 655 44,6 21,0
Cl
23 v -~ N-cr, 46,9 46,6 388 371 4,6
A\
24 K\N‘ N ~ 69,0 35,2 833 655 22,5
| F
0.0 OH
25 1(\@ 692 363 336 735 39,9
26 -~ N-cr, 66,4 62,8 329 557 57,5
cl Br
27 A ~ 86,4 65,1 200 659 48,5
F
k\N‘ N 0.0 OH 455
28 \ 1(\@ ! 473 245 451 10,8
35 ~{ »F >100 >100 >100 >100 >100
36 -~ Ya 402  >100 31,0 458 58,1
37 F@ -~ N-cr, 716 64,7 530 54,3 24,0
38 ¥ < s100 >100 8292 >100 >100
' F
0.0 OH
39 1(\@ 519 771 476 576 457
40 ~{ »F 440  >100  >100 433 >100°
4 ~{ Ya  >100 >100  >100 >100 >100"
" @ ~{ M-/, >100  >100  >100 >100 >100"
43 N ~ 51,3 85,6 71,2 448 40,4°
F
0.0 OH
44 1(\@ 754  >100 830 685 40,0
45 -~ yF 763 865 71,70 99,9 91,9
46 ~{ Yo 0,79 526 4217 9172 38,1
47 @N\> -~ Nk, 14,2 56,4 30,61 >100 >100
48 " @ 36,3 34,7 21,9  >100 30,6
F
0.0 OH
49 1(\@ 5100  >100  >100 >100 >100

% |Cs; koncentracija spoja koja inhibira rast stanica za 50 %. ®spojevi 36—40 ispitani su na HFF-1stani¢nim linijama.

Prema dobivenim vrijednostima antiproliferativne aktivnosti priredenih spojeva
znacajniju antitumorsku aktivnost (ICsp < 10 uM) pokazuju spojevi 8, 11, 16, 21 i 46.
Najsnaznije inhibitorno djelovanje na adenokarcinom gusterace (CFPAC-1) pokazali su 6-

Klorpurinski (8) i1 6-klor-3-deazapurinski (11) derivati s p-trifluorfenilnim supstituentom u
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polozaju N-1 triazola. Oni pokazuju slicnu aktivnost (8, ICsp = 7,9 uM 1 9, I1C5 = 7,4 uM),
dok odgovarajuéi N-7 regioizomer (15, 1Cso = 89,2 uM) i 6-klor-7-deazapurinski derivat (23,
IC5p = 46,6 uM) pokazuju znatno slabije antitumorsko djelovanje. Iz tih vrijednosti se moze
zakljuciti da dusikov atom u polozaju 3 purinske baze nije odgovoran za aktivnost tih spojeva
na stani¢nu liniju CFPAC-1, dok dusikov atom u polozaju 7 jezgre ima vaznu ulogu, te
njegovom zamjenom s atomom ugljika dolazi do zna¢ajnog smanjenja aktivnosti. Spojevi 8 i
11 pokazuju neselektivnu aktivnost na ostale tumorske stanicne linije i toksi¢nost na normalne

fibroblaste. Uz inhibiciju rasta stanica spojevi 8 i 11 uzrokovali su i stani¢nu smrt (tablica 4).

Tablica 4. Letalna koncentracija spojeva 8 i 11.

Spoj LCso” (uM)
A549 CFPAC-1 HelLa SW620 WI38
8 - - 78,02 -

11 77,10 75,67 79,41 73,40 80,71

2 LCso; letalna koncentracija spoja potrebna da bi usmrtila 50 % populacije.

N-7 regioizomer 3-deazapurina s kumarinskim prstenom na 1,2,3-triazolu (16)
pokazao je selektivnu antiproliferativnu aktivnost (ICsp = 8,8 uM) na stanice HeLa, dok
njegov N-9 analog 13 ne pokazuje antitumorski uc¢inak. Poput spojeva 8 i 11, spoj 16 takoder
pokazuje snazan toksi¢ni uc¢inak na stanice normalnih fibroblasta. 7-deazapurinski analog s p-
trifluorfenilnim supstituentom na triazolu (21) pokazao je inhibitorni u¢inak na stani¢nu liniju
SW620 (ICso = 8,5 uM), koji je Cetiri puta snazniji od ucinka na zdrave stanice. Konjugati 7-
brom-6-klor-7-deazapurina (25-28), 5-fluorindola (35-39) i indola (40-44) i 1,2,3-triazola ne
pokazuju izraZeniju antiproliferativnu aktivnost. Najsnazniji i selektivan antiproliferativan
ucinak na stanice A549 pokazuje benzimidazolni analog s p-klorfenil supstituiranim 1,2,3-
triazolom 46 (ICsp = 0,79 uM).

3.2.4.2. Analiza apoptoze za spoj 46

Daljnja bioloska ispitivanja provedena su na najaktivnijem spoju 46 kako bi se
antitutumorski u¢inak tog spoja na stanice karcinoma pluca (A549) povezao s induciranjem
apoptoze. Proveden je Aneksin V test, ¢iji rezultati su prikazani u tablici 5 i na slici 48.
Tretiranje stanica karcinoma pluéa sa spojem 46 dovelo je do znacajnog smanjenja zivih
stanica (55,72 %) uz istodobno znacajno povecanje rane i kasne apoptoze/nekroti¢nih stanica

(30,62 % i 19,76 %). Ovi rezultati ukazuju da spoj 46 inducira apoptozu u stanicama A549.
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Slika 48. Odredivanje apoptoze inducirane spojem 46 u stanicama A549 testom Aneksin V-

FITC. Prikazane su slike svijetlih polja (lijevo) i kasno apoptoti¢ne/primarno nekroti¢ne

stanice (desno).

Tablica 5. Aneksin V test za odredivanje apoptoze®.

A549 Kontrola (%) 46 (%)
Sekundarno nekroti¢ne stanice 0 2,39
Rano apoptoti¢ne stanice 0,52 31,14
Zive stanice 99,48 46,71

Kasno apoptoti¢ne/

. N . 0 19,76
Primarno nekroti¢ne stanice

#Postotci zivih stanica (PI-/Ann V-), rano apoptototi¢nih stanica (PI-/Ann V+), kasno
apoptoti¢nih/ primarno nekroti¢nih stanica (PI+/Ann V+) i sekundarno nekroti¢nih
stanica (PI+) nakon 48 h tretmana 2 x ICsg vrijednosti za spoj 46.
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3.2.4.3. Analiza Western blot za spojeve 46 i 21

Daljnja in silico analiza predvidanja spektra aktivnosti, PASS (eng. Prediction of
Activity Spectra for Substances) [180], provedena je kako bi se odredile moguée mete
bioloSke aktivnosti za spojeve koji su pokazali najizrazeniju antiproliferativnu aktivnost.
Analizom PASS predvidene su glikozilfosfatidilinozitol specifi¢na fosfolipaza D1 (GPLD1) i
p38 mitogenom aktivirana proteinska kinaza (p38 MAPK) kao potencijalne mete za spoj 46
(tablica 6). Prema dobivenim t PASS analize kao i literaturnim podacima metodom Western
blot ispitan je utjecaj spoja 46 na ekspresiju odabranih enzima u stanicama A549, te spoja 21
u stanicama SW620 (slika 49).

Tablica 6. Bioloske mete za spojeve 46 i 21 predvidene in silico metodom PASS?.

46 21
Bioloske mete Pa Pi Bioloske mete Pa Pi
Inhibitor glikozilfosfatidil- Inhibitor kinaze
inozitol fosfolipaze D 0,615 0,060 MAP 0,202 0,005
Inhibitor CDK9/

Inhibitor kinaze MAP 0,331 0,003 A 0,257 0,205
ciklin T1

Spektar aktivnosti koji predvida PASS prikazan je popisom aktivnosti s vjerojatnostima "aktivnosti" (Pa) i "ne-
aktivnosti" (Pi). Sto je ve¢a Pa i manja Pi vrijednost, to je veca vjerojanost predvidene aktivnosti.

Glikozilfosfatidilinozitoli (GPI) su proteini koji se nalaze na povrsini eukariotskih
stanica 1 uklju€eni su u niz fizioloSkih funkcija [181]. Njihov utor sadrzi modificirani C-
terminalni kraj peptida, koji im omogucava funkciju ,,sidra* na stani¢noj povrSini u odsutnosti
domene transmembranskih proteina. Obitelj proteina GPI obuhvaca vise od 150 proteina
plazmatske membrane uklju¢enih u razliite stanicne procese poput proteolize,
transmembranske signalizacije i stani¢ne proliferacije. Glikozilfosfatidilinozitol-specifi¢na
fosfolipaza D1 (GPLD1) je enzim koji specifi¢no cijepa vezu inozitol-fosfata u proteinima
usidrenim fosfatidilinozitolglikanima, ¢ime se otpuSta vezani protein iz plazmatske
membrane. Prethodna istrazivanja su pokazala povezanost ekspresije enzima GPLD1 s
progresijom tumora. Rezultati analize Western blot takoder su pokazali da spoj 46 znacajno
smanjuje razinu ekspresije proteina GPLDI1 u stanicama karcinoma pluca A549, sto je ujedno

predvideno PASS analiza (tablica 6, slika 49a).

Ovi rezultati ukazuju da se meta za spoj 46 nalazi na povrSini stanice i da moze

djelovati na membransku signalizaciju inducirajuci kaskadu procesa koji dovode do inhibicije
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rasta stanice i indukcije apoptoze. Kako bi se dodatno potkrijepila ova hipoteza, ispitano je

djelovanje spoja 46 na razinu ekspresije receptora plazmatske membrane, PDGFR (eng.

platelet-derived growth factor receptor) i IGF-1R (eng. insulin-like growth factor 1 receptor).

Western blot analizom utvrdeno je da spoj 46 smanjuje ekspresiju PDGFR i p-IGF-1R (slika

49a)

A549

PDGFR [ 190 kDa
GPLD1  — s 90-120 kDa

p-IGFIR B v-— 95 kDa

P-CRAF [ 74 kDa

p-NFKE WS S 65 kDa
alfa tubulin  wAEG———— G5 Do

P-p38 M e 43 kDa
Kontrola 46

b)

SW620

CDKO/ciklin T1 |- & 81 kDa

p-cRAF . 74 kDa
alfa tubulin «— — |
p-SKI 'R S 43 kDa

p-p38 W — 38 kDa
Kontrola 21

Relativna ekspresija

Relativna ekspresija

A549

I I I I I I .46
1
Kontrola PDGFR GPLD1 pGF1R B p-cRAF p-NFKB  p-p38

SW620

I I I I I I -21

Kontrola CDK9/ TGM2 p-cRAF  p-SKI  p-p38
CiklinT1

Slika 49. Western blot analiza predvidenih meta za spojeve 46 (a) i 21 (b).

Poremecaj u signalizaciji posredovan ovim receptorima dodatno je potkrijepljen

znacajnim smanjenjem ekspresije p-NF-xB (eng. nuclear factor xB), nizvodne mete receptora

PDGFR i IGF-1R. NF-«B je transkripcijski faktor s antiapoptotickom aktivnos$éu, §to bi

moglo objasniti opazenu indukciju apoptoze koju uzrokuje spoj 46 u stanicama A549 (tablica

5, slika 48). Stanice tretirane sa spojem 46 takoder smanjuju ekspresiju kinaze p38 MAP.

Nadalje, iz Western blot analize spoja 21 vidljivo je blago smanjenje ekspresije CDK9 i p38

MAPK (slika 49b).
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Na temelju ovih opaZanja antiproliferativni uc¢inci spoja 46 mogu se pripisati inhibiciji
p38 MAPK. Kako je stimulacija receptora PDGFR i IGF-1R povezana s aktivacijom kinaze

p38 MAP, moze se pretpostaviti da je inhibicija p38 MAPK posredovana signalizacijom
PDGFR i IGF-1R (slika 50).

46

PDGFR IGF-1R

APOPTOZA T p38 MAPK STANICNA
PROLIFERACIA

Slika 50. Uoceni antiproliferativni i antiapoptoti¢ki ucinci spoja 46 u stanicama karcinoma
pluca (A549) povezani su s inhibicijom specifiénih membranskih receptora, S$to rezultira

blokiranjem nizvodnog signaliziranja propagiranog pomoc¢u p38 MAPK i NF-«b.
3.2.5. In silico analiza moguéih interakcija spoja 46 s p38 MAPK

Na temelju rezultata Western blot, koji ukazuju na zna¢ajno smanjenje aktivnosti
kinaze p38 MAP u prisutnosti spoja 46, ta je meta odabrana za daljnje in silico ispitivanje
mogucih interakcija s testiranim spojevima. Molekulsko uklapanje (eng. docking) provedeno
je upotrebom kompleksa p38 i purinskog inhibitora (pdb: 2GTN) i pirazolopirimidinskog
inhibitora (pdb: 3GFE) koji su vezani u DFG-in konformaciji enzima i kompleksa p38 s
bifenilamidnim inhibitorom (pdb: 3D83) vezanim u DFG-out konformaciji enzima. U
strukturi 2GTN uoceno je izvrtanje glicina (eng. Gly flip) koji bi mogao biti odgovoran za
vezanje spoja 46. Vezujuce konformacije spoja 46 prikupljene su razli¢itim eksperimentima
molekulskog uklapanja, a energija vezanja procijenjena je koriStenjem metode MM-GBSA
(eng. Molecular Mechanics Generelized Surface Area), kao §to je opisano u
eksperimentalnom dijelu. Stabilnost kompleksa spoja 46 s 2GTN i 3D83 je sli¢na, dok su
interakcije s 3GFE strukturom nesto slabije (slika p-2, prilog 2).
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Energetski najpovoljniji kompleks spoja 46 sa strukturom enzima 2GTN prikazan je
na slici 51. Benzimidazolna jezgra stvara vodikovu vezu s Glyl110 u podrucju zgloba (eng.
hinge region), dok je p-klorfenilni supstituent vezan za polozaj N-1 triazolnog prstena

smjeSten u hidrofobno okruzenje.

a) 2GTN b) 46-2GTN kompleks

dG (MMGBSA) = -60,7 kcal/mol dG(MMGBSA) = -57,9 kcal/mol
c) Preklapanje 2GTN liganda i spoja 46 u 2GTN stukturi

Slika 51. . Interakcije vezanja: 2GTN strukture s purinskim ligandom (a), interakcije spoja 46
u 2GTN proteinskoj strukturi (b), struktura a i b preklopljene unutar aktivnog mjesta (2GTN

ligand zelene boje) (c).

Najstabilnija vezujuc¢a konformacija spoja 46 u usporedbi s ligandom 3D83 prikazana
je naslici 52. Benzimidazolna jezgra stvara vodikovu vezu s Met109 u podrucju zgloba i -1
interakcije s Phel69, dok 1,2,3-triazolni prsten stvara vodikovu vezu s Thr106. KoriStenjem
utvrdene korelacije (poglavlje 3.5.5.) izracunatih AG energija i eksperimentalnih aktivnosti,

predvida se da spoj 46 inhibira p38 MAPK s aktivnos¢u ispod 100 nM.
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a) 3D83 b) 46-3D83 kompleks
a8 e o
@/ - H]D,.% )
Sx - \N
) =
Y\ \/
I /ﬁ?
\ e @ |
dG (MMGBSA) = -86,71 kcal/mol dG(MMGBSA) = -58,0 kcal/mol
c) Preklapanje 3D83 liganda i spoja 46 u 3D83 stukturi

|

Slika 52. Interakcije vezanja: 3D83 struktura s purinskim ligandom (a), interakcije spoja 46 u

3D83 proteinskoj strukturi (b), strukture a i b preklopljene unutar aktivnog mjesta (3D83
ligand zelene boje) (c).
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3.3. Hibridi mono- i bis-6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-triazolom [182]

Daljnje strukturne modifikacije provedene su na 6-klor-7-deazapurinu, te su priredeni
mono- 1 bis-7-deazapurinski derivati s 1,2,3-triazolom. U odnosu na prethodno opisane
hibride halogeniranih derivata purina i purinskih izostera s 1-aril-supstituiranim 1,2,3-
triazolima (sheme 27-30) koji su preko metilenske premosnice povezivali N-heterociklicku
bazu za C-4 polozaj 1,2,3-trizola, 7-deazapurinska baza je preko etilenske premosnice
uvedena na N-1 polozaj triazolnog prstena (slika 53). Nadalje, heterociklicki dimeri opisani u
literaturnom pregledu [101, 102, 113, 114] pokazali su znacajnu antiproliferativnu aktivnost,
stoga su pripravljeni nesimetri¢ni bis-pseudopurini vezani preko 1,2,3-triazola, kao i

simetri¢ni bis-7-deazapurinski derivati.

Y
X X\ Ngjj\>
ixiN> —> k\N | N

A < X
nonon

,,,,,,,,,,,,,,,,,

Slika 53. Op¢i prikaz hibrida mono- i bis-7-deazapurina s C-4 supstituiranim 1,2,3-triazolom.

1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli pripravljeni su Cu(l)-kataliziranom 1,3-dipolarnom
cikloadicijom potpomognutom mikrovalnim zracenjem u smjesi vode i organskog otapala.
Aktivni Cu(l) dobiven je in situ iz bakrovog(ll) sulfata i elementarnog bakra. Preko triazola
uvedeni su alkilni, razli¢ito supstituirani fenilni i fenilsulfonamidni farmakofori kako bi se

mogao odrediti utjecaj razliCitih supstituenata na antiproliferativnu aktivnost.
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3.3.1. Sinteza hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-triazolom

Kako bi se priredili 7-deazapurinski derivati vezani za N-1 polozaj 1,2,3-triazola
prireden je N-9-azidoetilni 7-deazapurinski prekursor 51. U prvom stupnju N-alkiliranjem
pirolo[2,3-d]pirimidina 17 s dibrometanom u prisutnosti baze K,COj sintetiziran je brometilni
derivat 50. Spoj 50 je zatim nukleofilnom supstitucijom s natrijevim azidom preveden u
derivat 51. Supstitucija je uspjeSno provedena u acetronitrilu i acetonu, dok koristenjem

DMF-a kao otapala nije prireden Zeljeni azidni derivat 51 (shema 31).

Cl Cl Cl

N~ BrCH,CH,Br 2 NaNj =
O D g
N N K,CO3; DMF, N N AcCN, refluks N N

H 24 h, st. N N

24 h
17 50 \\\ 51 \\\

Br N3

Shema 31. Sinteza N-9-azidoetil-6-klor-7-deazapurina.

Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom azidnog derivata 51 i odgovaraju¢ih
terminalnih alkina priredeni su 4-alkil- (52 i 53), 4-aril- (54-59) i 4-arilsulfonamid-
supstituirani (60-62) 1,2,3-triazolni pirolo[2,3-d]pirimidinski hibridi (shema 32).

cl Cl

terminalni alkin,
=
N ‘ AN N~ ’
e N

Cu(0), CuSO,
N

t-BUOH : H,0=1:1,

-

80 °C, 45 min,
\\\ MW, 300W
51 Na 52-62 ¢|N
\_N
R
Spoj 52 53 54 55 56 57
F CF,4
R | ~(CHaCH; | --~(CHy)CI @ ,,@F Q Q
F CF,
Spoj 58 59 60 61 62
o o o
R ——<i%(cH2)4(:H3 ——QO(CH2)4CH3 7@N—g@ N—EOF UN—SOG
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Shema 32. Sinteza spojeva 52-62.
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Ciljani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli 52-62 pripravljeni su click reakcijom
potpomognutom mikrovalovima u dobrom iskoristenju (72-92 %), izuzev oktil- (52) i tolil-
(54) supstituiranih triazola, koji su dobiveni u iskoriStenju 26 % i 31 %. Reakcija je
provodena 45 minuta, a kao kataliticki sustav koristen je CuSO4/Cu(0). Nadalje, reakcijom
azidnog derivata 51 s N-propargiliranim pseudopurinima 5, 17, 18, 29 i 5-metilbenzotiazolom
(63) [179] pod istim uvjetima sintetizirani su nesimetri¢ni bis-pseudopurinski hibridi 6468 u

iskoriStenju od 77-98 %, dok je spoj 67 dobiven u nesto slabijem iskoriStenju od 38 % (shema

33).
_ R Cu(0), CuSO, P

N t-BUOH : H,0=1:1 N
k\ | A\ _ 2 . k | A\
N~ N 80 °C, 45 min, SN N

MW, 300W
51 \\\ 5,17,18, 64-68 \\\
29, 63

e (T ! f) e (1,

_J

Shema 33. Sinteza nesimetri¢nih bis-pseudopurinskih hibrida 64—68.

Simetri¢ni bis-6-klor-7-deazapurinski derivati 69 i 70 povezani p- i m-fenilenskom
premosnicom dobiveni su u click reakciji s 1,4- i 1,3-dietinilbenzenima i azidom 51, prema

navedenim uvjetima u iskoristenju 39 % i 81 % (shema 34).

7 _ ~7 - =
NZ T 7 NNNmeN AN
g -

Sy N Cu(0), CuSO,, —\y N

+BUOH:H,0=1:1, CIT N\ 7/ \\\N/ cl
51 80°C, 45 min, N 69, p
N3 MW, 300W 70, m

Shema 34. Sinteza simetri¢nih bis-pseudopurinski hibrida 69 i 70.
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3.3.2. Kristalna struktura hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurina 58, 64 i 65

Strukture spojeva 58, 64 i 65 dodatno su potvrdene rentgenskom strukturnom
analizom. U navedena tri spoja 1,2,3-triazolni prsten vezan je na 7-deazapurinski prsten preko
etilenske skupine. 1,2,3-triazolni prsten u ova tri spoja ima tri razliita supstituenta: p-
pentilfenilni supstituent u spoju 58 izravno je vezan na triazolni prsten (slika 54a), te 7-
deazapurinski i purinski prsten u spojevima 64 i 65 koji su vezani na triazolni prsten preko
metilenske skupine (slike 55a i 56a). Iako su duljine veza u tim strukturama vrlo sli¢ne,
postoje neke konformacijske razlike medu njima. Fenilni prsten u spoju 58 koplanaran je s
triazolnim prstenom (diedarski kut izmedu ravnina tih dvaju prstenova iznosi 3,93(13)°), dok
je diedarski kut izmedu ravnina 7-deazapurinskog i triazolnog prstena nesto veéi (14,24(11)°).
Nasuprot tome, diedarski kutovi izmedu 7-deazapurinskih prstenova u spoju 64, kao i
purinskog i deazapurinskog prstena u spoju 65 iznose od 40 do 70°. Takoder, 7-deazapurinski
prsten u spoju 64, u usporedbi sa strukturom spoja 65, zaokrenut je u odnosu na triazolni
prsten oko N7—C8 veze priblizno za 180° (slike 55a i 56a).

Slabe C-H-N i C-H:--Cl vodikove veze sudjeluju u supramolekulskom udruzivanju
spojeva 58, 64 i 65. Tako, u izgradnji supramolekulske strukture spoja 58 sudjeluje Sest slabih
vodikovih veza C—H-N i jedna vodikova veza C—H---Cl koje stvaraju dvodimenzijsku mrezu
(slika 54b). U stvaranju ovakve supramolekulske strukture sudjeluju takoder dvije m--m

interakcije ostvarene izmedu triazolnih i fenilnih prstenova susjednih molekula.

b)

Slika 54. Molekulska struktura (a) i dio kristalne strukture (b) spoja 58.
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Molekule spoja 64 povezane su s tri vodikove veze C—H-N i jednom vodikovom
vezom C-H--Cl. Svaka molekula povezana je tim interakcijama na nacin da stvaraju
paralelne lance vodikovih veza. Dijagram kristalnog pakiranja pokazuje da lanci stvaraju

medusobno paralelnu dvodimenzijsku mrezu (slika 55b).

Slika 55. Molekulska struktura (a) i kristalno pakiranje (b) spoja 64.

Kao i u spoju 64, svaka molekula spoja 65 povezana je sa susjednim molekulama pomocu
tri vodikove veze C-H-N i jedne C-H--Cl. Molekule povezane vodikovim vezama
medusobno su paralelne i stvaraju dvodimenzijsku mrezu vrlo sli¢nu onoj u strukturi spoja 64
(slika 55b). Medutim, postoji jedna razlika izmedu tih dviju supramolekulskih struktura.
Sestero¢lani N1/C2/N3/C4/C4A/C7A prstenovi susjednih molekula medusobno su paralelni,
te tako stvaraju dvije m---m interakcije. Te dvije interakcije povezuju dvodimenzijske mreze,

tako da je kona¢na supramolekulska struktura spoja 65 trodimenzijska mreza (slika 56b).

a) b)

Slika 56. Molekulska struktura (a) i kristalna struktura (b) spoja 65.
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3.3.3. Biolo$ka ispitivanja hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-triazolom

3.3.3.1. Antiproliferativna ispitivanja hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-

triazolom

Rezultati antiproliferativnog djelovanja hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurina (52—

62 i 64-70) prikazani su u tablici 7. Antiproliferativno djelovanje ispitano je na tumorske

stani¢ne linije adenokarcinoma pluéa (A549), adenokarcinoma gusterate (CFPAC-1),

karcinoma vrata maternice (HeLa) i metastatski kolorektalni adenokarcinom (SW620) i na
normalne fibroblaste (WI38) kod ¢ovjeka.

Tablica 7. Antiproliferativno djelovanje hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-
triazolom 52-62, 64—70 i (R)-roscovitina 5, inhibitora CDK (slika 8).

Cl

N~

> "
k\N N\\/NN \/>/ ®

Spoj

R ICs0” (uM)
A549 CFPAC-1 HeLa SW620 WI38

52
53
54

55

56

57

58
59
60

61

62

64

65

66

--(CH,)7CH, >100 >100 >100 77,8 34,0

~(CHy)Cl >100 860 85 759 894
) >100  >100 755 991 64,2
) >100  >100  >100 805  >100
& >100  >100 985 >100 86
Q >100 >100 77,2 >100 >100
()i >100  >100 95 168 379
~{)oemacn, >100 81 78 69 78
O >100  >100  >100 >100 574
phTgw >100 608 640 860 >100
O 862 416 256 651 121

(1) 829 775  >100 >100 357
A,

ap >100 842 841 >100 0,17

) N

ay 384 314 159 284 021

84



3. REZULTATI | RASPRAVA

Sooi R ICs0” (LM)
PoJ A549 CFPAC-1 HelLa SW620 WI38
67 (1T 756 60,6 532 758 013

68 w11 >100 9,8 53 365 0,80

~ N 9,4 3,6 7,0 40,8 0,94

o 4,2 0,95 2,3 68 011

S - 24,7 25,3 27,2 28,0

2 ICsp; koncentracija spoja koja inhibira rast stanica za 50 %.

Prema dobivenim vrijednostima antiproliferativne aktivnosti priredenih spojeva
znacajniju antitumorsku aktivnost (ICso < 10 pM) pokazuju spojevi 58, 59, 68—70. Od 4-alkil
i 4-aril C-4 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata 7-deazapurina (52-62) aktivnost pokazuju
spojevi 58 i 59 s p-alkil- i p-alkoksifenilnim supstituentima u C-4 polozaju 1,2,3-triazola. 7-
deazapurinski derivat 58 s 4-(p-pentilfenil)-1,2,3-triazolom selektivno inhibira tumorske
stanice karcinoma vrata maternice HeLa (ICsp = 9,5 uM), dok njegov analog 59 s p-
pentoksifenilnim supstituentom u polozaju C-4 djeluje neselektivho (CFPAC-1, ICsy = 8,1
uM; HeLa, ICso = 7,8 uM; SW620, IC5p = 6,9 uM). Medu nesimetri¢nim bis-purinskim
izosterima (64-68), znacajnu inhibitornu aktivnost na tumorsku stani¢nu liniju HeLa (ICsq =
5,3 uM) pokazuje spoj 68 s 2-aminofenilbenzotiazolnim supstituentom u polozaju C-4
triazola. Simetri¢ni bis-6-klor-7-deazapurinski derivati povezani preko 1,4- i 1,3-fenilnih
premosnica, 69 i 70, najizraZenije inhibiraju rast tumorske stani¢ne linije adenokarcinoma
gusterate CFPAC-1 (69; ICso = 3,6 uM, 70; 1Cs0 = 0,95 uM). Spojevi 66 i 70 su, uz inhibiciju

rasta stanica, uzrokovali i stani¢nu smrt (tablica 8).

Tablica 8. Letalna koncentracija spojeva 66 i 70.

Spoj LCso” (nM)
A549 CFPAC-1 HeLa SW620 WI38
66 - 91,3 90,5 99,2 88,0
70 - 86,6 98,0 - 77,0

* LCsy; letalna koncentracija spoja potrebna da bi usmrtila 50 % populacije.
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Mono- (58) i bis-pseudopurini (68) sa selektivnim antitumorskim djelovanjem na stanice
HelLa, kao i simetri¢ni bis-pirolo[2,3-d]pirimidini (70), koji pokazuju snazan citostatski

ucinak na stanice CFPAC-1 odabrani su kao kandidati za daljnja bioloSka ispitivanja.
3.3.3.2. Analiza apoptoze za spoj 70

Aneksin V test proveden je za najaktivniji spoj 70, koji je pokazao najznacajniju
aktivnost na stanice CFPAC-1, kako bi se odredila moguca ovisnost antitumorske aktivnosti o
induciranoj apoptozi. Iz dobivenih rezultata (tablica 9 i slika 57) vidljivo je da spoj 70
smanjuje udio zivih stanica za 19,48 % i istodobno povecava udio stanica u kasnoj
apoptozi/primarnoj nekrozi i sekundarnoj nekrozi za 12,24 % i 10,28 %. Antiproliferativno
djelovanje spoja 70 u CFPAC-1 stanicama moze se pripisati njegovoj sposobnosti da inducira

kasnu apoptozu i nekrozu.

Kontrola

70

Slika 57. Odredivanje apoptoze stanica CFPAC-1 tretiranim sa spojem 70 Aneksin V testom.
Prikazane su slike svijetlih polja (lijevo) i kasno apoptotiéne/primarno nekroti¢ne stanice

(desno).
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Tablica 9. Aneksin V test za odredivanje apoptoze spoja 70 u stanicama CFPAC-1.?2

CFPAC-1 Kontrola (%) 70 (%)
Sekundarno nekroti¢ne stanica 10,44 20,72
Kasno apoptoti¢ne/ 5,78 18,02
primarno nekroti¢ne stanice
Zive stanice 78,04 58,56
Rano apoptoti¢ne stanice 5,78 2,70

®Udio zivih stanica (PI-/Ann V-), rano apoptoti¢nih stanica (PI-/Ann V+), kasno
apoptoticnih/primarno nekroti¢nih stanica (PI+/Ann V+) i sekundarno nekroti¢nih
stanica(PI+) nakon tretmana CFPAC-1 stanica 48 h s 2 x ICsp vrijednosti spoja 70.

3.3.3.3. Analiza Western blot za hibride mono- i bis-6-klor-7-deazapurina 58, 68 i 70

In silico analiza PASS [180] predvidanja spektra aktivnosti provedena je za odabrane
kandidate 58, 68 i 70 kako bi se odredile njihove moguce proteinske mete. PASS analizom je
CDKJ9/ciklin T1 naznaéen kao najvjerojatnija meta odabranih spojeva (tablica 10).

Tablica 10. PASS analiza najvjerojatnijih bioloskih meta za spojeve 58, 68, 69 i 70.

58 68 70

Bioloske mete
Pa Pi Pa Pi Pa Pi

Inhibitor CDK9/ciklin T1 0,408 0,041 0,414 0,039 0,444 0,028
Inhibitor MAP kinaze 0,081 0,031 0,428 0,003 0,131 0,012
Inhibitor p38 MAP kinaze 0,074 0,062 - - 0,154 0,021
Antineoplasti¢no djelovanje 0,243 0,191 0,337 0,132 0,440 0,090

Western blot analiza pokazala je da spojevi 68 i 70 znafajno smanjuju razine
ekspresije CDK9/ciklin T1 u stanicama adenokarcinoma gusterace (CFPAC-1) i karcinoma
vrata maternice (HeLa), dok spoj 58 pokazuje nesto slabije smanjenje ekspresije CDK9/ciklin
T1, §to ukazuje da spojevi 58, 68 i 70 pokazuju antitumorski uc¢inak djelujuc¢i na CDK9/ciklin
T1. Nadalje, istrazena je takoder razina ekspresije mitogenom aktiviranih kinaza p38 MAP i
c-Raf, koje su najsrodnije ciklin-ovisnim kinazama (CDK) i koji takoder reguliraju stani¢nu
proliferaciju. Iz dobivenih rezultata Western blot analize uoceno je da simetricni bis-
pirolo[2,3-d]pirimidin 68 izaziva znacajno smanjenje razine kinaza fosfo-c-Raf i fosfo-p38
MAP, $to upucuje na smanjenje njihove aktivnosti (slika 58). Umjerena inhibicija aktivnosti
c-Raf takoder je opaZena za mono-pirolo[2,3-d]pirimidin 58 i nesimetri¢ni bis-purinski izoster

68. Spoj 58 znacajno smanjuje aktivnosti p38 MAPK u stanicama Hel a.
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Ove razlike u inhibicijskim uc¢incima na aktivnosti kinaza c-Raf i p38 MAP odabranih
spojeva mogu se pripisati supstituentu u polozaju C-4 1,2,3-triazolnog prstena. Simetri¢ni bis-
pirolo[2,3-d]pirimidinski hibrid 70 s najizrazenijom ekspresijom kinaza c-Raf i p38 MAP
pokazuje ujedno i najsnazniji citostatski ucinak. Iz Western blot analize se antiproliferativan
ucinak spoja 70 u stanicama CFPAC-1 moze pripisati inhibiciji CDK9/ciklina T1 i slabljenju
onkogenog signala za p38 MAPK i c-Raf.

a) b)
Hela Hela
58
CDKO9/ciklin T1 * | 81kDa !
p'CRAF — 74 kDa %_M
$
p_p38 -- 43 kDa § o4
alfa tubulin 55 D2 )
Kontrola CDK9/ p-cRAF p-p38
Kontrola 58 ciklin T1
HelLa . Hela
68
CDKO/ciklin T1  "e— 81 kDa 7
p-CRAF - 74 kDa g_ )
[}
p-p38 &' - 43 kDa Z o
E 0.2
alfa tubulin A 55 kDa
Kontrola 68 " Kontrola  CDKY/ p-cRAF p-p38
ciklin T1
CFPAC-1
CFPAC-1 ] 70
CDK9/ciklinT1 | B c i Da | o
2 w [ )
@
o
p-CRAF g: 74 kDa % 06 .
@
p-p38 38kDa | £ o
= ;
)
alfatubulin  e—— 55 kDa | © o . I
Kontrola 70 0
Kontrola  CDK9/ p-cRAF p-p38
ciklinT1

Slika 58. Rezultati analize Western blot predvidenih meta za spojeve 58, 68 i 70.
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3.4. Mono- i bis-triazolni 6-supstituirani purini i 7-deazapurini

Iz dobivenih rezultata antiproliferativnog djelovanja hibrida mono- i bis-6-klor-7-
deazapurina (tablica 7) vidljivo je da simetri¢ni pirolo[2,3-d]pirimidinski dimeri 69 i 70
najsnaznije inhibiraju rast tumorskih stanica, te je priredena serija simetri¢nih bis-triazolnih
dimera 6-supstituiranih 7-deazapurina i purina s razliitim alifatskim (propilenskom i
dimetileterskom) i aromatskim (p-dimetiloksifenilnom i p-dimetiloksibifenilnom)
premosnicama (slika 59).

Slika 59. Op¢i prikaz struktura bis-triazolnih 6-supstituiranih dimera purina i 7-deazapurina.

Ciljani bis-triazolni  6-supstituirani purinski i1 pirolo[2,3-d]pirimidinski dimeri
priredeni su Cu(l) kataliziranom click reakcijom te su, ovisno o reakcijskim uvjetima,
izolirani i odgovaraju¢i mono-supstituirani triazolni derivati. U svrhu optimiranja Huisgenove
1,3-dipolarne cikloadicijie, click reakcija je provedena primjenom razli¢itih sintetskih metoda.
KoriStenjem razli¢itih Cu(l) soli i izvora energije usporedeno je vrijeme reakcije, selektivnost
i iskoriStenje tih reakcija. U metodi A prireden je in situ Cu(l) katalizator iz Cu(ll)-sulfata i
elementarnog bakra u reakcijama potpomognutim ultrazvué¢nim valovima, dok je metodom B
reakcija provedena, koriStenjem istog izvora bakra, klasiénom sintezom bez dodatnog izvora
energije. U metodi C kao izvor bakra koristen je bakrov(I) jodid, s dodatkom duSikovog
liganda N,N-diisopropiletilamina i octene kiseline kako bi se ubrzala reakcija i smanjila

mogucénost nastanka nusprodukata.
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3.4.1. Sinteza mono- i bis-triazonih 6-supstituiranih purina i 7-deazapurina

Aromatski  terminalni  bis-alkini,  1,4-bis(propiniloksi)benzen (73) 1 4,4
bis(propiniloksi)-1,1'-bifenil (74), priredeni su reakcijom O-alkiliranja odgovarajuceg
alkohola (71, hidrokinon i 72, 4,4-bifenol) s propargilnim bromidom u prisutnosti baze
(shema 35), dok su alifatski bis-alkini, hepta-1,6-diin (75) i propargil-eter (76), komercijalno

dostupni.

Br\_— 0—X—0
-/

- = . -
K,CO3, EtOH, —
refluks, 24 h

71; X= @ 73: X= @

HO—X—OH

Shema 35. Sinteza aromatskih bisalkina.

Ciljani  6-klor-7-deazapurinski  bis-triazolni  dimeri 77a-80a pripravljeni su
regioselektivnom bakom(l) kataliziranom Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikoadicijom iz
azidnog derivata 51 i odgovaraju¢ih bis-alkina (73-76). U click reakciji s 4,4'-
bis(propiniloksi)-1,1'-bifenilom (74) i hepta-1,6-diinom (75), uz 7-deazapurinske dimere

dobiveni su i odgovarajuc¢i mono-triazolni derivati 78b i 79b.

Bis-triazolni dimeri 77a-80a zatim su nukleofilnom supstitucijom potpomognutom
mikrovalovima s odgovaraju¢im ciklickim aminom (piperidin ili pirolidin) prevedeni u 6-
amino-supstituirane bis-triazolne 7-deazapurinske dimere 81a-88a u dobrim iskoristenjima

60-97 % (shema 36). Kao otapalo koristena je voda, a vrijeme reakcije iznosilo je 10 min.
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N3
Cu(l), N //
metoda A-C \\/X\/
73-76
N—
N=N N=N ;=N
/ \ /
N
— X =
= /// \\\ ™~ + = N
N N
— - Cl CI
Cl
77a-80a No / \ N 78b, 79b
,}l\//N NN N— ’

77a; X= P@O\ 75, 79a; X= CH, 0 o
78a; X= oo 76, 80a; X= O 79b; X= CH,

RNH, | MW, 400 W,
H20 | 100 °C, 10min

/N\N NiN\
N\)\/ \)\/N
— X =
= /// \\\N ~
—= - R
i \ N 81a-84a, 85a-88a AN [
N—?/ ' NN

81a-84a; R= (Nj 85a-88a; R= KNB

81a; X= QQQ 85a; X= ,OQQ
82a; X= oo 86a: X= OO

83a; X=CH, 87a; X= CH,

84a; X=0 88a: X=0

Shema 36. Sinteza 6-supstituiranih mono- i bis-triazolnih 7-deazapurina.

Nadalje, kako bi se usporedio utjecaj duSika u polozaju 7 na antiproliferativno
djelovanje ove klase spojeva 6-klorpurin (1), preveden je u brometilni derivat (89) reakcijom
N-alkiliranja s dibrometanom. S ciljem dobivanja klju¢nog azidnog derivata provedena je
supstitucija s natrijev azidom, no umjesto Zeljenog prekursora prireden je bis-azidni derivat

(90A), koji je u ravnotezi s tetrazolnim tautomerom (90T) (shema 37).
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Cl Cl N3
// \
N~ | N> BrCH,CH,Br N~ > _ NaN; \
K\ N K2C03 DMF, K HZO aeton, K K
N H st, 24 h \\\ refluks, 24 h \\\
1 89 90A
Br N3 Ns
cu(l),
metoda A-C
N— NH,

N 91

Shema 37. Sinteza spojeva 91 i 92.

Potvrdeno je da 6-azidopurinski derivat u ¢vrstom stanju i u DMSO-ds poprima
tetrazolnu strukturu 90T [183], dok se u *H NMR spektru snimljenom u CDCl; pojavljuju oba
tautomerna oblika (slika 60, tablica 11). Karakteristi¢ni protoni H2 i H8 purinske jezgre

znacajno su odsjenjeni u tetrazolnoj strukturi 90T u odnosu na azidnu strukturu 90A.

Tablica 11. Kemijski pomaci protona H2 i H8 u spektru*H NMR za spojeve 90A i 90T.

N3 /l>l~|\\1
N
TS — T
N N 25N N
90A \\\N3 \\\N3
90A 90T
Otapalo H2(ppm) H8(ppm) H2(ppm) H8(ppm)
CDCl; 8,67 8,05 9,52 8,25
DMSO-dg - - 10,14 8,69
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. I |

T T T . T - T T T s T
105 10.0 9.5 9.0 8.5 2.0 FiD
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7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35
1 (ppm)

Slika 60. Spektar *H NMR za spoj 90 snimljen u DMSO-ds (plavo) i CDCls (crveno).

U prisutnosti bakra kao katalizatora diazidni derivat 90 podlijeze redukciji pri ¢emu
nastaje N-azidoetilni derivat adenina 92. Iskljucivo s vrlo reaktivnim propargil-eterom izoliran
je monosupstituirani produkt click reakcije spoj 92, ¢ija je struktura potvrdena rentgenskom
strukturnom analizom (shema 38). Pretpostavljeni mehanizam redukcije azidnog derivata 85 u
adeninski analog 87 je radikalska reakcija [184, 185]. Gubitkom molekule dusika nastaje
nitren (90a), koji se pomoc¢u bakra prevodi u Cu-nitren (90b). Prisutnost vode u reakcijskoj

smjesi, koja moze donirati H-atom, dodatno ubrzava redukciju (shema 38).

N\\\®

N_ ©
N : NH, -N—Cu HN—Cu NH;
NZ N\ . NQjN\ L NQIN\ e NQjN\ NJIN\
K\NN> K\NN> K\NN> KNN>~§NN>
90 \\\N 90a \\\N 90b \\\ 90c \\\N 92 \\\

3 3 3 3 N3
Shema 38. Predlozeni mehanizam redukcije azido derivata 90 u adeninski analog 92.

Posto dolazi do nezZeljene supstitucije 6-klorpurina s natrijevim azidom, predlozen je
drugi sintetski put (shema 39). U prvom stupnju provedena je supstitucija 6-klorpurina (1) s
odgovarajuc¢im ciklickim aminom. Pripravljena piperidinska (93) i pirolidinska (94) purinska
baza zatim alkiliranjem s dibrometanom i supstitucijom s natrijevim azidom, daje

odgovarajuce N-9-azidoetilne purinske derivate 97 1 98.
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cl R R R
NZ | N\> RNH, H,0 N7 \> BrOHCHBr  NZ SN NaNy N>
_—
§ N, Mw, 400w, L\ K2COg DIF, k\ | N> H,0, aeton, k
N"H  100°C, 10min t 24h N refluks, 24 h
1 93,94 95, 96 \\\ 97, 98 \\\
Br N3
93,95, 97; R= O 94,96, 98; R= [N>
N |

|
Shema 39. Sinteza 6-amino-supstituiranih N-9-azidoetilnih purinskih derivata 97 i 98.

Azid-alkin cikloadicijom kataliziranom bakrom iz 6-piperidinskog (97) 1 6-
pirolidinskog (98) azidoetilnog purina s 1,4-bis(propiniloksi)benzenom (73), 4,4'-
bis(propiniloksi)-1,1'-bifenilom (74), hepta-1,6-diinom (75) i propargil-eterom (76) zatim su
sintetizirani odgovarajuci 6-piperidinski (99a—102a) i 6-pirolidinski (103a—106a) bis-triazolni
purinski dimeri. Ovisno o primijenjenim reakcijskim uvjetima, uz ciljane dimere takoder su
izolirani i mono-triazolni analozi 99b—101b, 104b i 105b (shema 40).

N7 SN
Iy
97, 98\\\

cu()), N3
metoda A-C
N—
/) \ /
N
N N \)\/X /
N&\N/// hx s SN Né\NI S
+
R - - R R
\ N 99a -106a / \ N 99b-101b, 104b, 105b
N—? NN N—?

99a-102a; R= (Nj 103a-106a: R= \ ) 99b-101b; R= Q 104b, 105b; R:Z N )}

99a, 103a; X= P@O\ 99b; X=0 Oo\
100a, 104a; X= ,OQ 100b, 104b; X= ,OQ

101a, 105a; X= CH, 101b, 105b; X= CH,
102a, 106a; X= 0

Shema 40. Sinteza 6-amino supstituiranih mono- i bis-triazolnih purina.

Nadalje, uz ciklicke amine pripravljeni su mono- i bis-triazolni adeninski derivati,
reakcijom azidoetilnog adenina (92) s odgovarajuc¢im bis-alkinima (73, 75 i 76) (shema 41).

Click reakcijom s 4,4'-bis(propiniloksi)-1,1'-bifenilom (74) nisu dobiveni ciljani 1,2,3-
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triazolni derivati, dok je u reakciji s hepta-1,6-diinom (75) pireden samo mono-triazolni
derivat 110b.

NH, NH, NH,
N
N7 ‘ \> BrCH,CH,Br \> NaN3 >
ks N/ K2CO3 DMF, k H,0, aeton, k
N H st, 24 h refluks, 24 h
107 108 \\\ 92 \\\

Br N3

Cu(l),
metoda A-C

N—
N=N N=N N B /
Né\N//’ AN \\\N/sN + NN 7
= - NH, H,N e
H,N S 109a, 111a N / 2720 N 109b-111b
N\// NN N—

1092, 1096 = 0" )»-Q  MOB;X=CH;  111a, 111b; X= 0

Shema 41. Sinteza mono- i his-triazolnih adeninskih hibrida.

Sinteza mono- i bis-triazolnih 6-supstituiranih purina i pirolo[2,3-d]pirimidina
provedena je Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom Kkataliziranom bakrom s
odgovaraju¢im pseudopurinskim (51), odnosno purinskim (92, 97 i 98) azidoetilnim
analozima i terminalnim bis-alkinima (73-76). Kako bi se optimirali reakcijski uvjeti
koriStene su tri metode za provedbu click reakcije. U metodama A i B kao izvor bakra
koriSten je sustav CuSO,4/Cu(0) u smjesi vode i organskog otapala (t-BuOH:H,O = 1:11 0,5
mL DMF). Kao dodatni izvor energije u metodi A koristeno je ultrazvuc¢no zracenje pri 1000
W 1 80 °C, dok je metoda B provedena klasi¢nom sintezom na sobnoj temperaturi. U metodi
C bakrova(ll) sol je zamijenjena s bakrovim(l) jodidom uz ligand N,N-diisopropiletilamin
(DIPEA) i octenu kiselinu (HOAc). Reakcija je provedena u diklormetanu klasi¢nom
sintezom pri sobnoj temperaturi. Zbog mogucnosti nastajanja eksplozivnih nusprodukata click

reakcija s propargil-eterom (76) izvedena je samo metodom B.

U tablici 12 navedena su iskoristenja dobivenih mono- i bis-triazolnih purina i 7-
deazapurina pri razliCitim reakcijskim uvjetima (metode A-C). Vrijeme reakcije
potpomognute ultrazvu¢nim valovima (metoda A) znacajno je kra¢e u odnosu na reakcije
provedene pri sobnoj temperaturi (metode B i C). Dodatni izvor energije ubrzao je reakciju s
5 dana na samo 1,5 h, dok upotreba katalitickog sustava Cul/DIPEA/HOAc smanjuje vrijeme

reakcije na 3 dana. Nadalje, akusti¢na kavitacija u heterogenom sustavu CuSO4/Cu(0)
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povecéava prijenos mase i elektrona s povrSine metala do organskog akceptora, te je pokazala
bolju selektivnost. Tom metodom izolirani su samo bis-triazolni purinski i 7-deazapurinski
dimeri. U reakcijama s Cul (metoda C) izoliran je najveci broj mono-triazolnih derivata, dok

su metodom B priredeni mono-triazolni 6-klor-7-deazapurinski derivati 78b i 79b, te 6-

piperidin-7-deazapurinski derivat 99b u iskoristenjima 24 %, 23 % i 4 %.

Tablica 12. Iskoristenja click reakcije mono- i bis-triazolnih 6-supstituiranih purina i

pirolo[2,3-d]pirimidina dobiveni metodama A-C.**©

S _ . Iskoristenje (%)
Premosnica  Spoj Metoda A? Metoda B® Metoda C°
oo 77a 49 54 24
o 78a 34 33 35
TN SO 78b - 24 :
K\ 79a 41 45 63
N H CHZCH2CH2 79b _ 23 35
80a np’ 51 np’
CHZOCHZ ) ngd _ ngd
99a 61 28 36
O ,,,/O@O\,,, ggb o 4 29
100a 48 38 48
N ,,,/OO\,,, 100b - - 31
NZ N\ 101a 52 40 21
K\N ‘ N> CH20H2CH2 101b _ _ 10
H d d
102a n 46 n
CHzoCHz ) nEd _ ngd
o @O 103a 51 28 61
@ 104a 75 49 80
N D W W - - 61
NZ N 105a 50 41 58
‘ \)
5, H> CHCHCHy o ) 7 51
106a np° 46 np°
CH,OCH, - ngd ) nBa
109a 11 - -
,,,/O@O\,,, 109b _ 25 -
e oo : I I
N | N\>
NP . CH,CH,CH, . - ; ’
N 110b - 55 95
111a  np° 8 np*
CH,OCH

®Metoda A, uvjeti: Cu(0), CuSQy,, US, 1000W, 80°C, 90 min. °Metoda B, uvjeti: Cu(0),CuSQOy, s.t., 5 dana
“Metoda C, uvjeti: Cul, DIPEA, AcOH, CH,Cl,, s.t., 3 dana. dnp = reakcija nije provedena. - = nije izoliran.
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3.4.2. Kristalna struktura spoja 91

Kristalna struktura spoja 91 odredena je rentgenskom strukturnom analizom, a njegova
molekulska struktura prikazana je na slici 61a. Spoj 91 kristalizira s dvije neovisne molekule
u asimetri¢noj jedinici, a sastoji se od triciklickog prstena povezanog s 1,2,3-triazolnim
prstenom preko etilenske skupine. Na triazolni prsten vezan je jo§s metiloksipropinilni lanac.

Diedarski kut izmedu ravnina dvaju cikli¢kih sustava iznosi 43,3(2)°.

Molekule spoja 91 medusobno su povezane iznimno velikim brojem vodikovih veza.
Strukturom dominiraju C—H--N vodikove veze, kojih ima cetrnaest, a uz koje u
supramolekulskom udruzivanju sudjeluju i Cetiri C—H--O vodikove veze. Taj veliki broj

interakcija stvara dvodimenzijsku mrezu koja je medusobno paralelna (slika 61b).

a) b)

Slika 61. Molekulska struktura (a) i kristalno pakiranje (b) spoja 91.
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3.4.3. Antiproliferativna ispitivanja hibrida mono- i bis-triazolnih 6-supstituiranih

purina i 7-deazapurina

Antiproliferativno djelovanje hibrida mono- i bis-triazolnih 6-supstituiranih purina i
pirolo[2,3-d]pirimidina ispitano je na Cetiri zlo¢udne tumorske stani¢ne linije: adenokarcinom
pluéa ne-malih stanica (A549), adenokarcinom gusterace (CFPAC-1), karcinom vrata
maternice (HeLa) i metastatski kolorektalni adenokarcinom (SW620) kao i na normalne

fibroblaste prepucija (HFF-1) kod ¢ovjeka. Rezultati ispitivanja prikazani su u tablicama 13 i

14.

Tablica 13. Antiproliferativno djelovanje bis-triazolnih 6-supstituiranih dimera purina i
pirolo[2,3-d]pirimidina.

Na=p

n=N

A

X

N,
X

. 1Cs0” (uM)
Spo Baza
POl A549 Hela CFPAC-1 SW620 HFF
77a "o/ o >100 770 >100  >100 0,85
Cl
78a NK@ o <)o 63 >100  >100 >100 0,14
79a VR CH,CH,CH, 99,6 99,7 74,9 >100 23
80a CH,OCH, >100 >100 36,5 535 164
8la O o Yo >100 >100  >100 >100 0,42
g2a | o Y )o 539 685 17,4 247 0,82
N=~ N\
83a @ CH,CH,CH, 59,3 33,7 48,7 652 0,33
H
84a CH,OCH, 51,9 282 37,9 455 0,44
85a O o Yo 493 64 25,8 779 0,89
géa ol (" )o 689 546 77,4 >100 4,0
N~ N\
87a @ CH,CH,CH, >100 80,0 65,3 >100 0,52
H
88a CH,OCH, >100 >100  >100 >100 0,82
99a O o Yo = 535 16,2 9,2 435 0,90
100a | o {)o 123 38 8,1 52 0,92
N/
10la L\N‘ N\> CH,CH,CH, >100 41,2 53,9 >100 0,82
102a ) CH,OCH, 731 347 56,8 66,1 0,58
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- |C50a (HM)
Spoj  Baza X A549 HeLa CFPAC-1 SW620 HFF
103 o< Yo 949 606 485 983 121

N .
1040 L oD« )o 85 T4 16,4 59,1 0,63

\
105a K\N | H> CH,CH,CH, 88,6 604 49,9 >100 0,69
106a CH,OCH, 87,3 66,9 52,5 634 0,74

109a | "o/ V%o  >100 >100 >100  >100 67,1

NZ NN
Y
111a KN N CH,0CH, >100 >100 >100 >100 28,5

* 1Csp; koncentracija spoja koja inhibira rast stanica za 50 %.

Prema rezultatima antiproliferativnog djelovanja bis-triazolnih 6-supstituiranih dimera
purina i pirolo[2,3-d]pirimidina (tablica 13) znacajniju antitumorsku aktivnost (ICso < 10 uM)
pokazuju spojevi 78a, 85a, 99a, 100a i 104a. 1z dobivenih vrijednosti moze se uociti da
premosnica izmedu triazolnih jezgri ima vaznu ulogu u aktivnosti. Spojevi s alifatskim
premosnicama (79a, 80a, 87a, 88a, 10la, 102a, 105a i 106a) ne pokazuju znacajnije
antitumorsko djelovanje, dok spojevi s p-dimetiloksibifenilnom premosnicom pokazuju
najsnazniju inhibiciju rasta tumorskih stanica. Nadalje, adeninski derivati 109a i 111la ne
pokazuju djelovanje na odabrane tumorske stanice (ICsp >100 uM). Na inhibiciju stanica
adenokarcinoma pluca (A549) najsnaznije djeluju 6-klor-7-deazapurinski hibridi s p-
dimetiloksifenilnom premosnicom 78a (ICsp = 6,3 uM) i 6-pirolopurinski hibrid s p-
dimetiloksibifenilnom premosnicom 104a (ICsp = 8,5 uM), koji takoder pokazuje inhibitorno
djelovanje na HelLa stanice (ICsp = 7,4 uM). 6-Piperidinpurinski hibrid 100a p-
dimetiloksibifenilnom premosnicom pokazuje najsnaznije djelovanje na stanice HeLa (ICsp =

3,8 uM), CFPAC-1 (ICs = 8,1 uM) i SW620 (ICs0 = 5,2 uM).

Nadalje, znacajniju antitumorsku aktivnost mono-triazolnih 6-supstituiranih purina i
pirolo[2,3-d]pirimidina (tablica 14) pokazuju isklju¢ivo spojevi s p-dimetiloksibifenilnom
premosnicom 78b, 100b i 104b. Poput bis-triazolnih analoga adeninski mono-triazolni hibridi
(109b—-111b) i derivati s alifatskim premosnicama (79b, 101b, 105b, i 111b) ne pokazuju
antitumorsko djelovanje. Najsnaznije djelovanje pokazuje 6-klor-7-deazapurinski derivat 78b,
koji inhibira rast stanica HeLa (ICsp = 0,98 uM) i CFPAC-1 (ICsp = 0,79 uM) u

nanomolarnom podrucju.
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Tablica 14. Antiproliferativno djelovanje bis-triazolnih 6-supstituiranih purina i pirolo[2,3-
d]pirimidina.

ICs0” (MM)
A549 HelLa CFPAC-1 SW620 HFF

X
78b /C' ol V)0 69 098 079 80 0,73
79b @ CHCHCH,  >100 750 195 805 693
99b O o yo BT 171 234 357 291
1000 ] o o{><{)e 93 39 2,9 232 55

\
01b S~y oHcHoH,  >100 722 752 100 373

104b Q ol H()o 621 81 6,5 980 91

Spoj Baza

NZ N
10sb L | > CH,CH,CH,  >100 >100  >100  >100 100

N
H

109b N o %o >100 >100 >100  >100 58,6
Z N

1100 |_ | N CHCHCH, ~ >100 >100  >100  >100 828

11b " A CH.OCH,  >100 >100  >100  >100 >100
N—N
N

01 CHOCH,  >100 >100  >100  >100 >100

\N ‘ N\>
S

? ICso; koncentracija spoja koja inhibira rast stanica za 50 %.

Usporedujuci antiproliferativno djelovanje hibrida mono- i bis-triazolnih  6-
supstituiranih purina i pirolo[2,3-d]pirimidina (tablica 13 i 14) s djelovanjem bis-triazolnih 6-
klor-7-deazapurinskih derivata vezanih preko p- (69) i m- (70) fenilne premosnice (tablica 7)
moze se uocCiti da se zamjenom fenilne premosnice izmedu triazolnih jezgri smanjuje i
antiproliferativno djelovanje. Mono-triazolni derivat 78b pokazuje sli¢nu inhibitornu

aktivnost na stanice adenokarcinoma gusterace (CFPAC-1) poput spoja 70.

100



3. REZULTATI | RASPRAVA

3.5. Hibridi 2,5(6)-disupstituiranih benzimidazola i 1,2,3-triazola [186, 187]

Druga skupina spojeva priredenih u ovom doktorskom radu su hibridi 2,5(6)-
disupstituiranih benzimidazola s 1,2,3-triazolom. Benzimidazolni derivat 46 s 1-(p-klorfenil)-
1,2,3-triazolnim supstituentom vezan za N-1 polozaj heterociklicke baze pokazao je snazno
antitumorsko djelovanje inhibirajuci rast ne-malih stanica karcinoma plu¢a A549 (ICsp = 0,79
uM) s kinazom p38 MAP kao mogu¢om metom djelovanja (tablica 3, slika 49). Provedene su
daljnje strukturne modifikacije s ciljem dobivanja linearnih spojeva koji imaju bolju
topljivost. U polozaj C-5(6) benzimidazolne jezgre uvedena je polarna, hidrofilna amidinska
skupina, a triazolni prsten vezan je za C-2 polozaj benzimidazola preko fenoksimetilenske

premosnice (slika 62).

X=H,F, Cl I, OCH;

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

NH,CI NH,CI N

R'=”1<NH2 ﬁN{ é;\lj

46

Slika 62. Op¢i prikaz strukture hibrida 2,5(6)-disupstituiranih benzimidazola s 1,2,3-

triazolom.

Kao $to je prikazano u literaturnom pregledu amidino-supstituirani benzimidazolni
farmakofor pokazuje veliki potencijal za stvaranje kovalentnih interakcija s polinukleotidima
DNA 1 RNA, koje su kao bioloske mete povezane s antitumorskom, antibakterijskom 1
antitipanosomskom aktivnoscu. Stoga je ovoj klasi spojeva uz antitumorsku aktivnost ispitano
I djelovanje protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, te parazita Trypanosoma
brucei (T. Brucei), kao i interakcije s ctDNA i dsSRNA (pApU i pCpG).
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3.5.1. Sinteza hibrida 2,5(6)-disupstituiranih benzimidazola

Reakcijom 4-hidroksibenzaldehida (112) s propargilnim bromidom prireden je O-
propargilirani benzaldehid (113), koji je zatim koristen kao dipolarofil u regioselektivnoj
Cu(l)-kataliziranoj cikloadiciji s aromatskim azidima (shema 42). U sintezi 4-triazolnih
derivata benzaldehida 114-123 koriStene su ucinkovite i ekoloski prihvatljivije metode,
primjenjuju¢i mikrovalno i ultrazvuc¢no zracenje. Cu(l)-katalizator generiran je in situ iz

Cu(Il) sulfata i metalnog bakra.

¢} Br, o
OH "k,C0,, EtOH °
H 2o " H =
112 113

refluks, 8 h

RN3,CuSO,4/Cu(0), |80°C, 1,5h,
t-BuOH : H,O0=1:1,
DMF MW/US

)
> < > R
o) P
N
. 0
114-123 N~
114; R= Ph 119; R= p-OCH-Ph
115; R= p-F-Ph 120; R= 0-Cl-Ph
116; R= p-ClI-Ph 121; R= CH,Ph

117; R= p-I-Ph 122; R= CH,SPh
118; R= p-CF5-Ph  123; R= CH,(p-CI-Ph)

Shema 42. Sinteza 4-triazolnih derivata benzaldehida 114-123.

Iskoristenja click reakcije potpomognute ultrazvu¢nim i mikrovalnim zraenjem
prikazana su u tablici 15. Ucinak akusti¢éne kavitacije u ultrazvuéno potpomognutim
reakcijama pogodniji je za heterogenu click reakciju, te su spojevi 114-122 priredeni u ve¢em
iskoriStenju (62-99 %) u odnosu na reakcije provedene uz mikrovalno zracenje (3071 %)
(tablica 15).

Tablica 15. Iskoristenja (%) click reakcija u sintezi 4-triazolnih derivata benzaldehida 114—

122 potpomognutih ultrazvukom (US) i mikrovalovima (MW).

Spoj | 114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120 | 121 | 122

US | 97 | 95 | 62 | 82 | 99 | 76 | 64 | 90 | 73

Iskoristenje
(%)

MW | 71 | 47 | 34 | 56 | 30 | 42 | 53 | 71 | 57
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Ciljani benzimidazolni hibridi pripravljeni su kondenzacijom 4-(1,2,3-triazol-I-
il)benzaldehida (114-123) i odgovarajuc¢ih o-fenilendiamina (124a—124e) uz NaHSO; kao
oksidativni reagens. Priredeni su amidino-supstituirani benzimidazoli 125a-133a, 125b-134b
i 125¢-134c, a kako bi se mogao usporediti utjecaj amidinske skupine na biolosku aktivnost
sintetizirani su nesupstituirani benzimidazol 127d i 5(6)-klorbenzimidazol 127e (shema 43).
Amidino-supstituirani o-fenilendiamini (124a—124c) pripravljeni su Pinnerovom metodom iz
4-amino-3-nitrobenzonitrila u dva stupnja reakcijom s odgovaraju¢im aminima (amonijak,

izopropilamin, etilendiamin) [188].

o R’ NH,
>\ < > R
0] / N~ + \©:
H ! NH,

=N

114-123 N 124a-124e
NH, Gl NH,Cl’
114; R= Ph 119; R= p-OCH-Ph e MO N
115;R=p-F-Ph  120; R= 0-CI-Ph 124a; R'= ‘<NH2 ; ,j(N
116; R=p-C-Ph  121; R= CH,Ph N
117; R= p-I-Ph 122; R= SCH,Ph . H/N] 124d; R'= H
118; R= p-CF5-Ph  123; R= CH,(p-CI-Ph) 124c;R=-A | 124e;R'=Cl

H

NaHSOj; (aq), | HCl(g), EtOH, 4h,
EtOH, refluks, 8h s.t.

QN
' A\ R
R (0] -
N
NﬁN

125a-134a, 125b-134b, 125¢c-134c,

127d, 127¢
125a-125c; R= Ph 130a-130c; R= p-OCH5-Ph
126a-126¢; R= p-F-Ph 131a-131c; R= 0-CI-Ph
127a-127e; R= p-CI-Ph 132a-132c; R= CH,Ph
128a-127c; R= p-I-Ph 133a-133c; R= CH,SPh
129a-129¢; R= p-CF3-Ph  134b, 134c; R= CH,(p-CI-Ph)
NH, CI NH,CI CIHN
125a-133a, R'=--« 125b-134b, R'=--4 125¢c-134c, R'=--< ]
NH, HN{ N

127d; R'=H, 127e; R'= CI

Shema 43. Sinteza 2-aril-supstituiranih hibrida benzimidazola 125a-133a, 125b-134b, 125¢c—
134c, 127d i 127e.
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U svrhu odredivanja utjecaja fenoksimetilenske premosnice, koja povezuje
benzimidazol s 1,2,3-triazolnim prstenom, na antiproliferativno djelovanje priredeni su
spojevi 141 i 142, koji direktno povezuju ta dva prstena i spoj 143, s alifatskom etilenskom

umjesto aromatske fenoksimetilenske premosnice (shema 44).

AcCN, 0°C, ROH

’ N~
o Cu(OAc), MeOH /=N
o NH, —BUONO__ N, (OAc),, CION
TMSN; s.t, 80°C,US,1,5h — OH
2h
137; n=1 n
135 136 138 n=3

DMSO, EtzN, CH,Cl,,
cocCl, | -78°C dos.t,
45 min

R’ NH,
: :NHZ N
N 124b, 124¢ ol N oo
A\ _ [
R' . C
n NaHSO; (aq),EtOH, refluks, 8h; ~
” — HCI(g), EtOH, 4h, s.t. n H
N\\ _N
N

139;n=0
140; n=2
141-143
Cl
NH, Cl
141, 143; R=--4 141,142, n=0
HN{ 143; n=2
ClHN
142; R=--<
"

Shema 44. Sinteza benzimidazolnih hibrida 141-143.

1-(p-klorfenil)-1,2,3-triazolni alifatski alkoholi (137 i 138) priredeni su reakcijom 4-
klorfenilazida i propargilnog alkohola ili pentinola reakcijom potpomognutom ultrazvukom s
Cu(OAC), u metanolu. Kljuéni prekursori, 1-(p-klorfenil)-1,2,3-triazolni aldehidi 139 i 140
dobiveni su Swernovom oksidacijom iz primarnih alkohola 137 i 138 s oksalilnim kloridom
(COCl,) u dimetilsulfoksidu (DMSO) u prisutnosti trietilamina (EtsN) kao baze pri niskoj
temperaturi (-78 °C). Mehanizam ove reakcije odvija se u tri stupnja prikazanih na shemi 45
[189]. U prvom stupnju DMSO reagira s oksalilnim kloridom i nastaje elektrofilan sumporov
intermedijar (144a), koji se preko peterociklickog prijelaznog stanja raspada i nastaje
klorsulfonijev ion (144b). Zatim se dodaje alkohol koji u reakciji s 144b daje
alkoksisulfonijev intermedijar (144c, 144d), kojeg baza EtsN deprotonira, te se raspada na
dimetil-sulfid i aldehid (139 i 140).

104



3. REZULTATI | RASPRAVA

o 0
H O O NﬁN\
co, CO N ol
| - e
P o= © oksalil-Klorid ‘) ! LMo .
S S S PN
- o o ® 137;n=0
DMSO Cl-j 144a 144b 138; n=2
HCI
Me,S
N
n=N H,C | NEt3 H,C ™
MN@C"L *@N ) 5 W
=
o n 139;n=0 144e;n=0 144c;n=0
140; n=2 144f; n=2 144d; n=2

Shema 45. Predlozeni mehanizam Swernove oksidacije primarnog alkohola 137 u aldehid
139.

U reakciji aldehida s o-fenildiaminima (124b i 124c) sintetizirani su ciljani amidino-
supstituirani benzimidazoli (141-143) s NaHSOs3, stvaranjem sulfitnog adukta (145a), koji

zatim reagira s o-fenilendiaminom te se zatvara imidazolni prsten (shema 46) [190].

Ny NaHSO,
cl N 7
= C

n SO3Na
139;n=0
140; n=2 145a
R NH,
: :NHZ
124b, 124c

N
. \

R n

N —_—
H
N\\ _N
N
141-143 cl

NH,Cl CIHN
141, 143; R=--4 142: R'= - ] 141, 142; n=0
HN{ H 143; n=2

Shema 46. Predlozen mehanizam ciklizacije benzimidazola 141-143 s NaHSO:s.
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3.5.2. Antiproliferativna aktivnost hibrida 2,5(6)-disupstituiranih benzimidazola

Rezultati antiproliferativnog ispitivanja priredenih derivata benzimidazola ispitanih na
tumorskim  stani¢nim linijama adenokarcinoma plu¢a ne-malih stanica (A549),
adenokarcinoma gusterace (CFPAC-1), karcinoma vrata maternice (HeLa) i metastatskog
kolorektalnog adenokarcinoma (SW620) kao i na normalne pluéne fibroblaste (WI38) kod

¢ovjeka prikazani su u tablici 16. 5-fluoruracil (5-FU) koristen je kao referentni spoj.

Tablica 16. Antiproliferativno djelovanje hibrida 2,5(6)-disupstituiranih purinskih izostera
benzimidazola 125a-133a, 125b-134b, 125¢-134c, 127d, 127e i 141-143.

Rz N N=N
\>—x4</\
N

\O:H N\ \R1

Spoj R % Re ~psag CFPAC-Ilc 50':311;4) SW620 WI38
1252~ )  -PhOCH,- < 533 299 188 315 81
126a 4 )+ -PhOCH, < 8,0 >100 74 378 07
127a { )-o -PhOCH,- < 005 186 08 7.6 50
128a () -PhOCH,- < 045 215 64 095 0,62
129a 4 ) -PhOCH,- « 08 21 032 03 052
130 ~{)ro PhOCH; {7 100 70 71 >100 007
131a @ -PhOCH,- < >100  >100 20,9 >100 0,54
132a < ) -PhOCH,- < 95 344 137 309 089
133a s ) -PhOCH,- < 149 369 169 440 808
125b )  -PhOCH,- <{ >100  >100 166 621 099
126b () -PhOCH» {7 84  07L 05 379 066
127 () -PhOCH, g 005 >100 175 487 80
1280 () -PhOCH- g 008 51 051 069 020
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spoj R X R; ICs0” (uM)

A549 CFPAC-1 HeLa SW620 WI38
129b ()= -PhOCH, ~{, 8576 >100 137 501 0,32
130b {)-e PROCHy {7 >100 >100  >100 >100 008
131b @ PhOCHz (") >100 824 222 881 083
13%b () -PhOCHy {7/ 62  >100 88 586 654
133 s<{) -PhOCHr {7 >100 157 248 608 81
130 ()= -PhOCHr {7 49  >100 >100 365 070
125c () -PhOCHy 1 497 26,2 78 296 010
126c ~{ )+ -PhOCHy <] >100 >100 098 23 009
127c  ~{ )-o -PhOCHy <] 006 169 022 36 22
128c -~ )~ -PhOCHy <] >100 08 042 037 022
129c ~{ )= -PhOCHy <] 059 0,65 27 63 069
130c ~{ po -PhOCHy <] >100 >100 62 302 0,08
13lc @ PhOCH; <] >100  >100  >100 916 0,72
132c 4 ) -PhOCHy <1 007 292 67 280 69
133c s ) -PhOCHy <71 93 9,3 67 208 16
134c ()= -PhOCHy <1 93 6,8 51 005 58
127d 4 )= -PhOCH» H 79  >100 >100 993 11
127 ~{ ) -PhOCHy CI 29 3,7 35 43 15
141 () : u 271 159 085 325 69
142 L ) - <71 39 08 069 17 27
143 (7)o -CHCHr -7 334 361 31 568 37
5-FU : : - 20 014 88 008 09

% 1Cs; koncentracija spoja koja inhibira rast stanica za 50 %.
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Iz rezultata antiproliferativnog ispitivanja (tablica 16) razvidno je da ova klasa spojeva
pokazuje snazno antiproliferativno djelovanje. Uzimajuci u obzir inhibiciju tumorskih stanica
u submikromolarnim i niskim mikromolarnim koncentracijama (ICsp < 5 puM) znacajnije
antiproliferativno djelovanje pokazuju derivati 127a-129a, 126b-128b, 126¢-129c, 127e |
141-143. Najznacajnije antiproliferativno djelovanje pokazuju spojevi sa supstituentima u N-
1 polozaju triazolnog prstena, odnosno spojevi s halogenim atomom u para polozaju fenilnog
prstena. Supstituenti na fenilnom prstenu smanjuju antiproliferativni ucinak slijede¢im

redoslijedom: 0-Cl > H > p-OCHg; > p-1 > p-CF3 > p-Cl > p-F.

p-klorofenil supstituirani 1,2,3-triazolni derivati amidina 127a, N-izopropilamidina
127b i 2-imidazolina 127¢ najsnaZnije inhibiraju rast karcinoma pluc¢a ne-malih stanica A549
s 1Csp vrijednostima od 0,05 i 0,06 uM. Benzilom supstituirani 1,2,3-triazolni analog 2-
imidazolina 132c takoder pokazuje snazan, ali i selektivni inhibicijski u¢inak (ICso = 0,07
puM) na stanice A549. p-jodfenil-supstituirani 1,2,3-triazolni derivati (128a—128c) pokazuju
znacajnu aktivnost protiv tumorskih stanica metastatskog kolorektalnog adenokarcinoma
SW620 (128a, ICsp = 0,95 uM; 128b, ICs = 0,69 uM; 128c, 1Cso = 0,37 uM). Uvodenje
metilenske i tiometilenske premosnice izmedu triazolnog prstena i fenilne jezgre dovelo je do
smanjenja antitumorske aktivnosti, izuzev benzilom supstituiranog 1,2,3-triazolnog analoga
5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazola 132c i p-klorobenzil-supstituiranog 1,2,3-triazolnog
analoga 5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazola 134c, koji pokazuju snazno i selektivno
djelovanje na stanice A549 (132c, 1Cso = 0,07 uM), odnosno SW620 (134c, 1Cso = 0,05 uM).

Nadalje, amidinski supstituent na benzimidazolnoj jezgri takoder pokazuje utjecaj na
antiproliferativnu aktivnost. Usporedujuéi inhibitornu aktivnost (ICsp < 5 uM), opcenito se
moze zakljuciti da 2-imidazolinilni derivati benzimidazola (125¢—134c) pokazuju najsnaznije
djelovanje, a N-izopropilni derivati benzimidazola (125b-134b) najslabiju aktivnost.
Zamjenom amidinskog supstituenta s klorom (127e) dolazi do gubitka antiproliferativne
aktivnosti, dok nesupstituirani derivat benzimidazola 127d gotovo u potpunosti gubi
djelovanje u usporedbi s njegovim 2-imidazolinilnim (127c), N-izopropilnim (127b) i

amidinskim (127a) analozima.

Zamjena fenoksimetilenske premosnice s etilenskom (143) ili izravno povezivanje
benzimidazolnog i 1,2,3-triazolnog prstena (141 i 142), smanjuje aktivnost na stanice A549 u

usporedbi s amidinskim anlozima 127b i 127c. Medutim, N-izopropilamidin 141 u usporedbi
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s analogom 127b pokazuje znatno snaznije djelovanje na stani¢ne linije CFPAC-1 i Hela.
Sli¢no tome, 2-imidazolinilni derivat benzimidazola 142 pokazao je dvostruko veéu aktivnost
na stanice CFPAC-1 u odnosu na njegov strukturni analog 127c. Ovisnost strukture hibrida
2,5(6)-disupstituiranih benzimidazola i njihovog citostatskog djelovanja prikazana je na slici
63.

Ry=H
I G S
HCI -
N NH,Cl NH,CI -
</]>1<2>742 R=Cl
NN oA CHy <=
N Ney R
R, Datar O P> p-CI> pi > p-GFy >> p-OCH, > H> 0
N | ~
| H o 0 0y Y
A549

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Slika 63. Ovisnost strukture i antiproliferativne aktivnosti hibrida 2,5(6)-disupstituiranih

purinskih izostera benzimidazola.

Spojevi koji pokazuju citostatsku aktivnost protiv tumorskih stani¢nih linija
citotoksi¢ni su na normalne plué¢ne fibroblaste (WI38). Spojevi 127a-127c, 132c i 134c
pokazuju manju citotoksi¢nost u usporedbi s drugim spojevima, ukljucujuci i1 referentni 5-FU.
Kako bi se detaljnije okarakterizirali spojevi 127b i 132c, koji su pokazali najsnaznije i
najselektivnije djelovanje na karcinom pluéa ne-malih stanica A549 1 njihov moguci

mehanizam djelovanja provedena su dodatna bioloska ispitivanja.
3.5.3. Analiza apoptoze hibrida benzimidazola i 1,2,3-triazola 127b i 132c

Aneksin V test proveden je na odabranim kandidatima, 127b i 132c, kako bi se
ustanovilo moZe li se njihovo antiproliferativno djelovanje na A549 stanicama povezati s
indukcijom apoptoze. Spoj 127b izaziva znacajno smanjenje udjela zZivih stanica za 70,59 %
uz istodobno veliki porast stanica u ranoj i kasnoj apoptozi/primarnoj nekrozi za 27,81 % i 40
% (tablica 17, slika 64). Slicno tome, spoj 132c rezultirao je smanjenjem zivih stanica za
49,77 %, Sto je popraceno znaCajnim povecanjem rano i kasno apoptotskim/primarno

nekroti¢nim stanica za 26,97 % i 16,37 % (tablica 17, slika 64).
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Slika 64. Odredivanje apoptoze inducirane spojevima 127b i 132c na ne-malim stanicama
karcinoma pluc¢a A549 primjenom testa Aneksin V. Prikazane su slike svijetlih polja (lijevo) i

kasno apoptoti¢ne/primarno nekroti¢ne stanice (desno).

Tablica 17. Aneksin V test spojeva 127b i 132c u ne-malim stanicama karcinoma pluca
A549.

A549 stanice (%)*
Kontrola 127b 132¢c

Sekundarno nekrotiéne stanice 0,00 2,78 6,43
Rano apoptoti¢ne stanice 0,52 28,33 27,49
Zive stanice 99,48 28,89 49,71

Kasno apoptoti¢ne/

. oy . 0,00 40,00 16,37
primarno nekroti¢ne stanice
®Udio zivih stanica (PI-/Ann V-), rano apoptoti¢nih stanica (PI-/Ann V+), kasno apoptoti¢nih stanica (PI+/Ann
V+) i sekundarno nekrotiénih stanica (PI+) nakon 48 h tretmana s 2 x ICsq vrijednostima spojeva 127b i 132c.
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3.5.4. Validacija predvidenih proteinskih meta spojeva 127b i 132¢ primjenom analize

Western blot

U svrhu odredivanja moguce proteinske mete za odabrane kandidate provedena je in

silico analiza predvidanja spektra aktivnosti PASS (tablica 18) [180]. Zajedno s literaturnim

podacima za bioloSke aktivnosti strukturno srodnih kemijskih entiteta i poznatih bioloskih

putova povezanih s inhibicijom rasta karcinoma plu¢a ne-malih stanica A549, kao

potencijalne mete odredeni su: fosfodiesteraza SA (PDES5), kinaza ovisna o ciklinu 9 (CDKJ9),

transglutaminaza 2 (TGMZ2), p38 protienska kinaza aktivirana mitogenom (p38 MAPK) i

sfingozin-kinaza 1 (SK1), a njihova ekspresija analizirana je Western blot analizom (slika 65).

Tablica 18. Predvidanje spektra aktivnosti PASS? (Pa > Pi) za spojeve 127b and 132c.

. 127b . 132¢
BioloSke mete P PP Bioloske mete Pa? P
Inhibitor cGMP ) oa5 (953 Inhibitorsinteze 5 yg5 ) 504
fosfodiesteraze leukotriena
Inh|b|_torMAP- 0,130 0,012 Inhlbltpr 0,425 0,002
kinaze transglutaminaze 2
Inhibitor receptora
faktorara_sta 0,277 0,194 InhlbltprcGMP 0,293 0,015
trombocita fosfodiesteraze
(PDGFR)
Inhibitor 0117 003  Inhibitor MAP 501 0004
transglutaminaze 2 kinaze
Inhibitor sfingozin Inhibitor
Kinaze 1 0,051 0014 pkoreiklinTy %397 012l
Inhlbltorp38MAP- 0,083 0,054 _|nthIFOI‘5- 0162 0010
kinaze Lipooksigenaze
Inhibitor sinteze Inhibitor
leukotriena 0,103 0,079 fosfodiesteraze 5A 0,062 0,038

Spektar aktivnosti koji predvida PASS prikazan je popisom aktivnosti s vjerojatnostima "aktivnosti" (Pa) i

"ne-aktivnosti" (Pi). Sto je ve¢a Pa i manja Pi vrijednost, to je veéa vjerojanost predvidene aktivnosti.

111



3. REZULTATI | RASPRAVA

A549 A549
PDES . e 100 kDa coky N B s
Kontrola  127b  Kontrola 132¢ ckinT!  yontrola 127b  Kontrola 132c
AS549 CDK®/ ciklin T1
12
12
- 1 —— —
3 08
o 06
: = 127b
04 0 132¢ o8
02 0.2
0 ]
Kontrola  PDE5 Kontrola  PDES Kentrola 127b Komrola  132c
A549 A549
Tom2 R S S 76 kD fosfo-p33 =
(Ser15) B s3k0a
Kontrola 127b  Kontrola 132¢ ‘ Kontrola 127b  Kontrola 132c
AS549 A549
0 " " 127b
= 127b 0a a 132
oa o 132¢
02 =
o L ’ Kontrola fosfo-p53 Kontrola  fosfo-p53
Kontrola ~ TGM2 Kontrola ~ TGM2 (Ser15) (Ser15)
A549 A549
fosfo-SK1 fosfo-p38 MAPK .
(Ser225) . - 47kDa (Thr180/Tyr182) 43kDa
Kontrola 127b Kontrola 132c Kontrola 127b  Kontrola  132¢
A549 A549

1 e 1 1
08 08
v . 127b : - ol
o z 04 o 132¢c
) o 132c
: ) S D
0

Kontrola fosfo-p38 Kontrola fosfo-p38
Kontrola fosfo-SK1 Kontrola fosfo-SK1 MAPK MAPK

(Ser225) (Ser225) (Thr180/Tyr182) (Thr180/Tyr182)
A549

alfatubulin NS SE—  SEE—— 55 kDa
Kontrola 127b  Kontrola 132c

Slika 65. Western blot analiza predvidenih meta za spojeve 127b i 132c u stanicama A549.
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PDES je cGMP-specificna fosfodiesteraza koja hidrolizira cGMP u 5-GMP ¢ime se
smanjuje unutarstanicna razina cGMP. Utvrdena je prekomjerna ekspresija PDES u ne-malim
stanicama karcinoma pluca, te je povezana s indukcijom apoptoze [191]. Rezultati Western
blot analize pokazali su znacCajno smanjenje ekspresije PDES u stanicama A549 koje su

tretirane spojem 132c, dok takav uc¢inak nije uocen kod spoja 127b.

Prekomjerna ekspresija CDK9 moze dovesti do akumulacije p53 u stanicama
astroglioma $to upucuje na regulaciju p53 ovisnih o CDK9 [192]. Spoj 132c izrazito smanjuje
razinu ekspresije CDK9/ciklin T1 u A549 stanicama, §to je povezano ujedno sa smanjenjem
razine fosfo-p53 (Serl5). Nasuprot tome, spoj 127b ne pokazuje znacajnije promjene u
ekspresiji CDK9/ciklin T1, iako je opazen trend smanjenja razine fosfo-p53, §to upucuje da
kinaza CDK9/ciklin T1 nije ukljuena u regulaciju aktivnosti p53 kod tretmana stanica sa

spojem 127b.

Multifunkcionalan enzim TGM2 katalizira stvaranje intermolekularnih izopeptidnih
veza izmedu glutaminskih i lizinskih pobocnih lanaca. Ovaj enzim posjeduje intrinzi¢nu
kinaznu aktivnost fosforiliranja serin/treonina u tumorskom supresorskom proteinu p53 ¢ime
je regulirana njegova aktivnost [193]. Western blot analizom je vidljivo da su razine TGM2 i
fosfo-p53 znacajno smanjene nakon tretiranja sa spojem 132c, dok njihove razine

djelovanjem spoja 127b nisu znacajno promijenjene.

Kinaza SK1 Katalizira fosforilaciju sfingozina stvarajuci sfingozin-1-fosfat (S1P),
lipidni posrednik koji regulira proliferaciju 1 stani¢no prezivljavanje. Ekspresija SK1
povecana je u tkivima i stanicama karcinoma pluca 1 korelira s progresijom tumora i niskom
stopom prezivljavanja pacijenata s NSCLC (eng. non-small cell lung cancer), sto ukazuje da
je SK1 obecavaju¢a farmakoloska meta za lijeCenje NSCLC. Nadalje, utvrdeno je da SK1
aktivira p38 MAPK u normalnim i tumorskim stanicama [194]. Rezultati pokazuju da spoj
132c znacajno smanjuje razinu ekspresije fosfo-SK1, Sto je popra¢eno padom razine fosfo-
p38 MAPK. Isti uCinak u neSto slabijoj mjeri opazen je sa spojem 127b. p38 MAPK
fosforilira pS3 na serinu 15, §to je klju¢no za stabilnost, reguliranje i funkcionalno aktiviranje

p53 tijekom stani¢nog stresa.
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Uzimajuci u obzir navedene podatke iz literature i rezultate Western blot analize,
smanjenje aktivnosti p53 u stanicama A549 inducirano spojem 132c moze se povezati s
nizvodnom regulacijom TGM2, CDKOY/ciklin T1 i p38 MAPK. Spoj 127b ne pokazuje
znaCajan ucinak na aktivnosti CDK9 i TGM2, ve¢ djeluje na smanjenje aktivnosti SK1 i p38
MAPK (slika 66). Kako je p38 MAPK zajednicka bioloska meta za spojeve 127b i 132c

istrazene su strukturne analize mogucih intramolekularnih interakcija.

132¢, IC,,= 0,07 uM 127b, IC,,= 0,05 UM

(teMm2 || coko | [ sk1 | @
| | 4

A549 )
proliferacija

Slika 66. Predlozen signalizacijski put spojeva 127b i 132c u stanicama A549.
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3.5.5. Strukturna analiza moguéih interakcija spojeva 127b i 132c s p38 MAP kinazom

Na temelju rezultata Western blot analize, kao i strukturno srodnih purinomimetika,
koji su selektivni inhibitori p38 MAPK (slika 6), provedena su daljnja in silico ispitivanja
moguéih interakcija sa spojevima 127b i 132c. Zbog velikog broja dostupnih kristalnih
struktura, ligandi su grupirani u 24 skupine kako bi se dobio reprezentativan, ali strukturno
razliit set za daljnju analizu, kao S§to je opisano u eksperimentalnom dijelu. Preklapanje
reprezentativnih struktura (slika 67) ukazuje na strukturnu raznolikost i razliite nacine
vezanja poznatih inhibitora u veznom mjestu ATP-a, ali i hidrofobnim podruc¢jima I i II, kao i
DFG-out podrucju. Koristena su dva pristupa kako bi se odredio najvjerojatniji nacin vezanja
spojeva 127b i 132c u vezno mjesto ATP-a kinaze p38 MAP: pristup temeljen na interakciji s
bioloskom metom tj. molekulsko uklapanje (eng. docking) u aktivno mjesto i pristup temeljen

na preklapanju molekulskih polja s bioaktivnom konformacijom poznatog inhibitora (eng.

\ izlozeno otapalu

podruéje zgloba

molecular field alignment).

Hidrofobno
podrugije Il

Hidrofobno
podrucje |

podrucje

—

v §©
izlozeno otapalu
1 ™A

N

Slika 67. Kristalne strukture inhibitora p38 MAPK preklopljene na p38a apo-strukturu (pdb:
5U0J).
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Metoda preklapanja molekulskih polja (eng. molecular field alignment) provedena je
koriStenjem bioaktivnih konformacija dobivenih iz reprezentativnih kristalnih struktura, dok
su strukture spojeva 127b i 132c generirane konformacijskom analizom. Na slici 68 prikazane
su strukture spojeva 127b i 132c preklopljene s 3LFA, ligandom srednje aktivnosti (ICsp =
100 nM), i ligandom 3D83, s niskom nanomolarnom aktivnos¢u (ICsp = 8 nM). Preklapanje
glavnih farmakofornih tocaka provedeno je i s 3LFA i s 3D83 referentnim ligandima.
Konformacije 127b i 132c preklopljene s reprezentativnim ligandima koriStene su za daljnju

procjenu energija vezanja pomo¢u MM-GBSA metode.

a) b) pdb: 3LFA, K4=27 nM

3D83

Slika 68. Strukture spojeva 127b, 132c, 3LFA i 3D83 liganda (a). Konformacije spojeva
127b (zelena) i 132c (ljubicasta) preklopljene s 3LFA ligandom (siva) koriste¢i metodu
molekulskih polja (b) i konformacije spojeva 127b (zelena) i 132c (ljubicasta) preklopljene s
3D83 ligandom (siva) koriste¢i metodu molekulskih polja (c). Polja negativnog potencijala

(plava), polja pozitivnog potencijala (crvena), hidrofobna polja (Zuta).

Molekulsko uklapanje (eng. docking) provedeno je koristeci kristalne strukture apo-p38
enzima u DFG-in konformaciji (pdb: 3LFA) i p38 u kompleksu s bifenilamidom (pdb: 3D83)
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u DFG-out konformaciji. Protokol molekulskog uklapanja proveden je bez ogranicenja i uz
ogranienje (eng. constrain) pre-definiranih interakcija u zglobnom podrucju s
aminokiselinama Met109 1 Glyl110. Nadalje, kako bi se istraZila moguénost stvaranja
interakcije sa strukturama u kojima je uoceno izvrtanje glicina (Glyl110), koriStene su
strukture 10UY i 2YIW (slika 69).

Slika 69. Razli¢iti nacini vezanja spojeva 127b (a) i 132c (b). Preklopljene proteinske
strukture (sivo), DFG-out pdb:3D83 i 2IYW (zelena), DFG-in pdb:3LFA (ljubicasta) i DFG-
in pdb: 10UY (narancasta).

MM-GBSA metodom procijenjena je energija vezanja za razli¢ite vezne konformacije
spojeva 127b i 132c koje su prikupljene molekulskim uklapanjem. S ciljem istraZivanja
korelacija izraunatih veznih energija MM-GBSA s eksperimentalno odredenom inhibicijom,
izraCunate su vrijednosti AG za skup liganada s raspolozivim kristalnim strukturama i
inhibicijskim aktivnostima na p38 MAP-kinazu, te je dobiveno dobro slaganje za deset
inhibitora (slika 70). Ovi rezultati ukazuju da se primijenjenim racunskim protokolima moze
vjerodostojno procijeniti inhibitorna aktivnost razli¢itih veznih konformacija spojeva 127b i
132c u usporedbi s poznatim inhibitorima. Sve predvidene inhibitorne vrijednosti spojeva

127b i 132c su u podrucju ispod 100 nM, a konformacije oba spoja vezana za DFG-out
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konformaciju 3D83 slicnim nac¢inom vezanja pokazuju najsnazniju aktivnost (127b; I1Cso = 8
nM i 132c; 1Cso = 4 nM). Predvidanje aktivnosti u skladu je s Western blot analizom, prema

kojoj 132c jace smanjuje ekspresiju fosfo-p38 MAPK u stanicama A549 (slika 65).

4 pICS0
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8.8
o 1wy 10VE
) 100 a0 &0 L 60 S0 -
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Slika 70. Korelacija eksperimentalnih plCsg vrijednosti i vrijednosti dG izra¢unatih metodom
MMGBSA za skupinu inhibitora kinaze (zeleno). Predvidene vrijednosti pICsy za razliCite

konformacije spojeva 127b i 132c (narancasto).

Najbolja predvidena vezna konformacija spoja 132c u usporedbi s 3D83 ligandom
prikazana je na slici 71. Imidazolinilbenzimidazolna skupina stvara tri vodikove veze s
aminokiselinama premosnog podrucja (Glu71, His148 i Asp168). Oba fenilna supstituenta
vezana za triazolni prsten nalaze se u hidrofobnoj okolini, a benzil vezan za N-1 polozaj
triazola ostvaruje m-m interakcije s Phel69. In silico analiza, dakle, potvrduje moguénost

uc¢inkovitog inhibiranja p38 MAP-kinaze pomocu spojeva 127b i 132c.
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Slika 71. Strukturno preklapanje spoja 132c (sivo) i 3D83 liganda (zeleno) (a). 2D prikaz
3D83-p38 MAPK interakcija (b). 2D dijagram 131c- p38 MAPK interakcija (C).
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3.5.6. Spektroskopska karakterizacija 5(6)-amidino-supstituiranih benzimidazola

Amidino-supstituirani  derivati  benzimidazola  okarakterizirani su  UV/Vis
spektroskopijom. Uocena su dva apsorpcijska maksimuma na 260 i 315 nm (tablica 19).
Apsorbancije priredenih otopina proporcionalne su njihovim koncentracijama do 1 x 10~
moldm™, 3to ukazuje da ne postoji znadajnije intermolekularno slaganje koje bi moglo
dovesti do hipokromnih uéinaka. Stovise, UV/Vis spektri pokazali su zanemarive promjene
ovisne o temperaturi (25-90 °C) ukazuju¢i na stabilnost spojeva pri poviSenoj temperaturi i

nakon hladenja na 25 °C.

Tabica 19. Molarni apsorpcijski koeficijenti (¢)® odredeni za 5(6)-amidino-supstituirane
benzimidazole 125a-133a, 125b-133b i 125¢c-133c.

Spoj 7rTrT1( /dmir:ollgim'1 Spoj 7rTr?1( /dm§n>"<|ollF)13cm'1 Spoj 7rTrar)1( /dmgn):ollfcm'1
T R R R
oo BB E B % ms
BB B g m
BB B m o
BB o E B gm
BB g B gm o
i B8 B gy B WS, B 928
132a gi; :ngi 132b :Zaig ;é; 132¢ ﬁ? 523
133a giz gis 133b :23?21 522 133c ig 232

# Smjesa vode i DMSO (> 1 %).

Na slici 72 dan je primjer UV/Vis spektra spoja 125a i njegove linearne ovisnosti
apsorbancije i koncentracije, te apsorpcijski spektri temperaturne stabilnosti i stabilnosti
mjerene unutar 72 h. Rezultati su pokazali da su svi ispitani spojevi stabilni i pogodni za

daljnja spektroskopska i bioloska ispitivanja.
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Slika 72. UV/Vis spektar spoja 125a kod razli¢itih koncentracija (a), promjena apsorbancije

na Amax = 314 nm ovisna o promjeni koncentracije (b), temperaturna stabilnost (c) i stabilnost
tijekom 72 h (d).

3.5.7. Interakcije 5(6)-amidino-supstituiranih benzimidazola s polinukleotidima

3.5.7.1. UV/Vis titracija 5(6)-amidino-supstituiranih benzimidazola s ctDNA i dsRNA

Interakcije priredenih 5(6)-amidino-supstituiranih benzimidazola 125a-133a, 125b—

133b i 125¢-133c ispitane su s dvolancanim polinukleotidima ctDNA, porijeklom iz timusa

teleta, i sintetskim RNA polinukleotidima pApU i pCpG. UV/Vis spektroskopija jedna je od

najrasirenijih metoda za odredivanje interakcija malih molekula s DNA. Nastanak kompleksa

spoja s polinukleotidima dovodi do promjene u UV/Vis spektru. UV/Vis titracije s ctDNA

pokazale su hipokromni ucinak koji ukazuje na nestanak slobodne molekule i stvaranje

kompleksa spoja i ctDNA (slika p-3, prilog 3). Hipokromni ucinak (12—44 %) popracen je

malim batokromnim pomakom (A4 = 3-9 nm).
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Ispitane su interakcije spojeva i s dvolanCanim dsRNA polinukleotidima (pApU i
pCpG). Titracijom spojeva s pApU uocen je hipokromni (19-58 %) i mali batokromni (A1 =
2-11 nm) pomak u vidljivim apsorpcijskim spektrima kao posljedica stvaranja kompleksa s
polinukleotidima. UV/Vis apsorpcijski maksimum izmedu 300-320 nm znacajno se smanjuje
titracijom spojeva s pCpG (27-50 %) popracen sa slabim batokromnim pomakom (A4 = 2—7
nm). Na spojevima koji su pokazali minimalne promjene (AA < 0,08 nm pri r = 1-0,1) u
UV/Vis spektrima tijekom titracije s DNA/RNA polinukleotidima nisu provedena daljnja
spektroskopska ispitivanja. Ti spojevi pokazuju moguénost stvaranja vrlo slabih
elektrostatskih interakcija s polinukleotidima (tablica 20). Titracijom spojeva 125a i 131c s
pApU =zabiljezena je jasna izosbesti¢na tocka u UV/Vis spektrima, §to ukazuje na stvaranje

jednog dominantnog nacina vezanja (slika 73).

Tablica 20. Hipokromni udinak (H/%)% konstanta vezivanja (log Kg)® i omjer n°
([spoj]/[polinukleotid]) izracunati iz UV/Vis titracija priredenih spojeva s CtDNA/dSRNA
(BPE, 1 =0,015 M, pH = 7).

CtDNA pApU pCpG
H/%® logKs n  H/% logKs n  H/%® logKs n

125a 78 6,76 027 193 524 031 526 644 0,40

130a 22,1° - - 27,9° - - 13,7 6,27 0,73
131a 363 6,24 058 389 521 0,18 4,82° - -

132a 40,4 578 059 325 594 011 49 6,56 0,36
133e 382 533 061 31,7 620 029 579 589 0,69
125b 410 6,17 064 465 587 024 586 6,17 04°
126b 388 596 055 369 551 035 456° - -

127b 21,2° - - 203 592 021 247 6,5 0,39
129b 24,2° - - 21,4 595 023 360 635 051
130b 29,7 6,06 062" 578 527 023 505 639 039
131b 338 564 069 504 600 019 531 643 0,36
132b 412 593 047 538 613 030 6,13 554 040°
133b 442 6,39 036" 472 59 030 59 720 0,28

Spoj

125¢ 25,7° - 307 - - - 6,21 0,40°
126c 30,3° - - 147 659 027 301° - -
130c 18,9° 31,6° 546 0,30° 5,46°

131c 11,7 643 035 293 538 029 534 643 0,36
132c 246 584 075 555° 589 030" 589 659 041
133c 411 621 012 316 536 026 521 429 04°

#Hipokromni u¢inak odreden Scatchardovom jednadbom; H = (Abs(spoj) —Abs(kompleks)) / Abs(spoj) x 100.
b Podatci titracije obradeni su prema Scatchardovoj jednadbi.

¢ To&nost omjera n = 10-30 %, zbog Cega logK; vrijednosti odstupaju u istom redu veli¢ine.

“n = fiksan.

¢ Hipokromni uginak izradunat iz eksperimentalnih podataka.

— = premale promjene za racunanje konsatne vezivanja.

" mjeSoviti nagin vezanja, konsata vezivanja izraGunata u rasponu r > 0.1.
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Slika 73. Titracijska krivulja spoja 125a s ctDNA (a) i pApU (b).

Konstante vezanja (logKs) i gustoca veznih mjesta (n) izraCunate su pomocéu
Scatchardovih ploha. Konstante vezanja spojeva 130b i 131b izracunate su samo za titracijske
podatke snimljene na r > 0,1, jer su ispod tog omjera promjene apsorpcijskih maksimuma
premale za tocan izraun (AA < 0,04). Spektroskopski podaci obradeni su pomocu
Scatchardove jednadZzbe za izraCunavanje parametara vezanja (tablica 20). Gustoca veznih
mjesta (omjer n) dobivenih titracijom spojeva s ctDNA (n = 0,12-0,75) upuéuje na vezanje
spojeva u mali utor DNA polinukleotida, kao dominantni nain vezanja, dok vrijednosti
dobivene za titracije spojeva s dsRNA (pApU, n = 0,11-0,35; pCpG, n = 0,28-0,73), zajedno
sa strukturnim karakteristikama utora ukazuju na interkaliranje, kao dominantni nacin
vezanja. Opcenito se moze zakljuciti da uvodenje halogena u para polozaj fenilnog prstena
vezanog za N-1 polozaj triazolnog prstena onemogucuje stvaranje nekovalentnih interakcija s
polinukleotidima izuzev N-izopropilamidinskih derivata benzimidazola 126b, 127b i 129b, te
2-imidazolinil-supstituiranog derivata benzimidazola 126c¢. Pored toga, samo spojevi s p-
fluorfenilnim (126b i 126¢) supstituentom na N-1 polozaju triazolnog prstena pokazuju

interakcije ctDNA.
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3.5.7.2. Odredivanje promjene temperature meksanja (ATy,)

Promjena temperature meksanja (ATn) definirana je kao razlika izmedu tocke meksanja
slobodnih polinukleotida i njihovih kompleksa s malim nekovalentno vezanim molekulama.
lako je korelacija izmedu konstante vezanja i povecanja Tp, prilicno sloZena, odredivanjem
tocke meksanja omogucuje se brza kvalitativna procjena relativnih afiniteta vezanja spojeva
prema odabranim polinukleotidima (tablica 21). Odredivanje tocke meksanja provedeno je s
razli¢itim omjerima spojeva (r = 0,1; 0,3; 0,51 0,7 ekvivalenata, r = [spoj]/[polinukleotid]) s
ctDNA i pApU polinukleotidima. pCpG polinukleotid posjeduje previsoko vreliste, te
promjene temperature meksanja s tim polinukleotidom nije bilo mogucée odrediti. Vrijednosti

dobivenih promjena temperatura mekSanja za razli¢ite omjere r dane su u tablici 21.

Tablica 21. ATy, (°C) priredenih spojeva s polinukleotidima dodavanjem spojeva u razli¢itim

omjerima r° (PBE, pH = 7).2

CtDNA pApU

03 05 07 01 03 0,5
125a 2,46 4,84 469 1,74 174 253
131a 2,35 3,20 3,77 020 272 -
132a 3,12 386 3,62 206 1,14 1,70
9,05°

133a 2,19 262 2,66 039 1,11 1,11
12,58° 15,04°

125b 3,35 3,94 425 032 064 1,11

Spoj

126b 2,22 295 395 100 1,17 149

1270 - - - 085 085 085
15,59° 15,84°
129b - - - 0,12 0,31 1,03

20,02° 25,08°
130b 4,03 396 4,47 117 1,32 1,56
6,38° 8,49°
131b 3,40 3,89 439 0,76 0,58 1,12
132b 1,76 3,32 3,63 091 0,51 0,72
133b 2,22 1,72 1,71 0,52 0,23 0,26
126¢c 2,05 3,13 R 2,06 4,09 4,74
34,39° 38,61°
130c - - - 2,49 2,67 2,92
36,08° 40,93°
131c¢ 355 3,31 380 285 4,27 5,53
13,99° 17,73°
132¢ 3,31 352 260 126 142 2,06
10,30° 13,29°
133¢ 2,87 3,47 360 1,11 0,47 0,47
12,46° 13,89°
% Sve vrijednosti su dobivene kao srednja vrijednost iz najmanje dva

mjerenja. Pogreska ATy £0.5 °C. °r = [spoj]/[polinukleotid]. ¢ Bifazne
denaturacijske krivulje. ¢ Nije moguée odrediti.
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Utvrdena je nelinearna ovisnost ATy, vrijednosti u odnosu na omjer r, $to upucuje na
zasi¢enost veznih mjesta za omjer r = 0,5-0,7 s ctDNA polinukleotidom, te zar = 0,3-0,5 s
pApU (tablica 21). Bifazne denaturacijske krivulje koje se javljaju pri interakciji spojeva
132a, 133a, 127b, 129b, 130b, 126¢ i 130c-133c s pApU kod visSih omjera r ukazuju na
aglomeriranje spojeva duz polinukleotidnih lanaca. Navedeni spojevi imaju monofazne
krivulje za r < 0,3, koje zajedno s rezultatima UV/Vis titracija ukazuju na interkaliranje kao

dominantan nac¢in vezanja.
3.5.7.3. Spektroskopija cirkularnog dikroizma (CD)

Vezanje akiralnih malih molekula na kiralne molekule DNA/RNA rezultira induciranim
spektrom CD (ICD) [196]. Pojava ICD vrpci nakon titracije koriStena je za procjenu
orijentacije kromofora u veznom mjestu ctDNA/dsRNA i odredivanje nacina vezanja. CtDNA
sadrzi priblizno 40 % G-C i 60 % A-T parova baza i poprima B-konformaciju s uskim,
dubokim i lako dostupnim malim utorom i prili¢no Sirokim i plitkim velikim utorom. RNA
polimeri, pApU i pCpG, ¢ine A-konformciju sa Sirokim malim i uskim velikim utorom.
Glavna razlika izmedu dsRNA je prisutnost amino skupina na N-2 polozaju u gvaninu koja
ulazi u utore i1 time moZe utjecati na afinitet i nacin vezanja spojeva koji se ispituju. Uocene
promjene intenziteta CD vrpci za ctDNA/dSRNA upucuju na djelomicni prekid kiralnosti

polinukleotidne uzvojnice nakon vezanja male molekule.

CtDNA pokazuje dva karakteristiCna signala: pozitivnu vrpcu na 280 nm, pripisanu 7t-7t
slaganju, i negativnu vrpcu na 245 nm zbog kiralnog svojstva. Dodavanjem spojeva u otopinu
CtDNA vidljiv je snazan, pozitivno inducirani CD signal (ICD) u podruc¢ju od 300-350 nm,
popracen sa smanjenjem vrpce u podrucju od 220 do 300 nm (slika 74 i slika p-4, prilog 3),

Sto ukazuje da je vezanje u mali utor za te spojeve dominantan nacin vezanja [197].

a) b)
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Slika 74. Inducirani spektri CD spojeva 125a (a) i 131b (b) s ctDNA (r = 0-0,7).
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U spektrima ICD za pApU i pCpG s ispitanim spojevima dolazi do smanjenja CD
vrpce u rasponu od 220-300 nm, te je uocen novi negativan signal pri 4 > 300 nm (slika p-4,
prilog 3) kod svih spojeva, osim za 125a, 125b, 130b-131b i 132c. Spojevi 130a-130c
pokazali su veéi afinitet za dSRNA u odnosu na CtDNA. Spojevi 130b i 130c imaju veci
afinitet prema pApU, a spoj 130a prema pCpG (slika 75). Spektri ICD spojeva 130b i 130c, u
prisutnosti pApU pokazuju intenzivan porast signala iznad r = 0,3, dok spektar ICD spoja
130a s pCpG pokazuje slabiji signal interkaliranja iznad r = 0,5. Ti rezultati su u skladu s
dobivenim vrijednostima iz UV/Vis titracija i promjenama temperature meksanja. Minimalne
promjene intenziteta CD vrpci u prisutnosti pCpG nakon titracije sa spojevima 125a, 125b,
127b, 130b-132b i 132c, ukazuju na nespecifican naéin vezanja. Najvjerojatnije se spojevi

agregiraju na pCpG polinukleotid.

a) b)
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Slika 75. Spektri ICD u prisutnosti polinukleotida dsSRNA a spojevima 130a (a), 130b (b) i
130c (c).
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3.5.8. Antibakterijska aktivnost in vitro

Provedena su ispitivanja antibakterijskog djelovanja in vitro 5(6)-amidino-
supstituiranih derivata benzimidazola 125a-125c, 130a—133a, 130b—133b i 130c-133c, koji
su pokazali interakcije s dvolan¢anim polinukleotidima. Ispitani su na gram-pozitivnim
bakterijama S. aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), i gram-
negativnim bakterijama, E. coli (ATCC 25925), K. pneumoniae (ATCC 700803), P.
aeurigonsa (ATCC 27853) i Acinetobacter baumannii (ATCC 19606). Utvrdene su
minimalne koncentracije inhibicije (MIC) 1 usporedene s vrijednostima antibiotika
ceftazidima (CAZ), ciprofloksacina (CIP), ampicilina (AMP) i gentamicina (GEN) (tablica
22).

Tablica 22. Antibakterijska aktivnost spojeva 125a-125c, 130a—133a, 130b-133b i 130c—

133c protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterijskih sojeva.

MIC (ng/mL)

Spoj S.aureus E.faecalis E.coli K.pneumonia P.aeruginosa A.baumanni

ATCC ATCC  ATCC ATCC ATCC ATCC

25923 29212 25925 700803 27853 19606
125a 32 64 32 128 128 >256
130a >256 128 >256 >256 >256 >256
131a 64 64 256 >256 >256 >256
132a 32 64 32 64 32 >256
133a 32 128 32 128 64 >256
125b 128 256 256 >256 >256 >256
130b 128 64 256 >256 >256 >256
131b 32 64 256 >256 >256 >256
132b 64 128 >256 >256 >256 >256
133b 64 256 256 >256 >256 >256
125¢ 128 128 256 >256 >256 >256
130c 128 256 256 >256 >256 >256
131c 128 32 256 >256 >256 >256
132¢ 64 128 128 >256 128 >256
133c 32 128 64 >256 128 >256
CAZ - - 0,5 - 4 -
CIP - - 0,004 0,06 0,5 0,06
AMP 1 2 - - - -
GEN 0,125 8 - - - -

Spojevi su pokazali bolju aktivnost protiv gram-pozitivnih u odnosu na gram-negativne
bakterije. Samo su spojevi 125a, 132a, 133a, 132c i 133c imali aktivnost na gram-negativne

sojeve. Spojevi koji su pokazali antibakterijsku aktivnost MIC < 256 pg/mL (tablica 22)
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ispitani su na klini¢ki rezistentne gram-pozitivne sojeve: S. aureus rezistentan na meticilin
(MRSA), S. aureus osjetljiv na meticilin (MSSA) i E. faecium rezistentan na vankomicin
(VRE) (tablica 23) i gram-negativne klinicke sojeve: E. coli, K. pneumoniae i P. aeruginosa
rezistentne na f-laktamske antibiotike (ESBL, eng. extended-spectrum f-lactamases) (tablica
24).

Tablica 23. Antibakterijsko djelovanje odabranih spojeva protiv gram-pozitivnih klinickih

sojeva rezistentnih na antibiotike.

MIC (pg/mL)

Spoj S.aureus S.aureus E.faecium
MRSA MSSA VRE
125a 16 32 32
130a - - 256
131a 16 32 256
132a 16 32 32
133a 32 128 64
125b 8 128 128
130b 16 64 128
131b 8 16 32
132b 32 64 64
133b 8 64 64
125¢ 128 128 128
130c 256 256 256
131c 8 128 64
132c 64 64 64
133c 64 64 32
AMP 4 1 1
GEN 0,25 0,125 0,25

Tablica 24. Antibakterijsko djelovanje odabranih spojeva protiv gram-negativnih klini¢kih

sojeva rezistentnih na antibiotike.

MIC (pg/mL)
Spoj E.coli K.pneumoniae P. aeruginosa
ESBL ESBL ESBL

125a 4 8 128
132a 16 16 32

133a 32 16 32

132¢ 128 - 128
133c 64 - 64

CAZ 8 >128 32

CIP >128 1 8
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N-izopropilamidino-supstituirani benzimidazoli (125b, 130b-133b) pokazali su
najsnazniju aktivnost protiv soja MRSA (MIC = 8-32 pg/mL) Takoder su u nesto slabijoj
mjeri pokazali djelovanje protiv soja MSSA (MIC = 16-128 ug/mL). 2-Imidazolinil-
supstituirani derivat benzimidazola 131c imao je i snaznu aktivnost protiv soja MRSA (MIC
= 8 pug/mL). Najsnazniju aktivnost, veCu od referentnih antibiotika ceftazidima i
ciprofloksacina, protiv gram-negativnih klinickih sojeva rezistentnih na antibiotike pokazao je
amidino-supstituirani benzimidazol 125a s N-1-fenil-1,2,3-triazolnim supstituentom (E. coli
(ESBL), MIC = 4 ug/mL; K. pneumoniae (ESBL), MIC = 8 pug/mL). Utvrdena je, nadalje,
povezanost antibakterijske aktivnosti i interakcije spojeva s ctDNA/RNA. Spojevi 130a, 125¢
i 130c nisu se vezali za ctDNA i pokazali su samo marginalne antimikrobne aktivnosti (1Csq >
128 pg/mL). Nasuprot tome, amidino-supstituirani benzimidazol 125a, koji je pokazao
afinitet prema ctDNA, posjeduje najsnaznije djelovanje protiv E. coli rezistentne na f-
laktamske antibiotike (ESBL).

3.5.9. Ispitivanje antitripanosomskog djelovanja

Rezultati in vitro ispitivanja protiv Trypanosoma brucei priredenih spojeva i

nifurtimoksa (NFX), kao referentnog lijeka, prikazani su u tablici 25.

Tablica 25. Antitripanosomsko djelovanje protiv soja T. brucei®.

T. brucei Spoi T. brucei
ICso (uM) _ 1Ceo (M) P T1Ce (uM)  1Ce0 (uM)

1252 g86+0,5 162+0,9 1320 129402 21,6+04
130a  15+03 81+06 133b 135+08 22,5+03
131a >15 - 125¢ 79+04 172+12
1322 129+02 182+1,0 130c 16+04 7,3+0,3
1332 102+1,3 159+0,4 13Ic >15 -
125b  71+0,7 16,7+12 132¢ 108+04 >25
130b  1,1+03 3,5+02 133c 97+02 14.0+0.3
131b >15 - NFX 4,4+07" -

& In vitro aktivnost protiv T. brucei izrazena u koncentraciji koja inhibira rast za 50 % (ICso) i 90 % (ICq0).
b1z ref. [198]

Spoj

Iz dobivenih rezultata antitripanosomskog djelovanja moze se uoc€iti snaZan utjecaj
supstituenta u N-1 polozaju 1,2,3-triazolnog prsten na aktivnost spojeva. Aktivnost se
smanjuje prema sljedecem redoslijedu: p-OCH3 > Ph > PhSCH; > Bn > 0-Cl. Amidinska

skupina ne pokazuje znaCajan utjecaj na antitripanosomsku aktivnost. 0-Klorfenilni
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supstituent kod spojeva 131a—131c izaziva gubitak aktivnosti protiv T. brucei (ICso > 15 uM),
dok prisutnost p-metoksifenilnog supstituenta kod spojeva 130a—130c znaajno povecava
aktivnost protiv T. brucei, pri ¢emu N-izopropilamidino-supstituirani analog benzimidazola
130b pokazuje najsnazniju aktivnost (ICso = 1,1 uM; ICgy = 3,5 uM), Cetiri puta snazniju u

odnosu na referentni antibiotik nifurtimoks.

Prema rezultatima ispitivanja interakcije s ctDNA, UV/Vis titracijama i promjenom
temperature meksanja, moze se zakljuéiti da spojevi 130a—130c imaju slabi afinitet prema
CtDNA, te da ona nije primarna meta njihovog antitripanosomskog djelovanja. Nadalje,
spojevi 130a—130c pokazuju veci afinitet prema RNA polinukleotidima (pApU i pCpG) (slika
76).

Ny
vezanje u mali utor |
N\ / NN
/ - >
R4
RNA
(~ T. brucei >
§ 4, y [ } N\ -
125a, MIC= 4 pg/mL 130b, IC55= 1,1 uM
\ ) NH,CI
NH,CI _ 2
Ry= -4 R¢=Ph Ro= H4N _< R;= p-OCH3Ph
NH,

Slika 76. Mogu¢i mehanizam djelovanja za spojeve 125a i 130b s najsnaznijim

antibakterijskim i antitripanosomskim djelovanjem.
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3.6. Strukturno modificirani 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi
benzimidazola kao potencijalni inhibitori DFG-out konformacije kinaze
p38 MAP

S obzirom na podatke dobivene in silico analizom mogucéih interakcija spoja 132c s
DFG-out konformacijom kinaze p38 MAP (slika 71) priredena je virtualna biblioteka spojeva
na temelju koje su dizajnirani i sintetizirani 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani derivati
benzimidazola kao analozi spoja 132c s ciljem dobivanja boljih farmakoloskih svojstava
(topljivost, permeabilnost, Ro5) i snaznijeg djelovanja na potencijalnu metu p38 MAP-
kinazu (slika 77). Kako bi se ispitao utjecaj imidazolne skupine na inhibitorni u¢inak prireden
je nesupstituirani derivat benzimidazola. S ciljem poboljsanja lipofilnosti, na
fenoksimetilensku premosnicu uvedeni su kao upstituenti fluor i metoksi skupina. Prireden je
nesupstiuirani triazolni derivat, kao i derivati s polarnijim etilmorfolinskim supstituentom na
triazolnom prstenu. Nadalje, kako bi se ispitao utjecaj triazolne jezgre na farmakokineti¢ka
svojstva priredeni su benzoilni, morfolinoilni i piridinski derivati, kao i etilmorfolinski i
dietilaminoetilni derivati koji ne sadrze triazolni prsten, za koje je pretpostavljeno da ¢e imati

slabiju interakciju s p38 MAPK.

,,,,,,,,,

Slika 77. Op¢i prikaz strukturnih izmjena na spoju 132c.
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3.6.1. Sinteza strukturno modificiranih 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih hibrida

benzimidazola

O-propargilirani benzaldehidni prekursori s fluor (148) i metoksi supstituentom (149)
u para polozaju fenilnog prstena priredeni su reakcijom 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida (146)
I 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehida (147) s propargilnim bromidom. Zatim su one-pot click
reakcijom benzilnog klorida (150) i odgovaraju¢eg O-propargiliranog benzaldehida (113, 148
i 149) pripravljeni 1-benzil-1,2,3-triazolni benzaldehidi (121, 151 i 152) u dobrom
iskoriStenju (82-92 %). 1,3-dipol, kao odgovaraju¢i organski azid prireden je in situ
supstitucijom benzilnog klorida (150) s natrijevim azidom, a kao izvor bakra upotrijebljen je
bakrov(ll) acetat u smjesi otapala t-BuOH : H,O =1 : 1 (shema 47).

X X
Br
H o H
OH o)
¥ K,CO3 AcCN, & —
112; X=H refluks, 8 h 113; X=H
146; X=F 148; X=F NN, ELN X
147; X= OCH, 149; x=OCH,  'WaNs EtN, H
+ 30 min, s.t. o N
Cu(OAc),, <N
tBuOH: H,0=1:1),0 [
stoan N Ny@
b 121; X=H
- 151; X=F
150 152; X= OCHs

Shema 47. One-pot sinteza benzaldehida 121, 151 i 152.

Kako bi se ispitao utjecaj amidinskog supstituenta na farmakoloska i inhibitorna
svojstva sintetiziran je nesupstituirani analog benzimidazola 153 reakcijom o-fenilendiamina
124d s benzaldehidom 121 u iskoristenju od 94 %, dok su fluor i metoksi supstituirani 5(6)-
(2-imidazolinil)-supstituirani analozi benzimidazola 154 i 155 priredeni reakcijom
odgovarajucih benzaldehidnih prekursora 151 i 152 s o-fenilendiaminom 124c. Reakcije

kondenzacije provedene su koristenjem NaHSO3 kao oksidacijskog sredstva (shema 48).

R NH,
x X X
H NH, N
o ey 1240, 124d _ R.{:[ N\ o Ny
3 L& | NaHSO, N % |
N EtOH, H \_N
121,151, 152 refluks,8 h 153-154
121; X=H 153; X=H,R'=H
151; X=F 154; X= F, R'= 2-imidazolin hidroklorid
152; X= OCHj, 155; X= OCHj, R'= 2-imidazolin hidroklorid

Shema 48. Sinteza benzimidazolnih hibrida 153-155.
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Radi poboljsanja topljivosti hibrida benzimidazola u N-1 polozaj 1,2,3-triazolnog
prstena uveden je polarniji etilmorfolinski supstituent. 1,3-dipolarnom cikloadicijom
terminalnih alkina 113, 148 i 149 i etilmorfolinskog azida (157) kataliziranom bakrom
priredeni su odgovarajué¢i 1-etilmorfolin-1,2,3-triazolni benzaldehidi (158-160), a kao izvor
bakra koristen je sustav Cu(OAc),/MeOH. Ciljani 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi
benzimidazola (161-163) priredeni su ciklizacijom 4-(2-imidazolinil)-1,2-fenilendiamina
(124c¢) s odgovaraju¢im benzaldehidima (158-160) uz p-benzokinon ili NaHSO3 (shema 49).

o o
[Nj NaN; H,0 [Nj
refluks, 16 h X
H
Cu(OAc),,
Cl N; MeOH, 4 O%N

156 157 fluks, 24 h NN
retiuks,
158-160 TN
X 158; X= H bo
o 159; X= F
o ) 160; X= OCHj
H p—
113, 148, 149 )
H,N N NaHSO./
113; X=H H p-benzokinon,
148; X= F HN EtOH, refluks, 8 h
149; X= OCHj3 124¢
. X
H CI
N+ N
2\ N\
L L
H H %N H
161-163 \/\Nﬂ
:
161; X=H
162; X= F ©
163; X= OCHj

Shema 49. Sinteza benzimidazolnih hibrida 161-163.

Nadalje, pripravljen je i nesupstituirani triazolni 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani
hibrid benzimidazola 165. U dipolarnoj cikloadiciji O-propargiliranog benzaldehida 113 s
trimetilsililazidom wuz Cul, kao Kkatalizator, prireden je prekursor 164, koji zatim

kondenzacijom s 124c daje ciljani benzimidazol 165 (shema 50).
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H Cul, TMSN, }_@
\ ____ DMF: MeOH (9:1),
o refluks, 6 h \ NH
113
EtOH
NaHSOE“reﬂuks, 8h
HCl

LT, ey
Shema 50. Sinteza 2-imidazolinil-supstituiranog hibrida benzimidazola 165.

Sinteza 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranog hibrida benzimidazola (171a—175a, 171b—
175b i 171c-175c) koji ne sadrze triazolni prsten prikazana je na shemi 51. Reakcijom O-
alkiliranja s odgovaraju¢im halogenidom, uz K,CO3; kao deprotonirajuce sredstvo, priredeni
su benzaldehidni prekursori s morfolinilnim (166a-166c¢), benzoilnim (167a-167c),
piridinskim (168a-168c), etilmorfolinskim (169a-169c) i dietilaminoetilnim (170a-170c)
supstituentom. Priredeni aldehidi prevedeni su u ciljane 2-aril-5(6)-(2-imidazolinil)-
supstituirane hibride benzimidazola koristenjem p-benzokinona ili NaHSO3 kao oksidacijskog

sredstva.

cl HN/>

N
RCI/RBr, H H.C
_ K,COy [
“ACCN,” NaHSO3/

refluks, 8 h p-benzokinon,
166a-170a, 166b—170b, EtOHrefluks, 8h 171a— 175a, 171b-175b,
113; X =H 166c-170c 171c-175¢
146; X =F
147; X = OCH,

o o M
166a-166c;R=_)»N_ O 171a-171c;R=_)N_ 0

O 0
167a-167c; R= )LQ 172a-172¢; R= )LQ
168a-168c;R= "= 173a-173¢; R= =

N\ / N\ /

Shema 51. Sinteza 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola 171a-175a,

o
169a-169c; R= /—NLO

—
170a-170c; R= /—Ni

o
174a-174c; R= /—NLO

—
175a-175¢c; R= /—Ni

166a-170a; X=H,
166b-170b; X=F,
166c-170c; X= OCH3

171b-175b i 171c-175c.
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3.6.2. In silico predvidanje farmakokinetickih svojstava strukturno modificiranih 5(6)-

(2-imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola

In silico metodom odredeni su farmakokineti¢ki parametri za strukturno modificirane
5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirane hibride benzimidazola 153-155, 161-163, 165, 17la-
175a, 171b-175b i 171c-175c, koji su usporedeni s dobivenim vrijednostima za pocetnu
strukturu 132c. Strukturna svojstva spojeva, poput molekulske mase (M, < 500), broja donora
vodikovih veza (HBD < 5), akceptora vodikovih veza (HBA< 10), rotabilnih veza (ROTB <
10), aromatskih prstenova (AROM < 4), koeficijenta razdijeljenja (logP < 3), koeficijenta
distribucije (log D < 3) i ukupne polarne povrsine (eng. total polar surface area, TPSA < 140
A?) povezana su s dobrom oralnom bioraspoloZivosti. U tablici 26 dane su vrijednosti
navedenih strukturnih svojstava za priredene 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirane hibride
benzimidazola. U odnosu na grani¢ne vrijednosti pojedinih strukturnih svojstava definirane
Ro5 [199] i Veberovim [200] pravilom, vidljivo je da spoj 163 odstupa od grani¢nih
vrijednosti (M, = 502,57 i HBA = 11), dok spojevi 132c i njegovi strukturni analozi 153, 154 i

155 imaju vise aromatskih jezgri.

Tablica 26. Strukturna svojstva priredenih 5(6)-imidazolinil-benzimidazolnih hibrida.
Spoj M, HBD HBA ROTB AROM logP logD TPSA

132c 44951 2 8 7 5 296 1,10 93,01
153 38443 1 6 6 5 4,15 4,15 68,62
154 467,50 2 8 7 5 307 121 93,01
155 479,53 2 9 8 5 2,67 081 102,24
161 472,54 2 10 8 4 1,20 -0,70 105,48
162 490,53 2 10 8 4 1,32 -0,58 105,48
163 502,57 2 11 9 4 1,17 -0,73 114,71
165 359,38 3 8 5 4 1,58 -0,26 103,87
171a 40545 2 8 5 3 1,14 -0,72 91,84
171b 423,44 2 8 5 3 1,27 -0,59 91,84
171c 43548 2 9 6 3 0,98 -0,88 101,07
172a 396,44 2 6 6 4 309 123 7937
172b 414,43 2 6 6 4 3,17 1,31 79,37
172c 426,47 2 7 7 4 3,08 1,22 88,60
173a 369,42 2 6 5 4 262 0,76 7519
173b 387,41 2 6 5 4 2,70 0,84 75,19
173c 39945 2 7 6 4 2,24 0,38 84,42
174a 391,47 2 7 6 3 1,81 -0,09 74,77
174b 409,46 2 7 6 3 1,86 -0,08 74,77
174c 421,49 2 8 7 3 1,66 -0,25 84,00
175a 39547 2 6 8 3 299 -0,71 65,54
175b 377,48 2 6 8 3 2,87 -0,88 65,54
175¢c 40751 2 7 9 3 257 -120 74,77
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Apsorpcija ovisi 0 nizu fizikalno-kemijskih svojstava od kojih su najznacajniji
topljivost 1 permeabilnost. Vrijednosti predvidene vjerojatnosti topljivosti (S) u koncentraciji
od 10-60 ug/mL i permeabilnosti prikazane su u tablici 27 i na slici 78. Opcenito, topljivost
spojeva je podijeljena prema sljede¢im koncentracijama: niska topljivost < 10 pg/mL,
umjerena topljivost 10-60 pg/mL i visoka topljivost > 60 pg/mL [201]. Vrijednosti
permeabilnosti odredene su na modelu stanica karcinoma debelog crijeva (Caco-2) sa
sljede¢im parametrima: niska permeabilnost (Pe < 1 x10® cms™), srednja permeabilnost (Pe =
1 x10° ecms™ — 10 x 10°® cms™), visoka permeabilnost (Pe > 10 x10° cms™). Kako su
topljivost i permeabilnost Cesto obrnuto proporcionalne potrebno je definirati spojeve Koji
zadovoljavaju permeabilnost, a ujedno pokazuju dobru topljivost. Prema odredenim
vrijednostima topljivosti predvodni spoj 132c kao i njegovi analozi 153, 154, 172a i 172b
pokazuju slabu topljivost, istodobno pokazujuéi izrazito visoku permeabilnost. Nadalje, 5(6)-
(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi benzimidazola s morfolinskim ostatkom vezanim za
triazol (161-163) ili preko karbonilnog kisika (171a—171c), te nesupstituirani triazolni analog
165 pokazuju visoku vjerojatnost topljivosti, ali srednje permeabilnosti. Najbolja fizikalno-

kemijska svojstva pokazuju analozi s dietilaminoetilnim supstituentom (175a-175c), analozi s

piridinskim supstituentom (173a-173c), 1-benzil-triazolilom supstituirani hibrid 155,
benzoilom supstituirani derivat 172c i morfoliniletilom supstituirani hibridi 174a—174c.
a) b)
S (pH=7,4) Pe(Caco-2) x10¢/cms?
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Slika 78. Histogram vjerojatnosti topljivosti u koncentraciji od 10—60 pg/mL (a) i

permeabilnosti (b) 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola.




3. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 27. Fizikalno-kemijska i biokemijska svojstva priredenih hibrida.

X
153; R = H N

132c, 154, 155, R'@I N OR

161-163, 165, H

Hel
e [R=)
171¢c-175¢c H
. . Pe(Caco-2) o. CYP3A4°
Spoj X R S"OH=T4) S ohemed PPBI% ot
N=N
132c  H /%.NJQ 0,71 3711 9934 0,60
N=N
153 H /%.NJQ 0,41 724 9962 077
N=N
154 F /%.NJQ 0,70 3921 9892 0,64
N=N
155 OCH; /&NJQ 0,91 30,63 9898 073
N=N H
161 H AN TN 1,00 6,52 88,65 0,51
N=N
162 F o AUNRO 1,00 7,56 89,15 0,60
N=N
163 OCH; AN "N 1,00 6,17 8955 054
165 H g 0,08 5,65 91,08 0,14
171a  H 3N o 0,96 6,55 92,85 0,47
171b  F 3o 0,96 7,69 9358 0,50
171c  OCHs 3N o 0,99 5,24 8831 052
172a H O 0,61 4030 9920 050
172b  F O 0,58 4168 9815 045
172c  OCH; O 0,82 39,72 9863 057
1732 H Ry 0,91 31,00 9768 0,26
173 F v 0,85 3277 9671 036
.« N=
173c  OCH; ) 0,97 2235 9681 054
+/ \
174a  H N O 1,00 1423 8286 054
N
174b  F R O 1,00 1504 8693 0,56
N
174c OCH; - NH O 1,00 1182 828 061
1752 H NH 0,99 37,08 9082 0,74
175b  F = 1,00 34,68 8963 0,60
175c OCHj NH 0,99 2784 8941 0,79

S = vjerojatnost topljivosti u koncentraciji od 10-60 pg/mL pri pH = 7,4 tako da je 1 najvjerojatnija, a 0 najmanje
vjerojatna topljivost. ®Vjerojatnost djelovanja kao supstrat za CYP3A4: 1 je najveéa vjerojatnost, a 0 najmanja vjerojatnost

djelovanja.
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Aktivna supstancija se u krvi moze vezati za proteine plazme ili se moze nalaziti u
nevezanom stanju. Nevezani dio aktivne tvari moze stvarati interakcije s bioloskom metom i
kao rezultat imati farmakoloski u¢inak. Protein PBB (eng. plasma preotein binding) definiran
je kao udio vezane tvari u plazmi. Idealni PPB je izmedu 50 % i 90 %. Prema vrijednostima
dobivenih in silico metodom (tablica 27, slika 79), vidljivo je da predvodni spoj 132c, 1-
benzil-1,2,3-triazolni analozi 153-155, benzoilni derivati 172a-172c i piridinski analozi
173a-173c pokazuju visok udio vezane tvari, PPB > 95 % dok je oko 5 % spoja u nevezanom

obliku te moze pokazati farmakolosko djelovanje.

PPB/%

120

Slika 79. Histogram PPB vrijednosti za 5(6)-imidazolinil-benzimidazolne hibride.

U metabolizmu aktivnih tvari ukljucene su oksido-redukcijske reakcije, hidroliza i
konjugacija. Kako je veéina enzima ukljucenih u metabolizam smjeStena u jetri, primarna
metoda odredivanja metabolizma je putem enzima citokroma P450, koji posjeduje razlicite
izoforme (CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2). Prema in silico predvidanju
spojevi 165, 173a i 173b posjeduju najmanju vjerojatnost djelovanja kao supstrati izoforme
CYP3A4, dok spojevi 171a, 171b, 174a-174c i 175b pokazuju umjerenu mogucnost
djelovanja (slika 80, tablica 27).

CYP3A4 supstrat

0,9

Slika 80. Histogram vjerojatnosti CYP3A4 supstrata 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih
hibrida benzimidazola.
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In silico predvidanje ukazuje da je spoj 132c u prvoj fazi metabolizma podlozan
reakcijama aromatske oksidacije na benzilu, alifatske hidroksilacije imidazolnog supstituenta,
te O- i N-dealkiliranju. Slicno njemu, morfolinski analog 161 podlozan je N-dealkiliranju
morfolinskog supstituenta, nakon Cega slijede, alifatsko hidroksiliranje, O- i N-dealkiliranje,
dok je kod nesupstituiranog triazolnog derivata 165 primarni metabolicki put O-dealkiliranje
(slika 81).

a)
2. Alifatsko o
hidroksiliranje 4. N-dealkiliranje
1. Aromatska
3. O- dealklllranje
HCl
N+ N ﬂ oksidacija
[ s /
N
H
b) c)
2. Alifatsko I 2. Alifatsko
hidroksiliranje 4. N-dealkiliranje hidroksmranje
3. OdealklhranJe (\O HCl 1. Odealklllranje
O (O ek E%I“\
NH
e 3 O
H NT
1. Ndealklllranje
3. N-dealkiliranje

Slika 81. Predlozeni metaboli¢ki put za 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirane hibride
benzimidazola 132c (a), 161 (b) i 165c¢ (c).

Ispitivanje djelovanja aktivne tvari kao CYP inhibitora takoder je znacajno u
odredivanju hepatotoksi¢nosti spojeva, koja se moze povezati s interakcijama aktivnih
supstancija, tj. interakcijama medu lijekovima (eng. drug-drug interactions). In silico
predvidanje ukazuje da predvodni spoj 132c posjeduje veliku vjerojatnost djelovanja kao
CYP inhibitor, dok se strukturnim modifikacijama kod hibrida 165 i 161 ta vjerojatnost

znacajno smanjuje (slika 82).

Usporedujuéi in silico predvidanja za sva navedena ADMET svojstva priredenih 5(6)-
(2-imidazolinil)-supstituiranih  hibrida benzimidazola vidljivo je da su strukturnim
modifikacijama spoja 132c priredeni analozi s boljim farmakokinetickim svojstvima. Spojevi
165, 173a i 173b posjeduju najbolja ADMET svojstva, dok spojevi 161, 171a, 171b, 174a—
174c i 175b pokazuju dobru topljivost, permeabilnost i idealne PPB vrijednosti, ali s

umjerenom mogucnosc¢u djelovanja kao CYP3A supstrati.

139



3. REZULTATI | RASPRAVA

132¢c

1,00
0,50

0,25 1
0,00 I

Citokrom P450 izoforme

Vjerojatnost inhibicije

CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP1A2

1,00 1,00
2 @
£ o7 _g 0,75
€ £
E 0,50 E 0,50
£ £
= B
‘E_' 0,25 2 02
- =

0,00 - ¥ 0,00

Citokrom P450 izoforme Citokrom P450 izoforme
CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP1A2 CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP1A2

Slika 82. Vjerojatnost djelovanja 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola
132c, 161 i 165c kao inhibitora CYP.
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3.6.3. In silico predvidanje mogucih interakcija strukturno modificiranih 5(6)-(2-
imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola s DFG-out konformacijom kinaze
p38-MAP

U svrhu odredivanja mogucih interakcija strukturno modificiranih 5(6)-(2-
imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola 153-155, 161-163, 165, 171a-175a,
171b-175b i 171c-175c s DFG-out konformacijom liganda 3D83 koriStene su metoda
molekulskog uklapanja u aktivno mjesto i pristup temeljen na preklapanju molekulskih polja s
bioaktivnom konformacijom poznatog inhibitora. Metoda preklapanja molekulskih polja
provedena je primjenom najbolje vezujuée konformacije spoja 132c i struktura modificiranih
5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih  hibrida benzimidazola dobivenih konformacijskom
analizom. Spojevi 161, 163, 154, 155 i 172c pokazuju najbolje preklapanje s predvodnim
spojem 132c, te je naéin vezanja tih analoga jednak nadinu vezanja predvodnog spoja (slika

83, slika 71).

Glu71

@ Metl09

Slika 83. Preklopljene konformacije spojeva 161 (siva) i spoja 132c (zelena) koriste¢i metodu
molekulskih polja (a). 2D dijagram 160-p38 MAPK interakcija u 3D83 ligandu (b).

Metodom molekulskog uklapanja novopriredenih hibrida s 3D83 ligandom odreden je
razli¢it nacin vezanja za spojeve s dodatnim nabojem. 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani
hibridi benzimidazola 163, 162, 155, 153 i 175a pokazuju najbolje energije vezanja.
Benzimidazolna jezgra se veze u podrucje zgloba stvaraju¢i vodikovu vezu s Metl09, a
triazolni prsten stvara vodikovu vezu s Asp168, dok benzimidazolna jezgra ostvaruje dodatne
n-1 interakcije s Phel69 (slika 84).
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Slika 84. Predvidene interakcije spoja 163 s 3D83 ligandom dobivene molekulskim

uklapanjem.

Koristenjem odredene korelacije izracunatih AG energija i eksperimentalnih aktivnosti
(poglavlje 3.5.5), predvida se da ¢e 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi benzimidazola
153-155, 161-163, 165, 171a-175a, 171b-175b i 171c-175c inhibirati kinazu p38 MAP s
aktivnosc¢u ispod 100 nM.
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4.1. Opce napomene

Sve kemikalije i otapala nabavljene su od komercijalnih dobavljaca Aldrich i Acros.
Tijek reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC) koriStenjem plo¢a prevuéenih
silikagelom Merck 60F-254, a izolirane komponente detektirane su pod UV svjetlom (254 i
366 nm). Prociscavanje spojeva provedeno je primjenom Kkolonske kromatografije na
kolonama punjenim silikagelom 0,063-0,2 mm (Kemika, Merck) pri atmosferskom tlaku.
Temperature taliSta priredenih spojeva odredene su na instrumentu Kofler (Reichert, Bec) i

nisu korigirane.

'H i C NMR spektri snimljeni su na spektrometru Bruker Avance 300 i 600 MHz.
2D homonuklearni i heteronuklearni NMR spektri snimljeni su na 300 and 600 MHz Agilent
Technologies DD2 NMR spektrometru. Svi NMR spektri snimani su u DMSO-dg kao otapalu,
koristeéi tetrametilsilan kao interni standard. *"H NMR spektri snimani su pri 300 i 600 MHz,
dok su *C NMR spektri snimani pri 75 i 150 MHz. Kemijski pomaci (J) izraZeni su u ppm
vrijednostima u odnosu prema tetrametilsilanu (TMS; ¢ 0,0 ppm), a konstante sprega (J) su
izrazene u hercima (Hz). Pojedina¢ne rezonancije su asignirane na temelju kemijskih pomaka,
intenziteta signala, multipliciteta signala i konstanti sprega, kao i korelacijama u
dvodimenzijskim spektrima HSQC (eng. heteronuclear single quantum correlation) i HMBC

(eng. heteronuclear multiple bond correlation).

Spektri masa spektri snimljeni su na instrumentu Agilent 6410 s elektrosprej
ionizacijom i dvostrukim kvadrupolom (LC/MS/MS). Visokoucinkovita tekucinska
kromatografija (HPLC) provedena je na serijskom sustavu Agilent 1100 s UV detektorom
primjenom analiti¢ke kolone reverzne faze Zorbax C18 (2,1 x 30 mm; 3,5 um). Svi spojevi za

bioloska ispitivanja in vitro pokazali su ¢istocu > 95 % u navedenom HPLC sustavu.

Reakcije potpomognute mikrovalnim zra¢enjem provedene su u reaktoru Milestrone
Start S koriste¢i staklene kivete pri 80 °C i 300 W, uz tlak 1 bar. Reakcije potpomognute
ultrazvu¢nim valovima provedene su u Bandelin Bath Cleaner (Sonorex digital 10 P) s
nominalnom snagom od 1000 W i frekvencijom od 35 kHz. Reakcije su provedene u tikvici

od 25 mL s ravnim dnom, smjestene u srediStu kupelji, Scm ispod povrSine tekucine.

UV/Vis spektri snimljeni su na spektrofotometru Elmer Lambda 25 u kvarcnim

kivetama duljine puta 1 cm, a CD spektri na JASCO J-800 spektrometru.

145



4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.2. Sinteza hibrida halogeniranih derivata purina i purinskih izostera s 1-

.
X N

1,2,17,18, 29, 30, 31

aril-supstituiranim 1,2,3-triazolima
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19; R= '4-met|I.-7- 24; Y=H, R= o-F-Ph 38; X=CH, Y=F, R=o-F-Ph
hidroksikumarin 25; Y= H, R= 4-metil-7- 39; X= CH, Y= F, R= 4-metil-7-
N—N hidroksikumarin hidroksikumarin
% cl \
4 N~
U a3 s . R 26;Y=Br, R= p-CF5-Ph
5N N 5N =~ 3a_N3 5 27: Y= Br, R= o-F-Ph 40; X=CH, Y=H, R= p-F-Ph
“ NE X [ )e 28; Y= Br, R= 4-metil-7- 41; X=CH, Y= H, R= p-CI-Ph
6 7a N 6 TN hidroksikumarin 42; X= CH, Y=H, R= p-CF5-Ph
. N\\N l7\l a 1 43; X=CH, Y=H, R= o-F-Ph
- \ / 44; X= CH, Y= H, R= 4-metil-7-
“—N 15. 16 hidroksikumarin
11-13 8 R ’
15; R= p-CF3-Ph CxY= - —
11; R= p-CF5-Ph 16; R= 4-metil-7- 451 X_ N Y_ H. R_ pFPh
. R= . . . 46; X= N, Y=H, R= p-CI-Ph
12; R= o-F-Ph hidroksikumarin Y= _ -
13; R= 4-metil-7- 47, X=N, Y=H, R= p-CF3-Ph
; 48; X= N, Y= H, R= o-F-Ph

hidroksikumarin 49; X= N, Y= H, R= 4-metil-7-

hidroksikumarin

Shema 52. Reagensi i uvjeti: (i) propargil-bromid, NaH, DMF, s.t., 24 h; (ii) RN3, Cu(0), 1M
CuSOy, t-BuOH : H,O =1: 1, DMF, 80 °C, MW, 45 min, 300 W.
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4.2.1. Opéi postupak priprave N-propargiliranih purinskih izostera 3-6, 19, 20 i 32-34

Otopina odgovarajuce heterociklicke baze u suhom DMF-u (8-10 mL) mijesana je 30 min s
NaH (1,2 ekv.), te je dodan propargil-bromid (1,2 ekv.). Reakcijska smjesa je mijesana preko
noc¢i na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prac¢en je TLC-om. Po zavrSetku reakcije, otapalo
je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja je procis¢en kolonskom

kromatografijom u eluensu CH,Cl,: CH30H =60 : 1.
6-klor-9-(prop-2-in-1-il)-9H-purin (3) [202] i 6-klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-purin (4) [203]

Spojevi 3 i 4 priredeni su prema opisanom op¢em postupku iz 6-klorpurina 1 (800 mg; 5,18
mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom izoliran je bijeli kristalini¢ni
produkt 3 (549,3 mg; 59 %,; T.t. = 145-148 °C) i bijeli praskasti produkt 4 (140,3 mg; 15 %;
T.t. =109-111 °C).

3: 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8, 83 (1H, s, H2), 8,76 (1H, s, H8), 5,21 (2H, d, J
= 2,5 Hz, CHy), 3,55 (1H, t, J = 2,5 Hz, CCH). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (§/ppm):
153,2 (C2), 151,34 (C6), 149,2 (C4), 130,7 (C5), 77,3 (CCH), 76,7 (CCH), 33,3 (CHy).

4: 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (5/ppm): 8,89 (1H, s, H2), 8,85 (1H, s, H8), 5,40 (2H, d, J
= 255 Hz, CH,), 3,65 (1H, t, J = 2,5 Hz, CCH). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (Jppm):
161,6 (C6), 157,5 (C2), 152,0 (C8), 142,4 (C4), 121,8 (C5), 77,9 (CCH), 77,7 (CCH), 36,4
(CH2).

4-klor-1-(prop-2-in-1-il)-1H-imidazo[4,5-c]piridin  (5) i1 4-klor-3-(prop-2-in-1-il)-3H-
imidazo[4,5-c]piridin (6)

Spojevi 5 i 6 priredeni su prema opisanom opéem postupku iz 4-klorimidazo[4,5-c]piridina 2
(100 mg; 0,65 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom izoliran je bijeli
praskasti produkt 5 (44,3 mg; 67 %; T.t. = 101-103 °C) i produkt 6, kruto ulje (24,1 mg; 36
%).

5: 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,52 (1H, s, 1H, H2), 8,22 (1H, d, J = 5,6 Hz,
H6), 7,76 (1H, d, J = 5,6 Hz, H7), 5,29 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,), 3,60 (1H, t, J = 2,5 Hz,
CCH). °C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 152,4 (C4), 145,9 (C8), 141,3 (C6), 141,2
(C7a), 139,8 (C3a), 107,0 (C7), 77,4 (CCH), 77,1 (CCH), 34,7 (CH,).
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6: 'H NMR (600 MHz, DMSO-de) (s/ppm): 8,62 (1H, s, H2), 8,18 (1H, d, J = 5,5 Hz, H6),
7,74 (1H, d, J = 5,5 Hz, H7), 5,40 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH), 3,58 (1H, t, J = 2,5 Hz, CCH).
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (8/ppm):151,1 (C4), 148,7 (C2), 141,4 (C6), 133,2 (C7a),
127,5 (C3a), 115,1 (C7), 78,8 (CCH), 77,4 (CCH), 36,2 (CH,).

4-Klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (19) [204]

Spoj 19 prireden je prema opisanom op¢em postupku iz 4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidina 17
(800 mg; 5,21 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom izoliran je bijeli
kristalini¢ni spoj 19 (810,4 mg; 92 %; T.t. = 133-135 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-de)
(d/ppm):8,69 (1H, s, H2), 7,82 (1H, d, J = 3,7 Hz, H5), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 5,17
(2H, d, J = 2,5 Hz, CHy), 3,46 (1H, t, J = 2,5 Hz, CCH). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 150,8 (C4), 150,5 (C2), 150,1 (C7a), 130,7 (C6), 116,8 (C4a), 99,1 (C5), 78,3
(CCH), 75,8 (CCH), 33,7 (CH>).

5-brom-4-klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (20)

Spoj 20 prireden je prema opisanom opéem postupku iz 5-brom-4-klor-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidina 18 (400 mg; 1,72 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom
izoliran je bijeli praskasti produkt 18 (348,9 mg; 70 %; T.t. > 250 °C). *H (300 MHz, DMSO-
de) (/ppm): 8,73 (1H, s, H2), 8,08 (1H, s, H6), 5,15 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,), 3,50 (1H, t, J =
2,5 Hz, CCH). *C (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 151,3 (C2), 150,7 (C4), 149,6 (C7a),
130,6 (C6), 114,13 (C4a), 86,3 (C6), 78,0 (CCH), 76,3 (CCH), 34,2 (CH)).

5-fluor-1-(prop-2-in-1-il)-1H-indol (32)

Spoj 32 prireden je prema opisanom opéem postupku iz 5-fluor-1H-indola 29 (800 mg; 5,92
mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom dobiven je Zuti uljasti produkt 32
(739,9 mg; 77 %). *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 7,52 (1H, dd, J = 8,9; 4,5 Hz, H2), 7,47
(1H,d,J=3,2 Hz, H7), 7,33 (1H, dd, J = 9,9; 2,5 Hz, H4), 7,02 (1H, td, J = 9,3; 2,5 Hz, H6),
6,46 (1H, d, J = 3,0 Hz, H3), 5,10 (2H, d, J = 2,4 Hz, CHy), 3,40 (1H, t, J = 2,4 Hz, CCH).
3¢ (151 MHz, DMSO-dg) (dppm): 157,2 (d, Jce = 231,8 Hz, C5), 133,2 (C7a), 130,2 (C2),
128,6 (d, Jce = 10,5 Hz, C3a), 111,1 (d, Jcr = 10,0 Hz, C7), 109,4 (d, Jcr = 26,2 Hz, C6),
105,2 (d, Jcr = 23,3 Hz, C4), 101,4 (d, Jcr = 4,7 Hz, C3), 79,1 (CCH), 75,6 (CCH), 36,3
(CHy).
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1-(prop-2-in-1-il)-1H-indol (33) [205]

Spoj 33 prireden je prema opisanom opéem postupku iz indola 30 (1,7 g; 10 mmol). NaH je
dodan pri 0 °C, te se smjesa zagrije na sobnu temperaturu i dodaje propargil-bromid. Nakon
procisc¢avanja kolonskom kromatografijom (n-heksan : EtOAc = 10 : 1) izoliran je produkt 33
(1,1 g; 75 %). *H (600 MHz, DMSO-ds) (§/ppm): 7,56 (1H, d, J = 7,8 Hz, H7), 7,51 (1H, d, J
= 8,3 Hz, H4), 7,39 (1H, d, J = 3,1 Hz, H2), 7,18-7,13 (1H, m, H6), 7,09-6,98 (1H, m, H5),
6,46 (1H, dd, J = 3,1; 0,9 Hz, H3), 5,08 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,), 3,38 (1H, t, J = 2,5 Hz,
CCH). *C (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 135,4 (C7a), 128,3 (C3a), 128,2 (C2), 121,2 (C6),
120,5 (C4), 119,3 (C5), 109,9 (C7), 101,2 (C3), 79,2 (CCH), 75,4 (CCH), 35,0 (CHy).

1-(prop-2-in-1-il)-1H-benzimidazol (34) [179]

Spoj 34 prireden je prema opisanom opéem postupku iz benzimidazola 31 (800 mg; 6,77
mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 20 : 1)
izoliran je Zuti uljasti produkt 34 (890 mg; 84 %). *H (600 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,27
(1H, s, H2), 7,68 (1H, d, J = 7,5 Hz, H7), 7,64 (1H, d, J = 7,5 Hz, H4), 7,31 (1H, t, J = 7,5
Hz, H6), 7,24 (1H, t, J = 7,5 Hz, H5), 5,20 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,), 3.48 (1H, t, J = 2,5 Hz,
CCH). *C (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 143,2 (C2), 133,3 (C3a), 131,4 (C7a), 122,6 (C6),
121,9 (C5), 119,5 (C4), 110,6 (C7), 78,1 (CCH), 76,2 (CCH), 33,8 (CH,).

4.2.2. Opéi postupak za sintezu N-1 supstituiranih 1,2,3-triazolnih purinomimetika 7—
16, 21-28 i 35-49

Odgovaraju¢a N-propargilirana heterociklicka baza (3-6, 19, 20 i 32—34) otopljena je u smjesi
t-BUOH : H,O =1 :1 (4 mL) i DMF-u (0,5 mL). Zatim je u reakcijsku smjesu dodana 1M
CuSOy4 (0,3 ekv.), Cu(0) (0,8 ekv.) i odgovarajuci organski azid (1,2 ekv.). Reakcija je
provodena 45 min uz mikrovalno zra¢enje od 300 W i pri 80 °C. Po zavrSetku reakcije
otapalo je upareno, a ostatak nakon uparavanja proc¢is¢en je kolonskom kromatografijom u
eluensu CH,Cl,: CH;OH =60 : 1.

9-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-6-klor-9H-purin (7)

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 3 (50 mg; 0,28 mmol) i 1-azido-4-fluorbenzena
(0,68 mL; 0,34 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 7 (43,4 mg; 47 %; T.t. = 170-171
°C). 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) (dppm): 8,83 (1H, s, H5"), 8,80 (1H, s, H2), 8,79 (1H, s,
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H8), 7,91-7,88 (2H, m, Ph"), 7,43 (2H, t, J = 8,8 Hz, Ph"), 5,72 (2H, s, CH,). *C (151 MHz,
DMSO-dg) (Slppm): 162,6; 161,0 (d, Jcr = 246,0 Hz, Ph-q"), 151,9 (C6), 151,8 (C2), 149,2
(C4), 143,1 (C4'), 133,0; 133,0 (d, Jcr = 2,8 Hz, Ph-g"), 130,9 (C5), 122,6; 122,6 (d, Jcr = 8,8
Hz, Ph"), 122,3 (C5"), 116,9; 116,7 (d, Jc = 23,3 Hz, Ph"), 39,0 (CHy), 38,9 (CHy,).

6-klor-9-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-9H-purin (8)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 3 (50 mg; 0,28 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,68 mL; 0,34 mmol) prireden je bezbojan kristalini¢an produkt 8
(72,6 mg; 72 %, T.t. = 174-177 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8,95 (1H, s,
H5"), 8,85 (1H, s, H2), 8,81 (1H, s, H8), 8,12 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph"), 7,97 (2H, d, J = 8,6 Hz,
Ph"), 5,75 (2H, s, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 151,9 (C6), 151,8 (C2),
149,2 (C4), 1435 (C4), 139,3 (Ph-q"), 130,9 (C5), 129,2; 129,0; 128,8; 128,6 (q, Jcr = 32,4
Hz, CCFs3), 127,3; 127,3; 127,3; 127,2 (q, Jcr = 3,6 Hz, Ph"), 124,7; 122,4 (d, Jcr = 272,4 Hz,
CCEFs), 122,4 (C5'), 120,69 (C8), 39,0 (CHy).

9-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-6-klor-9H-purin (9)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 3 (50 mg; 0,28 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(0,68 mL; 0,34 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 9 (36,1 mg; 39 %; T.t. = 143-145
°C).*H NMR (600 MHz, DMSO-ds) (s/ppm): 8,85 (1H, s, H5), 8,81 (LH, s, H2), 8,67 (1H, d,
J=1,8 Hz, H8), 7,80 (1H, td, J = 7,8; 1,5 Hz, Ph"), 7.64-7.50 (2H, m, Ph"), 7.42 (1H, td, J =
8,0; 0,9 Hz, Ph"), 5,75 (2H, s, CH). **C (151 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 154,7; 153,1 (d, Jcr
= 250,6 Hz, Ph-q"), 151,9 (C6), 151,9 (C2), 149,3 (C4), 142,6 (C4'), 131,6; 130,9 (d, Jcr = 7,9
Hz, Ph"), 130,9 (C5), 126,1 (C8), 125,7; 125,7 (d, Jcr = 3,8 Hz, Ph"), 125,5; 1254 (d, Jcr =
4,3 Hz, C5), 124,7; 124,4 (d, Jcr = 10,7 Hz, Ph-q™), 117,3; 117,2 (d, Jcr = 19,5 Hz, Ph"), 38,9
(CHy).

7-hidroksi-4-{[4-((6-klor-9H-purin-9-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]jmetil}-2H-kromen-2-
on (10)

Prema opisanom opcéem postupku iz spoja 3 (50 mg; 0,28 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (73,8 mg; 0,34 mmol) prireden je Zuti praskasti produkt 10 (37,4 mg;
33 %; T.t. = 178-179 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 10,69 (1H, bs, OH"), 8,81 (1H,
s, H8), 8,77 (1H, s, H2), 8,31 (1H, s, H5"), 7,65 (1H, d, J = 8,8 Hz, H6"), 6,81 (1H, dd, J =
8,8; 2,2 Hz, C7"), 6,75 (1H, s, H8"), 5,87 (2H, s, CHy), 5,66 (2H, s, CH,), 5,55 (1H, s, H3").
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13C (75 MHz, DMSO-dg) (ppm): 161,8 (C7"), 160,1 (C2"), 155,2 (C8a"), 154,9 (C4), 151,9
(C5), 151,8 (C2), 150,5 (C6), 149,3 (C4"), 142,4 (C4"), 126,2 (C5"), 125,1 (C5)), 113,3 (C6"),
109,5 (C4a"), 109,4 (C3"), 102,6 (C8"), 49,4 (CH,), 38,9 (CH,).

4-klor-1-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-1H-imidazo[4,5-c]piridin
(11)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 5 (25 mg; 0,13 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,31 mL; 0,16 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 11 (39,5 mg;
80 %; T.t. = 151-154 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,99 (1H, s, H5'), 8,63 (1H, s,
H2), 8,15 (3H, m, H6; Ph"), 7.97 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ph"), 7.79 (1H, d, J = 5.6 Hz, H7), 5.78
(2H, s, CH,). **C (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 146,3 (C2), 143,4 (C4"), 141,1 (C4), 140,9
(C6), 140,0 (C7a), 139,2 (C3a), 128,7 (m, Ph-q"), 127,2 (q, J = 3,5 Hz, Ph"), 122,4 (C5"),
122,1 (m, CF3), 120,6 (Ph"), 106,9 (C7), 40,0 (CH,)

1-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-4-klor-1H-imidazo[4,5-c]piridin (12)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 5 (25 mg; 0,13 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(0,31 mL; 0,16 mmol) prireden je bijeli kristalini¢an produkt 12 (30,9 mg; 72 %; T.t. = 124—
127 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 8,72 (1H, d, J = 2,2 Hz, H5", 8,63 (1H, s, H2),
8,17 (1H, d, J = 5,6 Hz, H6), 7,85-7,77 (2H, m, H7; Ph"), 7,65-7,50 (2H, m, Ph"), 7,46-7,38
(1H, m, Ph"), 5,77 (2H, s, CH,). *C (75 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 155,5; 152,1 (d, Jer =
250,4 Hz, Ph-g"), 146,4 (C2), 142,6 (C4"), 141,0 (C6), 140,1 (C4), 137,2 (C7a), 136,3 (C3a),
131,6; 131,5 (d, Jcr = 8.0 Hz, Ph"), 126,0 (C5"), 125,7; 125,6 (d, Jcr = 3,8 Hz, Ph"), 125,5;
125,5 (d, Jr = 4,7 Hz, Ph"), 117,6; 117,4 (d, Jer = 15,7 Hz, Ph-q"), 117,6 (d, J = 19,5 Hz,
Ph"), 107,1 (C7), 38,9 (CHy).

7-hidroksi-4-{[4-((4-klor-1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
ilfmetil}2H-kromen-2-on (13)

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 5 (25 mg; 0,13 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (34,7 mg; 0,16 mmol) prireden je Zuti praskasti produkt 13 (53,1 mg;
60 %; T.t. = 228-231 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8,58 (1H, s, H2), 8,31 (1H, s,
H5", 8,14 (1H, d, J = 5,6 Hz, H6), 7,70 (1H, d, J = 5,6 Hz, H7), 7,61 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5"),
6,78 (1H, dd, J = 8,8; 1,8 Hz, H6"), 6,73 (1H, d, J = 1,6 Hz, H8"), 5,86 (2H, s, CH>), 5,69
(2H, s, CHy), 5,55 (1H, s, H3"). **C (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 161,8 (C7"), 159,9 (C2"),
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155,1 (C8a"), 150,2 (C4"), 146,3 (C2), 142,4 (C4), 141,0 (C4), 140,8 (C6), 140,0 (C7a),
137,1 (C3a), 126,0 (C5"), 124,9 (C5'), 113,2 (C6"), 109,4 (C3"), 109,2 (C4a"), 106,9 (C7),
102,5 (C8"), 49,3 (CH,), 40,1 (CH,).

7-hidroksi-4-{[4-((6-klor-7H-purin-7-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-iljmetil}-2H-kromen-2-
on (14)

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 4 (50 mg; 0,28 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (29,3 mg; 0,14 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 14 (14,9
mg; 33 %; T.t. > 250 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,96 (1H, s, H8), 8,82 (1H, s,
H2), 8,30 (1H, s, H5'), 7,63 (1H, d, J = 8.8 Hz, H5"), 6,80 (1H, dd, J = 8,8; 2,3 Hz, H6"), 6,76
(1H, d, J = 2,3 Hz, H8"), 5,87 (2H, s, CH,"), 5,85 (2H, s, CHy), 5,55 (1H, s, H3"). *C (151
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 161,8 (C7"), 161,6 (C4), 160,1 (C2"), 155,1 (C8a"), 151,8 (C2),
151,1 (C8), 150,3 (C4"), 143,3 (C4"), 126,2 (C5"), 124,4 (C5"), 122,1 (C5), 113,2 (C6"), 109,5
(C4a"), 109,2 (C3"), 102,6 (C8"), 49,3 (CHy"), 42,0 (CHy).

4-Klor-3-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-3H-imidazo[4,5-c]piridin
(15)

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 6 (20 mg; 0,10 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,24 mL; 0,12 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 15 (30,1 mg;
79 %; T.t. = 183-185 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,98 (1H, s, H5"), 8,76 (s, 1H,
H2), 8,16 (1H, d, 1H, J = 5,4 Hz, H6), 8,14 (2H, m, Ph"), 7,97 (2H, m, Ph), 7,76 (1H, d, J =
5,4 Hz, H7), 5,97 (2H, s, CH,). **C (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 151,0 (C6), 149,3 (C2),
144.8 (C4"), 140,7 (C6), 139,2 (Ph-q"), 132,9 (C4), 128,7 (q, Jcr = 32,6 Hz, CCF3"), 127,2
(C7a), 127,1 (q, Jcr = 3,8 Hz, Ph"), 122,0 (m, CCF3), 121,8 (C5'), 120,6 (Ph"), 114,9 (C7),
41,3 (CHy).

7-hidroksi-4-{[4-((4-klor-3H-imidazo[4,5-c]piridin-3-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
ilfmetil}-2H-kromen-2-on (16)

Prema opisanom opcem postupku iz spoja 6 (15 mg; 0,08 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (19,5 mg; 0,09 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 16 (23,8
mg; 74 %; T.t. > 250 °C). 'H (300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 8,73 (1H, s, H2), 8,25 (1H, s,
H5Y, 8,15 (1H, d, J = 5,4 Hz, H6), 7,74 (1H, d, J = 5,4 Hz, H7), 7,63 (1H, d, J = 8,8 Hz, H5"),
6,79 (1H, dd, J = 8,8; 2,1 Hz, H6"), 6,74 (1H, d, J = 2,1 Hz, H8"), 5,88 (2H, s, CH,"), 5,86
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(2H, s, CH,), 5,51 (1H, s, H3"). *C (75 MHz, DMSO-dg) (Jppm): 161,7 (C7"), 159,9 (C2"),
155,1 (C8a"), 150,4 (C7a), 150,2 (C4"), 143,8 (C4"), 140,7 (C6), 133,2 (C4), 127,5 (C3a),
126,0 (C5"), 124,2 (C5'), 114,9 (C7), 113,2 (C6"), 109,1 (C4a"), 109,1 (C3"), 102,5 (C8",
49,2 (CH,"), 41,5 (CHS).

7-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (21)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 19 (100 mg; 0,56 mmol) i 1-azido-4-fluorbenzena
(1,34 mL; 0,67 mmol) izoliran je bijeli praskasti produkt 21 (131,6 mg; 74 %; T.t. = 176-178
°C).*H (300 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 8,74 (1H, s, H5'), 8,68 (1H, s, H2), 7,93-7,84 (3H, m,
H6; Ph"), 7,43 (2H, t, J = 8,8 Hz, Ph"), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,68 (2H, s, CH,). **C
(75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 163,4: 160,1 (d, Jcr = 245,8 Hz, Ph-q") 152,1 (C4), 150,8
(C7a), 150,6 (C2), 143,9 (C4"), 133,1; 133,0 (d, Jcr = 2.8 Hz, Ph-q"), 131,4 (C6), 122,7; 122,6
(d, Jcr = 8.9 Hz, Ph"), 122,2 (C5"), 117,0; 116,6 (d, Jcr = 23,3 Hz, Ph"), 113,1 (C4a), 99,1
(C5), 39,6 (CHy).

4-Klor-7-{[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (22)

Prema opisanom opc¢em postupku iz spoja 19 (100 mg; 0,56 mmol) i 1-azido-4-klorbenzena
(1,34 mL; 0,67 mmol) izoliran je bijeli praskasti produkut 22 (107,8 mg; 56 %; T.t. = 221—
223 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,79 (1H, s, H5"), 8,68 (1H, s, H2), 7,90 (2H, d, J
= 8,9 Hz, Ph"), 7,86 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,65 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph"), 6,71 (1H, d, J =
3,6 Hz, H5), 5,68 (2H, s, CHy). *C (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 150,7 (C4), 150,5 (C7a),
150,5 (C2), 144,0 (C4"), 135,3 (Ph-q"), 133,0 (Ph-g"), 131,3 (C6), 129,8 (Ph"), 121,9 (C5",
121,8 (Ph"), 116,9 (C4a), 99,0 (C5), 39.5 (CH,).

4-Klor-7-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin
(23)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 19 (50 mg, 0.28 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,67 mL; 0,34 mmol) prireden je bijeli praskasti produkut 23 (84.2
mg; 80 %; T.t. = 202-204 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (&ppm): 8,91 (1H, s, C5'), 8,68 (1H,
s, H2), 8,13 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph"), 7,96 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph"), 7,87 (1H, d, J = 3,6 Hz,
H6), 6,72 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,71 (2H, s, CH,). **C (75 MHz, DMSO-dg) (&ppm): 150,9
(C4), 150,7 (C7a), 150,7 (C2), 144,4 (C4"), 139,4 (Ph-q"), 131,5 (C6), 129,3; 128,8 (d, Jcr =
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32,3 Hz, CCFs), 127,4; 127,4; 127,3; 127,3 (q, Jor = 3,6 Hz, Ph"), 122,7; 122,1 (d, Jer =
272,3 Hz, CCF3), 122,3 (C5'), 120,9 (Ph"), 117, (C4a), 99,3 (C5), 39,6 (CH,).

7-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (24)

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 19 (100 mg; 0,56 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(1,34 mL; 0,67 mmol) izoliran je bijeli kristalini¢an produkt 24 (53,3 mg: 29 %; T.t. = 112—
114 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,68 (1H, s, H2), 8,61 (1H, d, J = 2,0 Hz, H5"),
7,88 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,84-7,75 (1H, m, Ph"), 7,64-7,52 (2H, m, Ph"), 7,45-7,38 (1H,
m, Ph"), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,70 (2H, s, CH,). *C (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm):
163,9; 160,3 (d, Jcr = 246,0 Hz, Ph-q"), 152,1 (C4), 150,4 (C2), 150,1 (C7a), 143,2 (C4),
132,1; 1319 (d, Jcr = 19,5 Hz, Ph-q"), 131,4 (Ph"), 131,3 (C6), 127,6 (C5"), 125,9 (Ph"),
125,5; 125,4 (d, Jcr = 3.8 Hz, Ph"), 117,2; 116,9 (d, Jcr = 19,6 Hz, Ph"), 117,0 (C4a), 99,0
(C5), 39,3 (CHy).

7-hidroksi-4-{[4-((4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
iljmetil}-2H-kromen-2-on (25)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 19 (50 mg; 0,28 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (74,0 mg; 0,34 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 25 (15,1
mg; 40 %; T.t. = 202-204 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&ppm): 8,65 (1H, s, H2), 8,22 (1H,
s, H5"), 7,84 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,63 (1H, d, J = 8,8 Hz, H5"), 6,78 (1H, dd, J = 9,0; 1,7
Hz, H6"), 6,71 (1H, d, J = 1,8 Hz, H8"), 6,69 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,84 (2H, s, CH,), 5,62
(2H, s, CHy), 5,49 (1H, s, H3"). 3C (75 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 161,8 (C7"), 160,2 (C2"),
156,6 (C4), 155,2 (C8a"), 150,7 (C2), 150,6 (C4"), 145,0 (C7a), 143,4 (C4"), 131,6 (C6),
126,2 (C5"), 124,9 (C5"), 117,0 (C4a), 113,4 (C6"), 109,5 (C4a"), 109,4 (C3"), 102,7 (C8"),
99,1 (C5), 49,4 (CHy,).

5-brom-4-klor-7-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (26)

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 20 (50 mg; 0,18 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,43 mL; 0,22 mmol) dobiven je bijeli praskasti produkt 26 (21,2 mg;
26 %; T.t. = 220-221 °C). H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,91 (1H, s, H5"), 8,72 (1H, s,
H2), 8,16-8,10 (3H, m, H6; Ph"), 7,97 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph"), 5,69 (2H, s, CH,). *C (75
MHz, DMSO-ds) (Jppm): 151,3 (C2), 150,1 (C7a), 147,6 (C4), 144,0 (C4'), 139,4 (Ph-q"),
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131,3 (C6), 128,8 (Ph-q"). 127,4: 127,4; 127,3; 127,3 (g, Jcr = 3,8 Hz, Ph"), 125,7; 122,2 (d,
Jor = 281,9 Hz, CCF3), 122,4 (C5'), 120,8 (Ph"), 119,1 (C44), 86,3 (C5), 38,9 (CH>).

5-brom-7-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin
(27)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 20 (50 mg; 0,18 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(0,43 mL; 0,22 mmol) izoliran je bijeli praskasti produkt 27 (18,4 mg; 25 %; T.t. = 145-147
°C). *H (600 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 8,72 (1H, s, H2), 8,62 (1H, d, J = 1,4 Hz, H5'), 8,12
(1H, s, H6), 7,82-7,78 (1H, m, Ph"), 7,63-7,53 (2H, m, Ph"), 7,42 (1H, t, J = 7,6 Hz, Ph"),
5,69 (2H, s, CH,). °C (151 MHz, DMSO-dg) (&ppm): 162,2; 160,4 (d, Jor = 265,4 Hz, Ph-
q"), 151,3 (C2), 150,7 (C4), 150,0 (C7a), 143,0 (C4'), 131,6; 131,6 (d, Jcr = 8,0 Hz, Ph"),
131,3 (C6), 126,1 (C5'), 125,7; 125,7 (d, Jcr = 3,6 Hz, Ph"), 125,5; 125,4 (d, Jcr = 4.4 Hz,
Ph"), 124,7; 1246 (d, Jcr = 10,9 Hz, Ph-q"), 117,3; 117,2 (d, Jce = 19,6 Hz, Ph"), 114,2
(C4a), 86,3 (C5), 40,0 (CHy).

4-{[4-((5-brom-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-iljmetil}-
7-hidroksi-2H-kromen-2-on (28)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 20 (50 mg; 0,18 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (47,7 mg; 0,22 mmol) prireden je Zuti praskasti produkt 28 (30,7 mg;
35 %; T.t. > 250°C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,69 (1H, s, H2), 8,25 (1H, s, H5'),
8,09 (1H, s, H6), 7,65 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5"), 6,81 (1H, dd, J = 8,7; 2,4 Hz, H6"), 6,75 (1H,
d, J = 2,3 Hz, H8"), 5,85 (2H, s, CHy), 5,60 (2H, s, CHy), 5,55 (1H, s, H3"). *C (75 MHz,
DMSO-ds) (dlppm): 161,7 (C7"), 160,0 (C2"), 155,1 (C8a"), 150,4 (C4"), 149,2 (C2), 146,1
(C4), 144,1 (CT7a), 142,9 (C4"), 131,3 (C6), 126,1 (C5"), 124,9 (C5"), 114,1 (C4a), 113,3
(C6"), 109,6 (C4a"), 109,4 (C3"), 102,6 (C8"), 93,7 (C5), 49,3 (CH>), 40,0 (CHy).

5-fluor-1-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-indol (35)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 32 (50 mg; 0,29 mmol) i 1-azido-4-fluorbenzena
(0,70 mL; 0,35 mmol) izoliran je zuti uljasti spoj 35 (19,1 mg; 21 %). *H (300 MHz, DMSO-
de) (dppm): 8,77 (1H, s, H5'), 7,94-7,85 (2H, m, Ph), 7,65-7,60 (1H, m, H7), 7,56 (1H, d, J =
3,2 Hz, H2), 7,43 (2H, t, J = 8,8 Hz, Ph"), 7,31 (1H, dd, J = 9,9; 2,5 Hz, H4), 6,99 (1H, td, J =
9,3; 2,5 Hz, H6), 6,46 (1H, d, J = 3,1 Hz, H3), 5,55 (2H, s, CH,). **C (75 MHz, DMSO-d5)
(8/ppm): 163,4; 160,1 (d, Jcr = 246.0 Hz, Ph-q"), 155,7 (C5), 144,6 (C4'), 135,5 (Ph-q"),
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132,4 (C7a), 130,6 (C2), 124,3 (C3a), 122,7; 122,5 (d, Jcr = 8,8 Hz, Ph"), 122,0 (C5'), 116,9;
116,6 (d, Jor = 23,3 Hz, Ph"), 111,2; 111,1 (d, Jer = 9,8 Hz, C7), 109,5; 109,2 (d, Jcr = 26,2
Hz, C6), 105,2; 104,9 (d, Jcr = 23,2 Hz, C4), 101,3; 101,3 (d, Jcr = 4,5 Hz, C3), 41,0 (CH>).

5-fluor-1-{[(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-indol (36)

Prema opisanom opcéem postupku iz spoja 32 (50 mg; 0,29 mmol) prireden je bijeli praskasti
produkt 36 (33,3 mg; 35 %; T.t. = 117-120 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,82 (1H,
s, H5"), 7,90 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ph"), 7,65 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ph"), 7,61 (1H, d, J = 4,6 Hz,
H7), 7,56 (1H, d, J = 3,1 Hz, H2), 7,31 (1H, dd, J = 9,9; 2,5 Hz, H4), 6,99 (1H, td, J =9,3; 2,5
Hz, H6), 6,46 (1H, dd, J = 3,1; 0,7 Hz, H3), 5,55 (2H, s, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 158,7 (C5), 144,6 (C4"), 135,3 (Ph-g"), 133,0 (C7a), 132,3 (Ph-g"), 130,6 (C2), 130,0
(C5), 129,8 (Ph"), 126,2 (C3a), 121,8 (Ph"), 111,2; 111,1 (d, Jcr = 9,9 Hz, C7), 109,5; 109,1
(d, Jcr = 26,1 Hz, C6), 105,2; 104,9 (d, Jcr = 23,3 Hz, C4), 101,2; 101,2 (d, Jcr = 4,7 Hz,
C3), 40,9 (CHy).

5-fluor-1-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil}-1H-indol (37)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 32 (50 mg; 0,29 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,70 mL; 0,35 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 37 (73,2 mg;
70 %; T.t. = 151-154 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8,95 (1H, s, H5"), 8,12 (2H, d, J
= 8,4 Hz, Ph"), 7,96 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph"), 7,63 (1H, dd, J = 8,9; 4,6 Hz, H7), 7,57 (1H, d, J
= 3,1 Hz, H2), 7,31 (1H, dd, J = 9,9; 2,5 Hz, H4), 6,99 (LH, td, J = 9,2; 2,5 Hz, H6), 6,47 (1H,
d, J = 3,1 Hz, H3), 5,58 (2H, s, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds) (dppm): 158,7 (C5), 144,9
(C4", 139,3 (Ph-q"), 132,3 (C7a), 130,6 (C2), 128,9; 128,5 (d, Jcr = 32,5 Hz, CCF3), 128,6
(C3a) 127,3; 127,20; 127,2; 127,1 (q, Jcr = 3,7 Hz, Ph"), 125,3; 121,6 (d, Jcr = 285,4 Hz,
CCF3), 122,0 (C5", 120,6 (Ph"), 111,2; 111,1 (d, Jcr = 9,8 Hz, C7), 109,5; 109,1 (d, Jcr =
26,1 Hz, C6), 105,2; 104,9 (d, Jcr = 23,2 Hz, C4), 101,3; 101,2 (d, Jcr = 4,7 Hz, C3), 40,9
(CHy).

5-fluor-1-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-indol (38)

Prema opisanom opé¢em postupku iz spoja 32 (50 mg; 0,29 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(0,70 mL; 0,35 mmol) prireden je Zuti uljasti spoj 38 (19 mg; 21 %). *H (300 MHz, DMSO-
de) (Jppm): 8,61 (1H, d, J = 2,2 Hz, H5"), 7,84-7,77 (1H, m, Ph"), 7,66 (1H, dd, J = 9,0; 4,4
Hz, H7), 7,58 (2H, d, J = 3,1 Hz, H2; Ph"), 7,40 (1H, dd, J = 6,9; 2,5 Hz, Ph"), 7,31 (1H, dd, J
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= 10,0; 2,5 Hz, H4), 7,03-6,94 (2H, m, Ph"; H6), 6,46 (1H, d, J = 3,1 Hz, H3), 5,57 (2H, s,
CHj). ©C (75 MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 158,3 (C5), 155,6; 152,0 (d, Jer = 271,7 Hz, Ph-q"),
146,7 (C4"), 132,3 (C7a), 131,3; 131,2 (d, Jcr = 8,0 Hz, Ph"), 130,5 (C2), 125,8 (C5'), 125,5;
1255 (d, Jor = 3,7 Hz, Ph"), 125,1 (Ph"), 124,5; 124,5 (d, Jor = 4,7 Hz, Ph-q"), 117,2; 116,9
(d, Jor = 19,4 Hz, Ph"), 111,2; 111,1 (d, Jcr = 8,8 Hz, C7), 109,4; 109,1 (d, Jcr = 26,4 Hz,
C6), 105,1; 104,8 (d, Jor = 23,3 Hz, C4), 101,2; 101,1 (d, Jcr = 4,5 Hz, C3), 40,7 (CH5).

4-{[4-((5-fluor-1H-indol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-ilJmetil}-7-hidroksi-2H-kromen-2-
on (39)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 32 (50 mg; 0,29 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (74,3 mg; 0,35 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 39 (67,3
mg; 59 %; T.t. = 181-184 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 10,69 (1H, s, OH"), 8,17
(1H, s, H5), 7,64 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5"), 7,60-7,54 (1H, m, H7), 7,53 (1H, d, J = 3,2 Hz,
H2), 7,31 (1H, dd, J = 9,9; 2,5 Hz, H4), 6,97 (1H, td, J = 9,2; 2,5 Hz, H6), 6,81 (1H, dd, J =
8,7; 2,4 Hz, H6"), 6,76 (1H, d, J = 2,3 Hz, H8"), 6,45 (1H, d, J = 2,5 Hz, H3), 5,86 (2H, s,
CH,), 5,54 (2H, s, CH,), 5,51 (1H, s, H3"). **C (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 161,6 (C7"),
159,9 (C2"), 158,7; 155,6 (d, Jcr = 231,7 Hz, C5), 155,1 (C8a"), 150,5 (C4"), 144,1 (C4),
132,3 (C7a), 130,6 (C2), 128,6; 128,4 (d, Jcr = 10,2 Hz, C3a), 126,0 (C5"), 124,4 (C5"), 113,2
(C6"), 111,2; 111,0 (d, Jcr = 10,0 Hz, C7), 109,4; 109,1 (d, Jcr = 25,5 Hz, C6), 109,3 (C4a"),
109,3 (C3"), 105,2; 104,9 (d, Jcr = 23,2 Hz, C4), 102,5 (C8"), 101,1; 101,1 (d, Jcr = 4.5 Hz,
C3), 49,1 (CH,), 41,1 (CHy).

1-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-indol (40)

Prema opisanom opé¢em postupku iz spoja 33 (70 mg; 0,45 mmol) i 1-azido-4-fluorbenzena
(0,81 mL; 0,66 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 40 (88,5 mg; 67 %; T.t. = 141-144
°C). 'H (600 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,77 (1H, s, H5"), 7,90 (2H, dd, J = 9,1; 4,7 Hz, Ph"),
7,62 (1H, d, J = 8,0 Hz, H7), 7,54 (1H, d, J = 7,9 Hz, H4), 7,48 (1H, d, J = 3,1 Hz, H2), 7,42
(2H, t, J = 8,8 Hz, Ph"), 7,16-7,12 (1H, m, H5), 7,04-7,01 (1H, m, H6), 6,47 (1H, dd, J = 3,3;
0,5 Hz, H3), 5,54 (2H, s, CH,). °C (75 MHz, DMSO-dg) (Sppm): 163,2; 156,0 (d, Jcr =
245,7 Hz, Ph-q"), 144,6 (C4"), 135,5 (C7a), 133,1; 133,0 (d, Jcr = 2,9 Hz, Ph-q"), 128,6 (C2),
128,2 (C3a), 122,5; 122,4 (d, Jcr = 8,8 Hz, Ph"), 121,9 (C5'), 121,1 (C6), 120,4 (C4), 119,2
(C5), 116,8; 1165 (d, Jce = 23,2 Hz. Ph"), 110,1 (C7), 101,1 (C3), 40,6 (CH).
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1-{[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil}-1H-indol (41)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 33 (70 mg; 0,45 mmol) i 1-azido-4-klorbenzena
prireden je bijeli praskasti produkt 41 (83,2 mg; 60 %; T.t. = 168-171 °C). *H (300 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 8,83 (1H, s, H5"), 7,90 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph"), 7,71-7,59 (3H, m, Ph";
H7), 7,54 (1H, d, J = 7,8 Hz, H4), 7,48 (1H, d, J = 3,1 Hz, H2), 7,14 (1H, t, J = 7,5 Hz, H5),
7,02 (1H, t, J = 7,4 Hz, H6), 6,47 (1H, d, J = 3,0 Hz, H3), 5,55 (2H, s, CH,). **C (151 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 144,8 (C4"), 135,5 (C7a), 135,3 (Ph-q"), 132,9 (Ph-q"), 129,8 (Ph"),
128,6 (C2), 128,2 (C3a), 121,8 (Ph"), 121,7 (C5'), 121,1 (C6), 120,4 (C4), 119,1 (C5), 110,0
(C7),101,1 (C3), 40,6 (CHy).

1-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil}-1H-indol (42)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 33 (70 mg; 0,45 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (0,81 mL: 0,66 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 42 (110,9
mg; 72 %; T.t. = 185-187 °C). 'H (600 MHz, DMSO-dg) (Sppm): 8,95 (1H, s, H5"), 8,12
(2H, d, J =8,5 Hz, Ph"), 7,96 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph"), 7,63 (1H, d, J = 8,4 Hz, H7), 7,55 (1H,
d, J = 7,9 Hz, H4), 7,49 (1H, d, J = 3,2 Hz, H2), 7,17-7,12 (LH, m, H5), 7,04-7,01 (1H, m,
H6), 6,47 (1H, dd, J = 3,1, 0,6 Hz, H3), 5,57 (2H, 5, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm):
145,0 (C4", 139,3 (Ph-q"), 135,5 (C7a), 129,2; 128,9; 128,4; 128,0 (q, Jcr = 32,4 Hz, CCF3),
128,7 (C2), 128,3 (C3a), 127,2; 127,2; 127,1; 127,1 (q, Jcr = 3.8 Hz, Ph"), 125,6; 122,0 (q,
Jor = 272,0 Hz, CCF3), 121,9 (C5"), 121,2 (C6), 120,5 (Ph"), 120,4 (C4), 119,2 (C5), 110,0
(C7),101,1 (C3), 40,6 (CHy).

1-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-1H-indol (43)

Prema opisanom opé¢em postupku iz spoja 33 (70 mg; 0,45 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(0,81 mL; 0,66 mmol) prireden je uljasti produkt 43 (37,4 mg; 28 %). 4 (600 MHz, DMSO-
de) (Sppm): 8,60 (1H, d, J = 1,8 Hz, H5"), 7,80 (1H, td, J = 7,8, 1,4 Hz, Ph"), 7,65 (1H, d, J =
8,3 Hz, H7), 7,61-7,57 (1H, m, Ph"), 7,56-7,52 (2H, m, Ph"; H4), 7,50 (1H, d, J = 3,1 Hz,
H2), 7,41 (1H, t, J = 7,7 Hz, Ph"), 7,14 (1H, t, J = 7,6 Hz, H5), 7,03 (1H, dt, J = 7,8; 3,9 Hz,
H6), 6,46 (1H, d, J = 3,1 Hz, H3), 5,57 (2H, s, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm):
154,5; 152,8 (d, Jcr = 250,2 Hz, Ph-q"), 144,1 (C4"), 135,5 (C7a), 131,3; 131,2 (d, Jcr = 8,0
Hz, Ph-g"), 128,6 (C2), 128,2 (C3a), 125,8 (C5"), 125,5; 125,5 (d, Jer = 3,7 Hz, Ph"), 124,9:
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124,8 (d, Jer = 4,6 Hz, Ph"), 124,7; 1246 (d, Jcr = 10,9 Hz, Ph"), 121,1 (C6), 120,4 (C4),
119,2 (C5), 117,1; 117,0 (d, Jcr = 19,5 Hz, Ph"), 110,1 (C7), 101,1 (C3), 40.5 (CH,).

7-hidroksi-4-{[4-((1H-indol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-ilJmetil}-2H-kromen-2-on (44)

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 33 (70 mg; 0,45 mmol) i 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (87,9 mg; 0,66 mmol) prireden je Zuti praskasti produkt 44 (78,8 mg;
47 %; T.t. = 155-158 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 10,69 (1H, s, OH"), 8,15 (1H,
s, H7), 7,63 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5"), 7,53 (2H, d, J = 8,9 Hz; H4; H5'), 7,44 (1H, d, J = 3,2
Hz, H2), 7,15-7,08 (1H, m, H5), 7,04-6,97 (1H, m, H6), 6,80 (1H, dd, J = 8,7; 2,3 Hz, HE"),
6,75 (1H, d, J = 2,3 Hz, H8"), 6,44 (1H, d, J = 3,1 Hz, H3), 5,84 (2H, s, CH,), 5,53 (1H, s,
H3"), 5,50 (2H, s, CH,). **C (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 161,6 (C7"), 159,8 (C2"), 155,1
(C8a"), 150,4 (C4"), 144,2 (C4"), 135,5 (C7a), 128,6 (C2), 128,2 (C3a), 126,0 (C5"), 124,3
(C5"), 121,1 (C6), 120,4 (C4), 119,1 (C5), 113,1 (C6"), 110,0 (C7), 109,3 (C4a"), 109,2 (C3"),
102,5 (C8"), 101,0 (C3), 49,1 (CH,), 40,8 (CHy).

1-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-benzimidazol (45) [179]

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 34 (40 mg; 0,26 mmol) i 1-azido-4-fluorbenzena
(43 mg; 0,31 mmol) prireden je Zuti uljasti produkt 45 (57 mg; 76 %). *H (300 MHz, DMSO-
ds) (Jppm): 8,80 (1H, s, H2) 8,47 (1H, s, H5'), 7,87-7,91 (2H, m, Ph), 7,66 (2H, s, H4; H7),
7,31-7,44 (2H, m, Ph), 7,09-7,30 (2H, m, H5; H6), 5,61 (2H, s, CH,). *C (151 MHz,
DMSO-ds) (Sppm): 162,2 (d, Jcr = 243,8 Hz, Ph-q), 144,1 (C2), 133,5 (Ph), 123,1 (C3a),
123,0 (d, Jcr = 9,0 Hz, Ph), 122,8 (C7a), 122,6 (d, Jcr = 74,3 Hz, Ph), 122.20 (d, Jce = 15.8
Hz, Ph), 120,0 (C5), 119,0 (C-6), 117,3 (d, Jcr = 23,3 Hz, C4), 111,3 (Ph), 76,6 (C7) 68,2
(CH,). MS (ESI): m/z = 294.1 ([M+H]" ).

1-{[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-benzimidazol (46) [179]

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 34 (50 mg; 0,32 mmol) i 1-azido-4-klorbenzena
(59 mg; 0,38 mmol) prireden je praskasti produkt 46 (88 mg; 89 %; T.t. = 158-160 °C). *H
(300 MHz, DMSO-dg) (dlppm): 8,91 (1H, s, H2), 8,41 (1H, s, H5"), 7,90 (2H, d, J = 7,6 Hz,
Ph), 7,63-7,68 (4H, m, H4; H7; Ph), 7,20-7,28 (2H, m, H5, H6), 5,67 (2H, s, CH,). **C (151
MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 143,8 (C2), 141,8 (C4'), 135,3 (C3a), 133,0 (Ph), 131,3 (C7a),
130,1 (Ph), 129,8 (Ph), 122,4 (C5), 122,1 (C6), 121,8 (Ph), 121,6 (C5’), 119,5 (C4), 110,7
(C7), 39,9 (CH,). MS (ESI): m/z = 310.1 ([M+H]").
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1-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-1H-benzimidazol (47) [179]

Prema opisanom opéem postupku iz spoja 34 (50 mg; 0,32 mmol) i 1-azido-4-
(trifluormetil)benzena (71 mg; 0,38 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 47 (92 mg; 84
%; T.t. = 188—190 °C. 'H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,97 (1H, s, H2), 8,50 (1H, s, H5"),
8,08 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,92 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,68 (2H, s, H4; H7), 7,19-7,28
(2H, m, H5; H6), 5,65 (2H, s, CHy). *C (151 MHz, DMSO-ds) (§/ppm): 143,9 (C2), 141,8
(C4Y), 139,2 (C3a), 129,2 (C7a), 128,8 (q, Jcr = 129,3 Hz, Ph), 127,15 (d, Jcr = 12,0 Hz, Ph),
126,5 (g, Jcr = 181,0 Hz, CF3), 124,7 (C5), 122,6 (d, Jer = 30 Hz, Ph), 122,4 (C6), 121,8 (d,
Jcr = 66 Hz, Ph), 120,6 (C5), 119,3 (C4), 116,6 (C7), 76,2 (CH,). MS (ESI): m/z = 344.1
(IM+H]").

1-{[1-(2-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil}-1H-benzimidazol (48) [179]

Prema opisanom opé¢em postupku iz spoja 34 (40 mg; 0,26 mmol) i 1-azido-2-fluorbenzena
(43 mg; 0,31 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 48 (64 mg; 85 %; T.t. = 144146 °C).
'H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,66 (1H, d, J = 2,2 Hz, H5"), 8,40 (1H, s, H2), 7,76 (1H,
td, J =7,8; 1,6 Hz, Ph), 7,66 (2H, d, J = 14,7 Hz, H4; H7), 7,45- 7,59 (2H, m, Ph), 7,30-7,42
(2H, m, Ph), 7,19 (2H, dd, J = 15,2; 7,5 Hz, H5; H6), 5,63 (2H, s, CH,). *C (151 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 153,7 (d, Jcr = 250,4 Hz, Ph-q), 143,1 (C3a; C7a), 138,1 (Ph), 131,3 (d,
Jcr = 7,9 Hz, Ph), 125,8 (C2), 125,6 (C5'), 125,5 (d, Jcr = 3,7 Hz, Ph), 124,6 (d, Jcr = 10,8
Hz, Ph), 122,4 (C6), 121,6 (C4), 119,5 (Ph), 117,1 (Ph), 117,1 (d, Jcr = 19,5 Hz, Ph), 117,0
(C5), 110,7 (C7), 67,7 (CHy). MS (ESI): m/z =294.1 ([M +H]+).

4-{4-[((1H-benzimidazol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-ilJmetil}-7-hidroksi-2H-kromen-2-
on (49) [179]

Prema opisanom op¢em postupku iz spoja 34 (50 mg; 0,32 mmol) 4-(azidometil)-7-hidroksi-
2H-kromen-2-ona [206] (82 mg; 0,38 mmol) dobiven je zuti praSkasti produkt 49 (91 mg; 76
%; T.t. = 184-187 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 10.69 (1H, s, OH), 8,28-8,33 (2H,
m, H-; H5"), 7,57-7,66 (3H, m, H4; H7, "), 7,10-7,30 (2H, m, H5; H6), 6,71-6,85 (3H, m, H
"H" H"), 586 (2H, s, CH,), 5,58 (2H, s, CH,). *C (151 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 161,6
(C"),159,9(C™"), 1551 (C"), 150,3(C™), 143,6 (C "), 143,1 (C3a), 137,1 (C7a), 126,0 (C"),
124,7 (C4), 122,4 (C5; C6), 121,6 (C5), 119,4 (C2), 113,2 (C"), 110,6 (C "), 109,3 (CT7),
109,3 (C"), 102,5 (C"), 49,2 (CH,), 40,4 (CH,). MS (ESI): m/ z = 376.1 ([M+H]").
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4.3. Sinteza hibrida mono- i bis-6-klor-7-deazapurinai 1,2,3-triazola
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Shema 53. Reagensi i uvjeti: (i) BrCH,CH,Br, K,CO3;, DMF, s.t., 24 h; (ii) NaN3, AcCN, 24
h, refluks, (iii) odgovarajuéi terminalni alkin, Cu(0), 1M CuSO,, t-BuOH : H,O =1 : 1, DMF,
80 °C, MW, 45 min, 300 W.
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4.3.1. Priprava 7-(2-brometil)-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidina (50)

6-Klor-7-deazapurin 17 (500 mg; 3,26 mmol) otopljen je u suhom DMF-u (8 mL), te je dodan
K,COj3 (540 mg; 3,91 mmol). Nakon 1 h dodan je 1,2-dibrometan (0,34 mL; 3,91 mmol) i
mijesanje je nastavljeno 24 h na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno,
a ostatak nakon uparavanja proc¢iséena kolonskom kromatografijom u eluensu n-heksan :
EtOAc = 8 : 1, pri ¢emu je izoliran bijeli praskasti produkt 50 (347,4 mg; 41 %; T.t. = 91-93
°C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8,66 (1H, s, H2), 7,85 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,69
(1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,71 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH,), 3,96 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH,). **C (151
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 150,7 (C4), 150,6 (C7a), 150,3 (C2), 131,3 (C6), 116,8 (C4a), 98,6
(C5), 45.9 (CHy), 31,6 (CH,).

4.3.2. Priprava 7-(2-azidoetil)-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidina (51)

Reakcijska smjesa spoja 50 (247,8 mg; 0,95 mmol) i NaNs (167,4 mg; 1,90 mmol) u
acetonitrilu (10 mL) mijeSana je preko noci na temperaturi refluksa. Po zavrSetku reakcije,
otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a, ostatak nakon uparavanja procis¢ena kolonskom
kromatografijom u eluensu n-heksan : EtOAc =1 : 1. Dobiven je bezbojan uljasti produkt 51
(189,2 mg; 95 %). *H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,67 (1H, s, H2), 7,83 (1H, d, J = 3,6
Hz, H6), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,49 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH,), 3,81 (2H, t, J = 6,2 Hz,
CH,). *C (151 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 151,0 (C4), 150,8 (C7a), 150,5 (C2), 131,5 (C6),
116,9 (C4a), 98,9 (C5), 50,1 (CH,), 43,9 (CHy).

4.3.3. Opéi postupak priprave hibrida 6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-triazolom (52-68)

Spoj 51 otopljen je u smjesi t-BuOH: H,O = 1: 1 (2-3 mL) i DMF-a (0,5 mL). Zatim su
dodani Cu(0) (0,3 ekv.), 1M CuSO4 (0,8 ekv.) i odgovarajué¢i terminalni alkin (1,2 ekv.).
Reakcija je provodena 1,5 h uz mikrovalno zracenje od 300 W pri 80 °C. Po zavrSetku

reakcije otapalo je upareno, a smjesa proc¢isé¢ena kolonskom kromatografijom.
4-klor-7-[2-(4-oktil-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil]-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (52)

Spoj 52 prireden je prema navedenom opcem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i
dekina (0,03 mL; 0,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu
CH.Cl, : CH30H = 50 : 1 izoliran je smedi praskasti produkt 52 (13,6 mg; 29 %; T.t. = 115-
118 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,55 (1H, s, H2), 7,55 (1H, s, H5"), 7,52 (1H, d, J
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= 3,6 Hz, H6), 6,59 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,84-4,76 (2H, m, CHy), 4,75-4,68 (2H, m,
CHy), 2,46 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH,"), 1,46-1,38 (2H, m, CH,"), 1,31-1,22 (8H, m, CH,"),
1,17-1,12 (2H, m, CH,"), 0,86 (3H, t, J = 7,1 Hz, CH3"). *C (151 MHz, DMSO-ds) (d/ppm):
153,2 (C4), 150,7 (C7a), 150,3 (C2), 147,1 (C4"), 131,2 (C6), 122,2 (C5'), 116,8 (C4a), 99,0
(C5), 49,0 (CH,), 44,8 (CH,), 31,5 (CH,"),

4-Klor-7-{2-[4-(3-klorpropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (53)

Spoj 53 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 5-
klorpent-1-ina (0,02 mL; 0,17 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u
eluensu CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1 izoliran je bijeli kristalini¢an produkt 53 (34,9 mg; 77 %;
T.t. = 114-116 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,55 (1H, s, H2), 7,66 (1H, s, H5'),
7,53 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,60 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,80 (2H, m, CHy), 4,77—-4,70 (2H,
m, CHp), 3,54 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH;"), 2,64 (2H, t, J = 7,3 Hz, CH;"), 2,03-1,77 (2H, m,
CH,"). 1*C (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 150,8 (C4), 150,7 (C7a), 150,3 (C2), 145,5 (C4),
131,2 (C6), 122,5 (C5'), 116,8 (C4a), 99,0 (C5), 49,0 (CH,), 44,8 (CH,), 44,5 (CH,"), 31,8
(CH2"), 22,1 (CH.").

4-Klor-7-{2-[4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (54)

Spoj 54 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 1-
etinil-4-metilbenzena (0,02 mL; 0,17 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 50 : 1 izoliran je bijeli praskasti produkt 54
(15 mg; 31 %; T.t. = 198-201 °C). '*H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,56 (1H, s, H2), 8,32
(1H, s, H5'), 7,60 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ph"), 7,56 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,22 (2H,d, J =7,9
Hz, Ph"), 6,61 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,93-4,85 (2H, m, CH), 4,85-4,76 (2H, m, CHy), 2,31
(3H, s, CH3"). °C (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 150,8 (C4), 150,7 (C7a), 150,3 (C2), 146,5
(C49, 137,3 (Ph-g"), 131,3 (C6), 129,5 (Ph"), 127,8 (Ph-q"), 125,1 (Ph"), 121,3 (C5"), 116,9
(C4a), 98,9 (C5), 49,2 (CH,), 44,8 (CHy), 20,9 (CH3").

7-{2-[4-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (55)

Spoj 55 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 1-
etinil-4-fluorbenzena (0,02 mL; 0,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 40 : 1 izoliran je bezbojan kristalinican
produkt 55 (25,8 mg; 54 %:; T.t. = 200-202 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,56 (1H,
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s, H2), 8,38 (1H, s, H5"), 7,79-7,73 (2H, m, Ph"), 7,56 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,26 (2H, t, J
= 8,9 Hz, Ph"), 6,61 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,93-4,87 (2H, m, CH,), 4,84-4,78 (2H, m,
CH,). C (151 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 162,7; 161,1 (d, Jor = 244,6 Hz, Ph-g"), 150,8
(C4), 150,7 (C7a), 150,3 (C2), 145,6 (C4'), 131,3 (C6), 127,3; 127,2 (d, Jcr = 8,2 Hz, Ph"),
127,2 (Ph-q"), 121,7 (C5'), 116,9 (C4a), 116.0; 115,8 (d, Jcr = 21,7 Hz, Ph"), 99,0 (C5), 49,3
(CH,), 44,8 (CH,).

7-{2-[4-(3,5-difluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (56)

Spoj 56 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 1-
etinil-3,5-difluorbenzena (0,02 mL; 0,17 mmol). Nakon pro¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl,: CH30H = 60 : 1 izoliran je bijeli kristalini¢an product 56
(37,3 mg; 74 %; T.t. = 187-190 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,56 (1H, s, H2),
8,52 (1H, s, H5"), 7,57 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,47-7,42 (2H, m, Ph"), 7,27-7,13 (1H, m,
Ph"), 6,61 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,96-4,89 (2H, m, CH5,), 4,84-4,78 (2H, m, CH,). *C (151
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 164,7; 161,4 (d, Jcr = 245,7 Hz, Ph-q") 164,5; 161,3 (d, Jcr =
245,7 Hz, Ph-q"), 150,9 (C4), 150,7 (C7a), 150,3 (C2), 144,5 (C4"), 134,1 (Ph-q"), 131,4 (C6),
123,2 (C5"), 116,9 (C4a), 108,3; 108,2; 108,1; 108,0 (dd, Jcr = 26,25; 8,6 Hz, Ph-q"), 103,6;
103,3; 102,9 (t, Jcr = 25,9 Hz, Ph-q"), 99,0 (C5), 49,5 (CH,), 44,8 (CH,).

7-{2-[4-(3,5-bis(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (57)

Spoj 57 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 1-
etinil-3,5-bis(trifluormetil)benzena (0,03 mL; 0,17 mmol). Nakon pro¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30OH = 70 : 1 izoliran je bijeli praskasti produkt 57
(60,9 mg; 94 %; T.t. = 215-218 °C). '*H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,80 (1H, s, H5'),
8,55 (1H, s, H2), 8,39 (2H, s, Ph"), 8,05 (1H, s, Ph"), 7,58 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,61 (1H,
d, J = 3,6 Hz, H5), 4,96-4,94 (2H, m, CH,), 4,84-4,80 (2H, m, CH,). **C (151 MHz, DMSO-
de) (d/ppm): 150,9 (C4), 150,9 (C7a), 150,4 (C2), 143,9 (C4"), 133,2 (Ph-q"), 131,6; 131,4;
131,2; 131,0 (q, Jcr = 33,3 Hz, Phg"), 131,4 (C6), 126,1; 124,3; 122,5; 120,7 (q, Jcr = 273,0
Hz, CF3"), 125,5; 125,4 (d, Jcr = 3,6 Hz, Ph"), 123,9 (C5"), 121,4, 121,4; 121,4 (m, Ph"),
117,0 (C4a), 99,2 (C5), 49,7 (CHy), 44,9 (CH,).
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4-Klor-7-{2-[4-(4-pentilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-d] pirimidin (58)

Spoj 58 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 1-
etinil-4-pentilbenzena (0,03 mL; 0,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH =100 : 1 izolirano je bezbojni uljasti produkt 58
(40,2 mg; 72 %; T.t. = 170-173 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,57 (1H, s, H2),
8,33 (1H, s, H5"), 7,62 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ph"), 7,54 (1H, d, J = 3,7 Hz, H6), 7,23 (2H, d, J =
8,1 Hz, Ph"), 6,60 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,92-4,86 (2H, m, CH,), 4,84-4,78 (2H, m, CH,),
2,61-2,54 (2H, m, CH,;"), 1,58 (2H, dt, J = 14,5; 7,1 Hz, CH;"), 1,35-1,24 (4H, m, CH;"),
0,86 (3H, t, J = 6,8 Hz, CH3"). **C (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 150,9 (C4), 150,7 (C7a),
150,4 (C2), 146,6 (Ph-q"), 142,3 (C4"), 131,4 (C6), 128,9 (Ph"), 128,1 (Ph-q"), 125,2 (Ph"),
121,4 (C5"), 116,9 (C4a), 99,0 (C5), 49,2 (CH,), 44,8 (CH,), 35,0 (CH,"), 31,0 (CH,"), 30,7
(CH2", 22,1, 14,1 (CH3").

4-Kklor-7-{2-[4-(4-(pentiloksi)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin
(59)

Spoj 59 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (30 mg; 0,14 mmol) i 1-
etinil-4-(pentiloksi)benzena (0,03 mL; 0,17 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti produkt 59
(49,7 mg; 86 %; T.t. = 166-168 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,57 (1H, s, H2),
8,26 (1H, s, H5"), 7,62 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph"), 7,55 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,96 (2H, d, J =
8,8 Hz, Ph"), 6,60 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,91-4,85 (2H, m, CH,), 4,83-4,77 (2H, m, CH,),
3,98 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH,"), 1,78-1,65 (2H, m, CH,"), 1,46-1,28 (4H, m, CH,"), 0,90 (3H,
t, J = 7,0 Hz, CHy"). **C (75 MHz, DMSO-ds) (5/ppm): 158,5 (Ph-g"), 150,8 (C4), 150,6
(C7a), 150,3 (C2), 146,3 (C4"), 131,3 (C6), 126,5 (Ph"), 123,0 (Ph-q"), 120,7 (C5"), 116,8
(C4a), 114,8 (Ph"), 98,8 (Cb), 67,5 (CH,"), 49,1 (CHy), 44,7 (CHy), 28,4 (CH,"), 27,7 (CH,"),
21,9 (CH,"), 14,0 (CH3").

4-klor-7-{2-[4-(4-metilbenzensulfonamid)metil-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (60)

Spoj 60 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (20 mg; 0,1 mmol) i 4-
metil-N-(prop-2-inil)benzensulfonamida [173] (24,1 mg; 0,12 mmol). Nakon procis¢avanja

kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti

165



4. EKSPERIMENTALNI DIO

produkt 60 (30,3 mg; 73 %; T.t. = 190-192 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,59 (1H,
s, H2), 7,98 (1H, t, J = 5,6 Hz, NH"), 7,78 (1H, s, H5"), 7,65 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ph"), 7,46
(1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,37 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ph"), 6,59 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,79 (2H,
t,J =5,8 Hz, CHy), 4,71 (2H, t, J = 5,7 Hz, CHy), 3,92 (2H, d, J = 5,5 Hz, CH,"), 2,38 (3H, s,
CHs"). °C (151 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 150,7 (C4), 150,5 (C7a), 150,3 (C2), 143,6 (C4"),
142,6 (Ph-q"), 137,4 (Ph-q"), 131,1 (C6), 129,5 (Ph"), 126,6 (Ph"), 123,5 (C5'), 116,7 (C4a),
98,7 (C5), 48,7 (CHy), 44,5 (CHy), 38,0 (CH"), 20,9 (CH3").

4-Klor-7-{2-[4-(4-fluorbenzensulfonamid)metil-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (61)

Spoj 61 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (20 mg; 0,1 mmol) i 4-
fluor-N-(prop-2-inil)benzensulfonamida [173] (26,60 mg; 0,12 mmol). Nakon proc¢is¢avanja
kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti
produkt 61 (10,1 mg; 24 %:; T.t. = 178-179 °C). *H (600 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 8,58 (1H,
s, H2), 8,13 (1H, s, NH"), 7,85-7,79 (3H, m, J = 9,5; 6,2 Hz, H5', Ph"), 7,47 (1H, d, J = 3,5
Hz, H6), 7,40 (2H, t, J = 8,8 Hz, Ph"), 6,59 (1H, d, J = 3,5 Hz, H5), 4,79 (2H, t, J = 5,7 Hz,
CH,), 4,72 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH,), 3,96 (2H, s, CH,"). **C (151 MHz, DMSO-ds) (d/ppm):
164,9; 163,2 (Jcr = 251,0 Hz, Ph-g"), 150,7 (C4), 150,6 (C7a), 150,2 (C2), 143,4 (C4"), 136,8;
136,7 (Jcr = 3,4 Hz, Ph-q"), 131,1 (C6), 129,6; 129,5 (Jcr = 9,5 Hz, Ph"), 123,6 (C5"), 116,7
(C4a), 116,3; 116,1 (Jcr = 22,7 Hz, Ph™), 98,7 (C5), 48,7 (CHy), 44,5 (CH,), 37,9 (CH,").

4-Kklor-7-{2-[4-(4-klorbenzensulfonamid)metil-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (62)

Spoj 62 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 51 (25 mg; 0,11 mmol) i 4-
klor-N-(prop-2-inil)benzensulfonamida [173] (28,83 mg; 0,13 mmol). Nakon procis¢avanja
kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti
produkt 62 (35,3 mg; 71 %; T.t. = 195-197 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (J/ppm): 8,59 (1H,
s, H2), 8,20 (1H, bs, NH"), 7,80 (1H, s, H5'"), 7,76 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph"), 7,64 (2H, d, J =
8,7 Hz, Ph"), 7,47 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,60 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,86-4,74 (2H, m,
CH,), 4,74-4,63 (2H, m, CH,), 3,97 (2H, s, CH,"). **C (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 150,8
(C4), 150,7 (C7a), 150,3 (C2), 143,4 (C4"), 139,3 (Ph-q"), 137,3 (Ph-q"), 131,2 (C6), 129,3
(Ph™), 128,6 (Ph"), 123,7 (C5"), 116,8 (C4a), 98,8 (C5), 48,9 (CHy), 44,6 (CH,), 37,9 (CH,").
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4-Klor-7-{[1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetil }-
7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (64)

Spoj 64 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spojeva 51 (40 mg; 0,18 mmol) i 19
(38,6 mg; 0,22 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CHCl; :
CH3OH = 100 : 1 izoliran je bezbojan kristalini¢an produkt 64 (57,2 mg; 77 %; T.t. = 202—
204 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,64 (1H, s, H2"), 8,41 (1H, s, H2), 7,82 (1H, s,
H5", 7,61 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6"), 7,47 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,65 (1H, d, J = 3,6 Hz,
H5"), 6,51 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,46 (2H, s, CH;"), 4,81 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,), 4,70
(2H, t, J = 5,7 Hz, CH,). *C (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 150,7 (C4), 150,7 (C4"), 150,5
(C7a), 150,4 (C2), 150,3 (C7a"), 150,1 (C2"), 142,6 (C4", 131,.0 (C6; C6"), 123,9 (CH),
116,8 (C4a), 116,6 (C4a"), 98,8 (C5), 98,8 (C5"), 49,1 (CHy), 44,6 (CH,), 39,4 (CH,").

6-klor-9-{[1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-
9H-purin (65)

Spoj 65 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spojeva 51 (16 mg; 0,09 mmol) i 3
(24,0 mg; 0,11 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl; :
CH3;OH = 100 : 1 izoliran je bezbojan kristalini¢an produkt 65 (30,9 mg; 83 %; T.t. = 214—
216 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 8,77 (1H, s, H2"), 8,68 (1H, s, H2), 8,40 (1H, s,
H8"), 7,94 (1H, s, H5'), 7,46 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,51 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,51 (2H,
s, CHy"), 4,85-4,80 (2H, m, CH,), 4,73-4,67 (2H, m, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 151,6 (C2"), 151,5 (C6"), 150,6 (C4), 150,5 (C7a), 150,0 (C2), 149,1 (C4"), 147,2
(C8"), 141,7 (C4'), 131,0 (C6), 130,7 (C5"), 124,1 (C5'), 116,6 (C4a), 98,7 (C5), 49,1 (CH,),
44,6 (CH,), 38,7 (CH.").

5-brom-4-klor-7-{[1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilJmetil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (66)

Spoj 66 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spojeva 51 (15 mg; 0,07 mmol) i 20
(22,7 mg; 0,08 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl; :
CH3OH = 100 : 1 izoliran je kristalini¢an produkt 66 (26,2 mg; 76 %; T.t. = 168-171 °C). 'H
(600 MHz, DMSO-dg) (S/ppm): 8,68 (1H, s, H2), 8,41 (1H, s, H2"), 7,91 (1H, s, H5'), 7,86
(1H, s, H8"), 7,46 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,51 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,45 (2H, s, CH,"),
4,82-4,80 (2H, m, J = 6,6; 4,7 Hz, CH,), 4,72-4,68 (2H, m, J = 6,6; 4,8 Hz, CH,). **C (151
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MHz, DMSO-dg) (5/ppm): 151,0 (C2"), 150,6 (C4; C4"), 150,5 (C7a), 150,0 (C2), 149,6
(C7a") 142,1 (C4"), 131,0 (C6"), 130,8 (C6), 124,0 (C5), 116,6 (C4a), 113,9 (C4a"), 98,6
(C5), 85,9 (C7"), 49,0 (CHy), 44,5 (CH>), 39,5 (CH,").

7-{2-[4-((5-fluor-1H-indol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-4-klor-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (67)

Spoj 67 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spojeva 51 (40 mg; 0,18 mmol) i 32
(37,4 mg; 0,22 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CHCl; :
CH3OH = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti produkt 67 (70,2 mg; 98 %; T.t. = 169-171 °C).
'H (600 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,44 (1H, s, H2), 7,78 (1H, s, H5"), 7,46-7,41 (2H, m, H8,
H7"), 7,33 (1H, d, J = 3,1 Hz, H2"), 7,29 (1H, dd, J = 9,9; 2,4 Hz, H4"), 6,95 (1H, td, J = 9,3;
2,5 Hz, H6"), 6,51 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 6,41 (1H, dd, J = 3,2; 0,6 Hz, H3"), 5,35 (2H, s,
CH,"), 4,82-4,79 (2H, m, CH,), 4,72-4,68 (2H, m, CH,). *C (75 MHz, DMSO-dg) (&/ppm):
158,7; 155,6 (d, Jcr = 231,6 Hz, C5"), 150,7 (C4), 150,6 (C7a), 150,2 (C2), 143,4 (C4"), 132,3
(Cra™), 131,0 (Ce), 130,3 (C2"), 128,5; 128,4 (d, J = 10,4 Hz, C3a"), 123,6 (C5"), 116,6
(C3a), 111,1; 111,0 (d, Jcr = 9,9 Hz, C7"), 109,4; 109,0 (d, Jcr = 26,1 Hz, C6"), 105,1; 104,8
(d, Jcr = 23,1 Hz, C4"), 101,0; 101,0 (d, Jcr = 4,7 Hz, C3"), 98,8 (C5), 49,0 (CH,), 44,6
(CHy), 40,9 (CH,").

4-Klor-7-{2-[4-((4-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-il)fenilamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-
7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (68).

Spoj 68 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spojeva 51 (30 mg; 0,14 mmol) i
spoja 63 [179] (48,74 mg; 0,17 mmol). Nakon proc¢iséavanja kolonskom kromatografijom u
eluensu CH,Cl, : CH30H = 60 : 1 izoliran je Zuti praskasti produkt 68 (27,3 mg; 38 %; T.t. =
228-230 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,54 (1H, s, H2), 7,83-7,74 (5H, m, H5";
H4"; H7"; Ph"), 7,40 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,27 (1H, dd, J = 8,3; 1,2 Hz, H6"), 6,82 (1H, t,
J=5,9 Hz, NH"), 6,68 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph"), 6,52 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,87-4,76 (2H,
m, CH,), 4,77-4,67 (2H, m, CH,), 4,31 (2H, d, J = 5,9 Hz, CH,"), 2,43 (3H, s, CH3"). **C
(151 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 167,1 (C5"), 152,0 (C3a"), 151,4 (Ph-q"), 150,9 (C4), 150,7
(C7a), 150,3 (C2), 145,4 (C4"), 134,1 (C5"), 133,9 (C7a"), 131,2 (C6), 128,7 (Ph"), 127,7
(C6"), 123,1 (5, 121,6 (C4"), 121,4 (C7"), 120,8 (Ph-q"), 116,8 (C4a), 114,1 (Ph"), 99,1 (C5),
49,7 (CH,), 44,6 (CHy), 38,0 (CH,"), 21,1 (CH3").
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4.3.4. Opé¢i postupak priprave bis-6-klor-7-deazapurina s 1,2,3-triazolom (69 i 70)

U smjesi otapala t-BuOH : H,O =1 :1 (2-3 mL) i DMF-u (0,5 mL) otopljen je odgovarajuci
dietinilbenzen (1 ekv.). Zatim su dodani Cu(0) (0,5 ekv.), 1M CuSOQO, (1 ekv.) i spoj 51 (2,1
ekv.). Reakcija je provodena 1,5 h uz mikrovalno zrac¢enje od 300 W pri 80 °C. Po zavrsetku
reakcije otapalo je upareno, a ostatak nakon uparavanja proc¢i¢en kolonskom kromatogarijom
u eluensu CH,Cl,: CH3;OH =100 : 1.

1,4-bis{1-[2-(4-Klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}benzen (69)

Spoj 69 prireden je prema navedenom opéem postupku iz 1,4-dietinilbenzena (11,3 mg; 0,09
mmol) i spoja 51 (44,1 mg; 0,20 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u
eluensu CH,Cl, : CH30H = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti produkt 69 (20,4 mg; 39 %; T.t.
> 250 °C). 'H (300 MHz, DMSO-dq) (Jppm): 8,57 (2H, s, H2, H2"), 8,44 (2H, s, H5), 7,78
(4H, s, Ph), 7,58 (2H, d, J = 3,6 Hz, H6, H6"), 6,61 (2H, d, J = 3,6 Hz, H5, H5"), 5,06-4,84
(4H, m, CH,, CH,"), 4,87-4,73 (4H, m, CH,, CH.,"). *C (151 MHz, DMSO-dg) (/ppm):
151,0 (C4, C4"), 150,7 (C7a), 150,6 (C2), 145,9 (C4"), 131,2 (C6, C6"), 130,0 (Ph-q), 125,5
(Ph), 122,1 (C5'), 116,8 (C4a, C4a"), 98,8 (C5, C5"), 49,1 (CH,, CH,"), 44,6 (CH,, CH;").

1,3-bis{1-[2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}benzen (70)

Spoj 70 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz 1,3-dietinilbenzena (13,9 mg; 0,11
mmol) i spoja 51 (53,9 mg; 0,24 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u
eluensu CH,Cl; : CH30OH = 100 : 1 izoliran je bijeli praskasti produkt 70 (50,2 mg; 81 %; T.t.
= 193-196 °C). '*H (300 MHz, DMSO-ds) (5/ppm): 8,59-8,54 (2H, m, H2, H2"), 8,51-8,47
(2H, m, H5", 7,80-7,75 (1H, m, Ph), 7,66 (1H, dd, J=7,7; 1,5 Hz, Ph), 7,58-7,53 (2H, m, J =
3,6; 1,3 Hz, H6, H6"), 7,51-7,42 (2H, m, Ph), 6,69-6,56 (2H, m, H5, H5"), 4,97-4,75 (8H, m,
CH,). °C (75 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 150,7 (C4, C4"), 150,6 (C7a, C7a"), 150,2 (C2,
C2"), 146,0 (C4), 145,3 (C4"), 131,3 (C6), 131,1 (Ph-q), 131,0 (C6"), 129,4 (Ph), 128,1 (Ph),
125,5 (Ph), 124,6 (Ph), 122,3 (Ph-q), 122,2 (C5"), 122,0 (C5"), 116,8 (C4a; C4a"), 98,8 (C5,
C5"), 49,2 (CH,, CH,"), 44,7 (CH,"), 44,7 (CHy).
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4.4. Sinteza mono- i bis-triazolnih 6-supstituiranih purina i 7-deazapurina
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Shema 54. Reagensi i uvjeti: (i) odgovaraju¢i amin, H,O, MW, 100 °C, 400 W, 10 min; (ii)
BrCH,CH,Br, K,CO3;, DMF, s.t. preko noci; (iii) NaNs, aceton, refluks, preko noéi; (iv)
odgovarajuci terminalni alkin (73-76), Metoda A: Cu(0), 1M CuSQ,, t-BuOH : H,O=1:1,
DMF, 80 °C, US, 45 min, 1000 W; Metoda B: Cu(0), 1M CuSQ,, t-BuOH : H,O =1 : 1,
DMF, s.t., 5 dana; Metoda C: Cul, DIPEA, AcOH, CH,ClI, s.t., 3 dana.
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4.4.1. Priprava 1,4-bis(prop-2-in-1-iloksi)benzena (73) [207]

Hidrokinon 71 (1 g; 9,08 mmol) je otopljen u 15 mL etanola i dodan je K,COj3 (1,88 g; 13,62
mmol). Suspenzija je mijesana pri sobnoj temperaturi 30 min, a zatim je dodan propargil-
bromid (2,42 mL; 21,8 mmol). Reakcijska smjesa je mijesana 24 h pri temperaturi refluksa.
Po zavrsetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja
procis¢ena kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl,. Izoliran je Zuti kristalini¢an
produkt 73 (1,38 g; 82 %; T.t. = 50-53 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 6,93 (4H, s,
Ph), 4,72 (4H, d, J = 2,4 Hz, CH,), 3,53 (2H, t, J = 2,3 Hz, CH). *C (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 151,7 (Ph-q), 115,8 (Ph), 79,5 (CCH), 78,0 (CCH), 55,8 (CH,).

4.4.2. Priprava 4,4'-bis(prop-2-in-1-iloksi)-1,1'-bifenila (74) [208]

Bisfenol 72 (1 kg; 5,37 mmol) je otopljen u 20 mL etanola i dodan je K,CO3 (1,11 g; 8,06
mmol). Suspenzija se mijeSa pri sobnoj temperaturi 30 min, a zatim je dodan propargil-
bromid (1,43 mL; 12,9 mmol). Reakcijska smjesa je mijesana 24 h pri temperaturi refluksa.
Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja
proc¢is¢ena kromatografijom na koloni uz eluens CH,Cl,. Izoliran je bijeli praskasti spoj 74
(922,0 mg; 65 %). *H (300 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 7,56 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,05 (4H,
d, J=8,8 Hz, Ph), 4,83 (4H, d, J = 2,3 Hz, CH,), 3,58 (2H, t, J = 2,3 Hz, CH). *3C (75 MHz,
DMSO-ds) (8/ppm):156,4 (Ph-g), 132,9 (Ph-q), 127,3 (Ph), 115,2 (Ph), 79,3 (CCH), 78,2
(CCH), 55,4 (CHy).

4.4.3. Opé¢i postupak za pripravu 6-amino-supstituiranih purinskih baza 93 i 94 [209,
210]

6-klorpurin 1 (1,5 mmol) i odgovarajuéi amin (4 ekv.) otopljeni su u 3 mL vode. Reakcijska
smjesa je mijesana 10 min u mikrovalnom reaktoru pri 100 °C i 400 W. Po zavrsetku reakcije
smjesa je isprana vodom, a nastali talog odfiltriran kroz sinter lijevak i osuSen u suSioniku na
100 °C.

6-(piperidin-1-il)-9H-purin (93) [209]

Prema navedenom opéem postupku iz 6-klorpurina 1 (200 mg; 1,29 mmol) i piperidina (0,51
mL; 5,18 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 93 (200 mg; 76 %; T.t. = 286-287 °C). 'H
(300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 12,89 (1H, bs, NH), 8,18 (1H, s, H2), 8,07 (1H, s, H8), 4,18
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(4H, m, CH,), 1,66-1,63 (2H, m, CH,), 1,57-1,48 (4H, m, CH,). **C (75 MHz, DMSO-ds)
(8ppm): 153,1 (C6), 151,8 (C2), 151,3 (C4), 137,7 (C8), 118,6 (C5), 25,6 (CH>), 24,3 (CH,).
MS (ESI, m/z) 204,1 [M+H]".

6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (94) [210]

Prema navedenom opéem postupku iz 6-klorpurina 1 (250 mg; 1,62 mmol) i pirolidina (0,55
mL; 6,48 mmol) dobiven je bijeli praskasti produkt 94 (272,5 mg; 89 %; T.t. = 284-286 °C).
IH (300 MHz, DMSO-dg) (Sppm): 12,88 (1H, bs, NH), 8,16 (1H, s, H2), 8,05 (1H, s, H8),
3,63-4,05 (4H, m, CHy), 1,95 (4H, s, CHy). MS (ESI, m/z) 190,1 [M+H]".

4.4.4. Opéi postupak za pripravu N-brometilnih purinskih baza 89, 95, 96 i 108

Odgovaraju¢a heterociklicka baza (6-klorpurin, 6-piperidinopurin, 6-pirolidinopurin ili
adenin) otopljena je u suhom DMF-u (8 mL) i dodan je K,CO3 (1,2 ekv.). U reakcijsku
smjesu je nakon 1 h mijesanja pri sobnoj temperaturi dodan dibrometan (1,2 ekv.) i mijesanje
je nastavljeno preko noci pri sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri

snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja proc¢is¢ena kromatografijom na koloni.
9-(2-brometil)-6-klor-9H-purin (89)

Spoj 89 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz 6-klorpurina 1 (1 g; 7,40 mmol).
Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,: MeOH = 50 : 1) izoliran je bijeli
kristali¢an produkt 89 (1,24 g; 74 %, T.t. = 110-112 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (&ppm):
8,81 (1H, s, H2), 8,76 (1H, s, H8), 4,74 (2H, t, J = 6,0 Hz, CH,CH,), 4,01 (2H, t, J = 6,0 Hz,
CH,CH,). °C (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 151,9 (C6), 151,6 (C2), 149,1 (C4), 147,5 (C8),
130,8 (C5), 45,3 (CHy), 31,1 (CHy).

9-(2-brometil)-6-(piperidin-1-il)-9H-purin (95)

Spoj 95 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spoja 93 (550 mg; 2,71 mmol).
Nakon prociscavanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 100 : 1) izoliran je
bijeli praskasti produkt 95 (650 mg; 76 %, T.t. = 148-150 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds)
(Jppm): 8,22 (1H, s, H2), 8,19 (1H, s, H8), 4,57 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,CH,), 4,19 (4H, bs,
CH,), 3,94 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,CH,), 1,78-1,42 (6H, m, CH,). **C (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 152,1 (C6), 150,9 (C2), 149,4 (C4), 138,7 (C8), 11783 (C5), 44,6 (CH,), 43,6 (CH,),
30,4 (CH,), 24,6 (CH,), 23,2 (CH,). MS (ESI, m/z) 310,1 [M+H]".
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9-(2-brometil)-6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (96)

Spoj 96 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 94 (650 mg; 3,44 mmol).
Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 100 : 1) izoliran je
bijeli praskasti produkt 96 (650 mg; 64 %; T.t. = 162-164 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 8.21 (1H, s, H2), 8.16 (1H, s, H8), 4.57 (2H, t, J = 6.0 Hz, CH,CH,), 4.04 (2H, s,
CH,), 3.94 (2H, t, J = 6.1 Hz, CH,CH,), 3.63 (2H, s, CH,), 1.95 (6H, s, CH,). **C (75 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 150,7 (C2), 149,4 (C4), 140,9 (C8), 119,2 (C5), 59,2 (CHy), 45,9 (CHy),
44,7 (CH,), 31,5 (CH,). MS (ESI, m/z) 296,1 [M+H]".

6-amino-9-(2-brometil)-9H-purin (108) [211]

Spoj 108 prireden je prema navedenom opéem postupku iz adenina (200 mg; 1,48 mmol).
Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH =50 : 1) izoliran je bijeli
prakasti produkt 108 (301,7 mg; 84 %; T.t. = 210-215 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 8,17 (1H, s, H2), 8,14 (1H, s, H8), 7,24 (2H, s, NHy), 4,56 (2H, t, J = 6,1 Hz,
CH,CHy), 3,94 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,CH,). **C (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 156,0 (C6),
152,5 (C2), 149,5 (C4), 140,8 (C8), 118,7 (C5), 44,6 (CHy), 31,5 (CHy). MS (ESI, m/z) 242,0
[M+H]".

4.4.5. Opéi postupak za pripravu N-azidoetilnih purinskih baza 90, 97, 98 i 92

Odgovarajué¢i brometilni purinski derivat (2a—2e) otopljen je u acetonu. U reakcijsku smjesu
je dokapan NaN3; (4 ekv.) otopljen u vodi (~ 3 mL). Reakcijska smjesa je mijesana preko noci
na temperaturi refluksa. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a suhi
ostatak otopljen je u 60 mL etil-acetata i ekstrahiran zasi¢enom otopinom natrijevog klorida
(3 x 30 mL). Organski sloj je suSen iznad bezvodnog magnezijevog sulfata, filtriran, a filtrat

uparen pri snizenom tlaku.
6-azido-9-(2-azidoetil)-9H-purin (90)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 89 (652 mg; 2,49 mmol) izoliran je bijeli
kristaliniGan produkt 90 (230,2 mg; 63 %; T.t. = 108-112 °C). 'H (600 MHz, DMSO-ds)
(8/ppm): 10,14 (1H, s, H2), 8,70 (1H, s, H8), 4,62 (2H, t, J = 5,6 Hz, CH,CH), 3,93 (2H, t, J
= 5,6 Hz, CH,CH,). *C (75 MHz, DMSO-dg) (Jppm): 145,4 (C6), 144,5 (C2), 142,4 (C4),
135,9 (C8), 119,7 (C5), 49,9 (CHy), 43,6 (CH.). MS (ESI, m/z) 357,1 [M+H]".
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9-(2-azidoetil)-6-(piperidin-1-il)-9H-purin (97)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 95 (650 mg; 2,10 mmol) izoliran je bijeli
praskasti produkt 97 (566,3 mg; 99 %, T.t. = 78-80 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (dppm):
8,22 (1H, s, H2), 8,18 (1H, s, H8), 4,35 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,19 (4H, s, CH>), 3,81
(2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 1,72-1,52 (6H, m, CH,CH,). **C (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm):
153,1 (C6), 151,9 (C2), 150,6 (C4), 139,7 (C8), 118,9 (C5), 49,6 (CH,), 42,4 (CHy), 25,7
(CHy), 24,2 (CHy).

9-(2-azidoetil)-6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (98)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 96 (400 mg; 1,35 mmol) izoliran je bijeli
praskasti produkt 98 (345,1 mg; 99 %; T.t. = 96-101 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm):
8,21 (1H, s, H2), 8,15 (1H, s, H8), 4,35 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,05 (2H, s, CH,), 3,80
(2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 3,63 (2H, s, CH), 1,95 (4H, s, CHy). **C (151 MHz, DMSO-ds)
(dlppm): 152,5 (C6), 152,2 (C2), 150,0 (C4), 140,2 (C8), 119,3 (C5), 49,7 (CH,), 42,3 (CHy).

6-amino-9-(2-azidoetil)-9H-purin (92)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 108 (1,28 g; 5,28 mmol) izoliran je bijeli
praskasti produkt 92 (1,25 mg; 78,19 %; T.t. = 188-190 °C). 'H (300 MHz, DMSO-de)
(dlppm): 8,16 (1H, s, H2), 8,15 (1H, s, H8), 7,23 (2H, s, NHy), 4,34 (2H, t, J = 5,7 Hz,
CH,CH,), 3,81 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,). **C (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 156,0 (C6),
152,5 (C2), 149,6 (C4), 140,8 (C8), 118,7 (C5), 49,7 (CHy), 42,4 (CHy). MS (ESI, m/z) 205,1
[M+H]".

4.4.6. Opéi postupak za sintezu mono- i bis-1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih hibrida
purina (77a—80a, 78b i 79b) i 7-deazapurina purini (91, 99a-106a, 99b-101b, 104b, 105b,
109a, 111ai 109b-111b)

Metoda A: U smjesi DMF-a (1 mL) i t-BuOH : H,O =1 : 1 (2 mL) otopljeni su odgovarajuci
bis-alkin (1 ekv.), azidoetilpurinska baza (2,2 ekv.), Cu(0) (1 ekv.) i CuSO,4 (1M, 0,5 ekv.).
Reakcijska smjesa smjestena je u ultrazvuénu kupelj pri 80 °C, 1000 W i 35 kHz, 90 min.
Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a ostatak nakon

uparavanja proci¢ena kolonskom kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.
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Metoda B: U smjesi DMF-a (1 mL) i t-BuOH : H,O =1 : 1 (2 mL) otopljen je odgovarajuéi
bis-alkin (1 ekv.), azidoetilpurinska baza (2,2 ekv.), Cu(0) (1 ekv.) i CuSO4 (1M, 0,5 ekv.).
Reakcijska smjesa mijeSana je 5 dana na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-
om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a ostatak nakon uparavanja prociSéena

kolonskom kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

Metoda C: Odgovarajuci bis-alkin (1 ekv.), azidoetilni purinski izoster (2,2 ekv.), Cul (0,2
ekv.), N,N-diizopropiletilamin (4 ekv.) i octena Kiselina (4 ekv.) otopljeni su u diklormetanu
(1 mL). Reakcijska smjesa mije$ana je na sobnoj temperaturi 3 dana. Tijek reakcije pracen je
TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a ostatak nakon uparavanja prociséena

kolonskom kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

1,4-bis{[1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilfmetoksi}benzene (77a)

Spoj 77a prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spoja 73 (Metoda A: 50 mg, 0,27
mmol; Metoda B: 21,97 mg; 0,11 mmol; Metoda C: 50 mg, 0,27 mmol;) i spoja 51 (Metoda
A: 132,24 mg, 0,59 mol; Metoda B: 58 mg; 0,44 mmol; Metoda C: 123,24 mg, 0,59 mmol;).
Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH =50 : 1) izoliran je bijeli
praskasti produkt 77a (Metoda A: 83,5 mg; 49 %; Metoda B: 40,0 mg; 54 %, Metoda C: 40,4
mg; 24 %; T.t. = 234-239 °C). 'H (300 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 8,54 (2H, s, H2), 8,01 (2H,
s, H5Y), 7,49 (2H, d, J = 3.6 Hz, H6), 6,89 (4H, s, Ph), 6,57 (2H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,98 (4H,
s, CHy), 4,89-4,83 (4H, m, CH,CH,), 4,79-4,73 (4H, m, CH,CH,). *C (151 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 152,2 (Ph-q), 150,7 (C4), 150,5 (C7a), 150,3 (C2), 143,0 (C4"), 131,1 (C6), 124,7
(C5"), 116,7 (C4a), 115,6 (Ph), 98,8 (C5), 61,4 (CH,), 49,0 (CHy), 44,7 (CH,). MS (ESI, m/z)
631,2 [M+H]".

4,4'-bis{[1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetoksi}-
1,1*-bifenil (78a) i 4-klor-7-(2-(4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)oksi)metil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (78b)

Spojevi 78a i 78b priredeni su prema navedenom opéem postupku iz spoja 74 (Metoda A: 50
mg, 0,19 mmol; Metoda B: 29,37 mg; 0,11 mmol; Metoda C: 50 mg, 0,19 mmol) i spoja 51
(Metoda A: 93,06 mg, 0,42 mol; Metoda B: 55 mg; 0,24 mmol; Metoda C: 93,06 mg, 0,42
mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH =50 : 1) izoliran
je bijeli praskasti produkt 78a (Metoda A: 46,4 mg, 34 %; Metoda B: 47,2 mg; 33 %; Metoda
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C: 26,2 mg 35 %; T.t. > 260 °C) i zuti praskasti spoj 78b (Metoda B: 13,2 mg; 24 %; T.t. =
234-238 °C).

78a: 'H (600 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 8,54 (2H, s, H2), 8,06 (2H, s, H5"), 7,54 (4H, d, J =
8,7 Hz, Ph), 7,49 (2H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,03 (6H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 6,56 (2H, d, J = 3,6
Hz, H5), 5,08 (4H, s, CH,), 4,90-4,86 (4H, m, CH,CH,), 4,79-4,75 (4H, m, CH,CH,). *C
(75 MHz, DMSO-ds) (ppm): 157,1 (Ph-q), 150,7 (C4), 150,5 (C7a), 150,2 (C2), 142,8 (C4),
132,5 (Ph-g), 131,1 (C5), 127,2 (Ph), 124,8 (C5'), 116,7 (C4a), 115,1 (Ph), 98,7 (C6), 61,0
(CHy), 49,0 (CH,), 44,6 (CH,). MS (ESI, m/z) 707,2 [M+H]".

780b: *H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,54 (1H, s, H2), 8,05 (1H, s, H5"), 7,62-7,49 (4H,
m, Ph), 7,49 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,16-6,92 (4H, m, Ph), 6,57 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5),
508 (2H, s, OCH,), 4,91-4,84 (2H, m, J = 54 Hz, CH,CH,), 4,82 (2H, d, J = 2,3 Hz,
CH,CCH), 4,80-4,74 (2H, m, CH,CH,), 3,58 (1H, t, J = 2,3 Hz, CH,CCH). **C (75 MHz,
DMSO-ds) (ppm): 157,1 (Ph-qg), 150,5 (C7a), 150,2 (C2), 142,8 (C4), 132,5 (Ph-q), 131,1
(Ph), 127,2 (Ph), 124,7 (C5'), 116,7 (C4a), 115,1 (Ph, C5), 98,8 (C6), 61,0 (CH,), 49,0 (CH,),
45,7 (CH,), 44,6 (CH,). MS (ESI, m/z) 485,1 [M+H]".

1,3-bis{1-[2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}propan
(79a) i 4-klor-7-{2-[4-(pent-4-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin
(79b)

Spojevi 79a i 79b priredeni su prema navedenom opéem postupku iz hepta-1,6-diina (Metoda
A: 100 mg, 1,09 mmol; Metoda B: 10,51 mg; 0,11 mmol; Metoda C: 50 mg, 0,54 mmol) i
spoja 51 (Metoda A: 534,31 mg, 2,4 mol; Metoda B: 56,0 mg; 0,25 mmol; Metoda C: 264,48
mg, 1,19 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 50 :
1) dobiven je bijeli praskasti produkt 79a (Metoda A: 238,6 mg, 41 %; Metoda B: 26,6 mg;
45 %; Metoda C: 183,0 mg; 63 %; T.t. = 208 — 210 °C) i uljasti spoj 79b (Metoda B: 7,8 mg;
23 %; Metoda C: 51,5 mg; 35 %,).

79a: *H (300 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 8,54 (2H, s, H2), 7,62 (2H. s, H5"), 7,52 (2H, d, J =
3,6 Hz, H6), 6,59 (2H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,87-4,67 (8H, m, CH,CHy), 2,43 (4H, t, J = 7,4
Hz, CH,CH,CH,), 1,75-1,57 (2H, m, CH,CH,CH,). *C (75 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 150,7
(C4), 150,5 (C7a), 150,2 (C2), 146,3 (C4"), 131,1 (C6), 122,1 (C5'), 116,7 (C3a), 98,7 (C5),
48,8 (CHy), 45,0 (CHy), 28,7 (CH,), 24,0 (CH,). MS (ESI, m/z) 537,1 [M+H]".
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79b: *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8.55 (1H, s, H2), 7.65 (1H, s, H5'), 7.52 (1H, d, J =
3.6 Hz, H6), 6.60 (1H, d, J = 3.6 Hz, H5), 4.97-4.64 (4H, m, CH,CH,), 2.78 (1H, t, J = 2.6
Hz, CH), 2.58 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,), 2.08 (2H, td, J = 7.1, 2.6 Hz, CH,), 1.71-1.53 (2H, m,
CH,). °C (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 150.78 (C4), 150.63 (C7a), 150.20 (C2), 146.05
(C4'), 131.11 (C6), 122.28 (C5'), 116.73 (C4a), 98.83 (C5), 84.06 (CCH), 71.42 (CCH), 48.88
(CHy), 44.71 (CH,), 27.85 (CH,), 23.78 (CH,), 17.01 (CH,). MS (ESI, m/z) 315,1 [M+H]".

1,3-bis{1-[2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}dimetileter
(80a)

Spoj 80a prireden je prema navedenom opéem postupku za metodu C iz propargil-etera (100
mg; 1,06 mmol) i spoja 51 (495,57 mg; 2,33 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 50 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt 80a (Metoda
C: 290,1 mg; 51 %; T.t. = 206-208 °C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 8,54 (2H, s, H2),
7,93 (2H, s, H5"), 7,52 (2H, d, J = 3,6 Hz, H6), 6,59 (2H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,89-4,83 (4H,
m, CH,CHy), 4,80-4,74 (4H, m, CH,CH,), 4,34 (4H, s, CH,OCH,). **C (75 MHz, DMSO-dg)
(d/ppm): 150,7 (C4), 150,5 (C7a), 150,2 (C2), 143,5 (C4"), 131,1 (C6), 124,3 (C5"), 116,7
(C4a), 98,8 (C5), 62,0 (CH,), 48,9 (CH,), 44,6 (CH,). MS (ESI, m/z) 539,1 [M+H]".

7-(2-(4-((prop-2-in-1-iloksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-7H-tetrazolo[5,1-i]purin (91)

Spoj 91 prireden je prema navedenom op¢em postupku za metodu B iz propargil-eter (0,10
mL; 1,01 mmol) i spoja 90 (513,08 mg; 2,23mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 10 : 1 izoliran je kristalini¢an produkt 91
(189,4 mg; 59 %; T.t. = 149-148 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (ppm): 10,07 (1H, s, H2),
8,39 (1H, s, 8H), 7,95 (1H, s, H5"), 4,99-4,87 (4H, m, CH,CHy,), 4,46 (2H, s, CH,), 4,06 (2H,
d, J = 2,4 Hz, CH,CCH), 3,44 (1H, t, J = 2,4 Hz, CH,CCH). *C (75 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 145,4 (C6), 143,3 (C4), 142,3 (C4"), 135,2 (C8), 124,6 (C5'), 119,6 (C5), 79,9
(CCH), 77,4 (CCH), 61,7 (CH>), 56,4 (CH>)), 48,9 (CH>)), 44,5 (CH,). MS (ESI, m/z) 325,1
[M+H]".
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1,4-bis{[1-(2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetoksi}benzen
(99a) i 6-(piperidin-1-il)-9-{2-[4-((4-(prop-2-in-1-iloksi)fenoksi)-metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
illetil}-9H-purin (99b)

Spojevi 99a i 99b priredeni su prema navedenom postupku iz spoja 73 (50 mg; 0,27 mmol) i
spoja 97 (160,67 mg; 0,59 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,
: MeOH = 20 : 1) izolirani su bijeli praskasti spojevi 99a (Metoda A: 121,1 mg, 61 %; Metoda
B: 58,1 mg; 28 %; Metoda C: 67,5 mg; 36 %; T.t. = 233-236 °C) i 99b (Metoda B: 4,9 mg;
Metoda C: 34,4 mg; 28 %, 4 %; T.t. = 158-160 °C).

99a: 'H (300 MHz, DMSO-dg) (Jppm): 8,18 (2H, s, H2), 8,12 (2H, s, H8), 7,83 (2H, s, H5),
6,90 (4H, s, Ph), 5,01 (4H, s, CH,), 4,87 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH>), 4,65 (4H, t, J = 5.7 Hz,
CH,CH,), 4,16 (8H, s, CH,), 1,70-1,51 (12H, m, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds) (Sppm):
153,2 (C6), 152,4 (Ph-q), 152,1 (C2), 150,6 (C4), 143,3 (C4"), 139,5 (C8), 124,8 (C5"), 118,9
(C5), 115,9 (Ph), 61,7 (CH,), 48,8 (CH,), 43,2 (CH), 25,8 (CHy), 24,4 (CH,). MS (ESI, m/z)
731,4 [M+H]".

99b: *H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,19 (1H, s, H2), 8,12 (1H, s, H8), 7,83 (1H, s, H5'),
6,92 (4H, d, J = 1,9 Hz, Ph), 5,02 (2H, s, CH), 4,87 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,71 (2H, d,
J = 2,4 Hz, CH,CCH), 4,66 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,17 (4H, s, CH,), 3,53 (1H, t, J =
2,4 Hz, CH,CCH), 1,74-1,48 (6H, m, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 153,0 (C6),
152,6 (Ph-g), 151,9 (C2), 151,4 (Ph-g), 150,5 (C4), 143,0 (C4"), 138,5 (C8), 124,6 (C5",
118,7 (C5), 115,8 (Ph), 115,6 (Ph), 78,0 (CCH), 61,5 (CH,), 55,9 (CH,), 48,5 (CH,), 43,0
(CHy), 25,6 (CH>), 24,2 (CH,). MS (ESI, m/z) 459,2 [M+H]".

4,4'-bis{[1-(2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}-1,1'-
bifenil  (100a) i  6-(piperidin-1-il)-9-{2-[4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-purin (100b)

Spojevi 100a i 100b priredeni su prema navedenom op¢em postupku iz spoja 73 (50 mg; 0,19
mmol) i spoja 97 (113,83 mg; 0,42 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.Cl; : MeOH = 20 : 1) izolirani su bijeli praskasti spojevi 100a (Metoda A: 70,4 mg, 46
%; Metoda B: 74,0 mg; 48 %, Metoda C: 53,4 mg; 38 %; T.t. = 221-225 °C) i 100b (Metoda
C: 31,2 mg; 31 %; T.t. = 184-185 °C).
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100a: *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8,18 (2H, s, H2), 8,16 (2H, s, H8), 7,83 (2H, s, H5"),
7,53 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,05 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 5,12 (4H, s, CH,), 4,91-4,86 (4H,
m, CH,CH,), 4,74-4,62 (4H, m, CH,CH,), 4,16 (8H, bs, CH,), 1,69-1,51 (12H, m, CH,). *°C
(151 MHz, DMSO-ds) (dppm): 157,1 (Ph-q), 153,0 (C6), 151,8 (C2), 150,5 (C4), 142,9
(C4"), 132,6 (Ph-q), 127,2 (Ph), 124,7 (C5'), 118,7 (C5), 115,1 (Ph), 61,1 (CH,), 48,6 (CH,),
43,0 (CH,), 25,6 (CH,), 24,2 (CH,).

100b: *H (300 MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 8,18 (1H, s, H2), 8,16 (1H, s, H8), 7,83 (1H, s, H5"),
7,55 (4H, dd, J = 8,7; 6,4 Hz, Ph), 7,05 (4H, dd, J = 8,8; 1,9 Hz, Ph), 5,12 (2H, s, CH,), 4,88
(2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,82 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,66 (2H, t, J = 5,8 Hz,
CH,CH,), 4,16 (4H, bs, CH,), 3,58 (1H, t, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 1,73-1,50 (6H, m, CH,).
3C (75 MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 157,3 (Ph-q), 156,4 (Ph-q), 153,2 (C6), 152,0 (C2), 150,6
(C4), 143,0 (C4'), 139,4 (C8), 133,1 (Ph-q), 132,6 (Ph-q), 127,4 (Ph), 127,3 (Ph), 124,8 (C5"),
118,8 (C5), 115,3 (Ph), 115,2 (Ph), 79,4 (CCH), 78,3 (CCH), 61,2 (CHy), 55,5 (CH,), 48,7
(CHy), 43,1 (CHy), 25,7 (CH,), 24,3 (CH,). MS (ESI, m/z) 535,2 [M+H]".

1,3-bis{1-[2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}propan (101a) i 9-
{2-[4-(pent-4-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-6-(piperidin-1-il)-9H-purin (101b)

Spojevi 101a i 101b priredeni su prema navedenom opéem postupku iz hepta-1,6-diina (0,06
mL; 0,54 mmol) i spoja 97 (324,06 mg; 1,19 mmol). Nakon proé¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 20 : 1) izolirani su bijeli praskasti produkti 10la
(Metoda A: 178,6 mg, 52 %; Metoda B: 137,3 mg; 40 %; Metoda C: 78,4 mg; 21 %, T.t. =
218-220 °C) i 101b (Metoda C: 20,7 mg, 10 %; T.t. = 171-174 °C).

101a: *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8.17 (2H, s, H2), 7.81 (2H. s, H8), 7.72 (2H, s, H5"),
4.80 (4H, t, J = 5.6 Hz, CH,CH,), 4.62 (4H, t, J = 5.7 Hz, CH,CH,), 4.14 (4H, s, CH,), 1.86—
1.69 (2H, m, CH,CH,CHy), 1.68-1.50 (12H, m, CHy). **C (151 MHz, DMSO-ds) (d/ppm):
153,0 (C6), 151,8 (C2), 150,5 (C4), 146,5 (C4"), 139,3 (C8), 122,2 (C5'), 118,7 (C5), 48,4
(CHy), 43,1 (CHy), 28,7 (CH,), 25,6 (CH,), 24,2 (CH,), 24,1 (CH,). MS (ESI, m/z) 637,3
[M+H]".

101b: *H (300 MHz, DMSO-dg) (ppm): 8,18 (1H, s, H2), 7,81 (1H, s, H8), 7,72 (1H, s,
H5'"), 4,86-4,72 (2H, m, CH,CH5), 4,68-4,57 (2H, m, CH,CHy), 4,16 (4H, bs, CH,), 2,78 (1H,
t, J = 2,6 Hz, CCH), 2,62 (2H, t, J = 7,5 Hz, CH,CH,CH},), 2,12 (2H, td, J = 7,0; 2,6 Hz,
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CH,CH,CHy), 1,77-1,43 (8H, m, CHy). *C (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 1535 (C6), 152,3
(C2), 150,9 (C4), 146,3 (C4"), 138,0 (C8), 122,8 (C5"), 119,2 (C5), 78,1 (CCH), 48,9 (CH,),
43,5 (CH,), 28,1 (CH,), 26,1 (CH,), 24,7 (CH,), 24,4 (CH,), 18,1 (CH,).MS (ESI, m/z) 364,3
[M+H]".

Bis{1-[2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}dimetileter (102a)

Spoj 102a prireden je prema navedenom opéem postupku za metodu B iz propargil-etera
(0,05 mL; 0,53 mmol) i spoja 97 (301,17 mg; 1,17 mmol). Nakon proc¢i§¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 10 : 1) izoliran je zuti praskasti produkt 102a (Metoda C:
156,1 mg; 46 %; T.t. = 107-109 °C). *H (600 MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 8,17 (2H, s, H2),
8,03 (2H, s, H8), 7,82 (2H, s, H5"), 4,88-4,84 (4H, m, CH,CH,), 4,67-4,64 (4H, m, CH,CHy),
4,42 (4H, s, CH,OCH,), 4,13 (8H, bs, CHy), 1,67-1,62 (4H, m, CHy), 1,57-1,51 (8H, m,
CHy,). MS (ESI, m/z) 639,3 [M+H]".

1,4-bis((1-(2-(6-(pirolidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)benzen
(103a)

Spoj 103a prireden je prema navedenom postupku iz spoja 73 (50 mg; 0,27 mmol) i spoja 98
(152,84 mg; 0,59 mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH
=20 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt 103a (Metoda A: 100,7 mg; 61 %; Metoda B: 53,2
mg; 28 %; Metoda C: 101,9 mg; 61 %, T.t. = 253-256 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds)
(dlppm): 8,17 (2H, s, H2), 8,09 (2H, s, H8), 7,79 (2H, s, H5"), 6,90 (4H, s, Ph), 5,00 (4H, s,
CHy), 4,94-4,76 (4H, m, CH,CH,), 4,76-4,59 (4H, m, CH,CH,), 4,01 (4H, bs, CH,), 3,62
(4H, bs, CH,), 1,93 (8H, bs, CH,). **C (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 152,4 (Ph-q), 152,3
(C6), 152,2 (C2), 149,9 (C4), 143,0 (C4'), 1245 (C5'), 119,2 (C5), 115,7 (Ph), 61,6 (CH,),
48,6 (CH,), 42,9 (CHy). MS (ESI, m/z) 703,3 [M+H]".

4,4'-bis{[1-(2-(6-(pirolidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metoksi}-1,1"-
bifenil (104a) i 9-{2-[4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etil)-6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (104b)

Spojevi 104a i 104b priredeni su prema navedenom opéem postupku iz spoja 74 (50 mg; 0,19
mmol) i spoja 98 (107,25 mg; 0,42 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;: MeOH = 20 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt 104a (Metoda A: 110,5 mg, 75
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%; Metoda B: 118,4 mg, 80 %, Metoda C: 71,5 mg, 49 %; T.t. = 259-262 °C) i zuti praskasti
spoj 104b (Metoda B: 60,5 mg, 61 %; T.t. = 134-137 °C).

104a: *H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,17 (2H, s, H2), 8,14 (2H, s, H8), 7,80 (2H, s, H5"),
7,53 (4H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,04 (4H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,12 (4H, s, CH,), 4,92-4,85 (4H,
m, CH,CH.), 4,70-4,63 (4H, m, CH,CHy,), 4,00 (4H, bs, CH,), 3,61 (4H, bs, CH,), 1,92 (8H,
bs, CH,). °C (151 MHz, DMSO-ds) (ppm): 157,1 (Ph-q), 152,4 (C6), 152,1 (C2), 149,8
(C4), 142,8 (C4), 136,3 (C8), 132,6 (Ph-q), 127,1 (Ph), 124,5 (C5Y), 119,1 (C5), 115,1 (Ph),
61,2 (CH,), 48,5 (CH,), 42,8 (CH>), 41,4 (CH,). MS (ESI, m/z) 779,40 [M+H]".

104b: *H (300 MHz, DMSO-ds) (J/ppm): 8,17 (LH, s, H2), 8,14 (1H, s, H8), 7,80 (1H, s, H5),
7,55 (4H, dd, J = 8,7; 7,1 Hz, Ph), 7,04 (4H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,12 (2H, s, CH>), 4,91-4,86
(2H, m, CH,CH,), 4,83 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,70-4,64 (m, J = 5,6 Hz, CH,CH,),
3,69-3,53 (3H, m, CH,, CCH), 3,14 (2H, s, CH,), 1,93 (4H, s, CH,). MS (ESI, m/z) 535,2
M+H]".

1,3-Bis{1-[2-(6-(pirolidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}propan (105a) i 9-
{2-[4-(pent-4-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (105b)

Spojevi 105a i 105b priredeni su prema navedenom postupku iz hepta-1,6-diina (50 mg; 0,54
mmol) i spoja 98 (305,7 mg; 1,19 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI,: MeOH = 20 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt 105a (Metoda A: 163,5 mg, 50
%; Metoda B: 125,4 mg; 41 %; Metoda C: 196,2 mg; 58 %; T.t. = 217-220 °C) i Zuti uljasti
spoj 105b (Metoda B: 13,2 mg; 7 %; Metoda C: 95,1 mg; 51 %).

105a: *H (600 MHz, DMSO-dg) (dppm): 8,15 (1H, s, H2), 7,76 (1H, s, H8), 7,69 (1H, s, H5"),
4,90-4,69 (4H, m, CH,CHy,), 4,75-4,52 (4H, m, CH,CH,), 3,98 (4H, bs, CH,), 3,58 (4H, bs,
CH,), 2.48 (m, CH,CH,CH, u DMSO0), 1,90 (8H, bs, CH,), 1,83-1,70 (2H, m, CH,CH,CH,).
3C (75 MHz, DMSO-dg) (dppm): 152,4 (C6), 152,2 (C2), 149,9 (C4), 146,5 (C4"), 139,9
(C8), 122,2 (C5"), 119,2 (C5), 48,5 (CH,), 43,1 (CH,), 28,7 (CHy), 24,1 (CH,). MS (ESI, m/z)
609,1 M+H]".

105b: *H (600 MHz, DMSO-ds) (dppm): 8,17 (1H, s, H2), 7,79 (1H, s, H8), 7,73 (1H, s,
H5'), 4,80 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH,CHy), 4,63 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH,CH,), 4,02 (2H, bs, CH,),
3,64-3,56 (4H, m, CH,; CH,CH,CH,), 2,78 (1H, t, J = 2,6 Hz, CCH), 2,62 (2H, t, J = 7,4 Hz,
CH,CH,CH)), 2,11 (2H, td, J = 7,1, 2,6 Hz, CH,CH,CH,), 1,96 (4H, bs, CH,). *C (151 MHz,
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DMSO-dg) (Jppm): 151,4 (C6), 149,9 (C2), 149,8 (C4), 146,0 (C4"), 139,8 (C8), 122,2 (C5),
119,1 (C5), 84,0 (CCH), 71,4 (CCH), 48,4 (CH,), 43,0 (CH,), 41,6 (CH>), 27,8 (CH,), 23,8
(CH,). MS (ESI, m/z) 351,1 M+H]".

Bis{1-[2-(6-(pirolidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}dimetileter (106a)

Spoj 106a prireden je prema navedenom op¢em postupku za metodu B iz propargil-etera (50
mg; 0,53 mmol) i spoja 98 (301,3 mg; 1,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 20 : 1) izoliran je zuti praskasti produkt 106a (Metoda C:
164,2 mg; 48 %; T.t. = 112-115 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (s/ppm): 8,16 (2H, s, H2),
8,05 (2H, s, H8), 7,81 (2H, s, H5'), 4,86 (4H, s, CH,), 4,66 (4H, s, CH,), 4,40 (4H, s, CHy),
3,97 (4H, s, CHy), 3,59 (4H, s, CH,), 1,91 (8H, s CH,). MS (ESI, m/z) 611,1 M+H]".

4,4'-bis{[1-(2-(6-amino-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}-1,1'-bifenil
(109a) i 6-amino-9-{2-[4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etil)- 9H-purin (109b)

Spojevi 109a i 109b priredeni su prema navedenom op¢em postupku iz spoja 73 (100 mg;
0,49 mmol) i spoja 92 (200,73 mg; 1,08 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 20 : 1) izolirani su bijeli praskasti produkti 109a
(Metoda A: 28,9 mg; 11 %; T.t. > 280 °C) i 109b (Metoda B: 47,4 mg; 25 %; T.t. > 250 °C).

109a: *H (600 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 8,11 (2H, s, H2), 8,09 (2H, s, H8), 7,80 (2H, s, H5"),
7,20 (4H, s, NH5), 6,90 (4H, s, Ph), 5,01 (4H, s, CH,), 4,87 (4H, t, J = 5,8 Hz, CH,CH,), 4,65
(4H, t, J = 5,8 Hz, CH, CH,). *C (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 155,6 (Ph-q), 152,2 (C6),
152,1 (C2), 149,3 (C4), 142,9 (C4"), 124,0 (C5'), 118,5 (C5), 115,7 (Ph), 61,7 (CH,), 48,3
(CHy), 42,6 (CH,). MS (ESI, m/z) 595,30 [M+H]".

109b: H (300 MHz, DMSO-ds) (ppm): 8,11 (2H, s, Hz, H2; H8), 7,80 (1H, s, H5), 7,20
(2H, s, NH,), 6,92 (4H, d, J = 1.6 Hz, Ph), 5,01 (2H, s, CH,), 4,87 (2H, t, J = 5,7 Hz,
CH,CH),), 4,72 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,65 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH)), 3,53 (t, J =
2.3 Hz, CH,CCH). °C (75 MHz, DMSO-ds) (J/ppm): 155,9 (Ph-q), 152,6 (C6), 152,5 (C2),
151,4 (Ph-q), 149,5 (C4), 143,0 (C4'), 140,5 (C8), 124,6 (C5'), 118,6 (C5), 115,8 (Ph), 115,6
(Ph), 79,5 (CCH), 78,0 (CCH), 61,5 (CH,), 55,9 (CH,), 48,6 (CH,), 43,0 (CH,). MS (ESI,
m/z) 391,20 [M+H]".
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6-amino-9-{2-[4-(pent-4-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-9H-purin (110b)

Spoj 110b prireden je prema navedenom opéem postupku iz hepta-1,6-diina (50 mg; 0,53
mmol) i spoja 92 (243,74 mg; 1,17 mmol). Nakon procis$¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI,: MeOH =20: 1) izoliran je bijeli praskasti produkt 110b (Metoda C: 89,3 mg; 57 %;
Metoda B: 153,7 mg; 97 %; T.t. = 226-228 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,11 (1H,
s, H2), 7,78 (1H, s, H8), 7,74 (1H, s, H5), 7,18 (2H, s, NHy), 4,80 (2H, t, J = 5,8 Hz,
CH,CH,), 4,61 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH,CH,), 2,78 (1H, t, J = 2,6 Hz, CCH), 2,63 (2H, t, J =
7,5 Hz, CH,), 2,14 (2H, td, J = 7,1; 2,6 Hz, CH,), 1,72-1,65 (2H, m, CH,). *C (75 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 156,9 (C6), 152,4 (C2), 149,4 (C4), 146,0 (C4"), 140,5 (C8), 122,2 (C5"),
118,5 (C5), 84,0 (CCH), 71,5 (CCH), 48,5 (CHy), 43,0 (CHy), 27,8 (CH,), 23,8 (CH,), 17,1
(CH). MS (ESI, m/z) 297,40 [M+H]".

Bis{1-[2-(6-amino-9H-purin-9-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}dimetileter (111a) i 6-amino-
9-{2-[4-((prop-2-in-1-iloksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]etil}-9H-purin (111b)

Spojevi 11la i 111b priredeni su prema navedenom op¢em postupku za metodu B iz
propargil-etera (100 mg; 1,06 mmol) i spoja 92 (432,88 mg; 2,12 mmol). Nakon
procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 20:1) izoliran je Zuti praSkasti
produkt 111a (Metoda B: 48,9 mg; 8 %, T.t. = 191-193 °C) i spoj 111b (Metoda B: 20,8 mg;
7 %, T.t. =175-180 °C).

111a: *H (600 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 8,17 (2H, s, H2), 8,02 (2H, s, H8), 7,89 (2H, s, H5"),
7,57 (4H, bs, NH,), 4,86 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,66 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy), 4,50
(4H, s, CH,OCH,). *C (151 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 155,8 (C6), 152,4 (C2), 149,4 (C4),
143,6 (C4'), 124,1 (C5'), 118,5 (C5), 62,1 (CHy), 48,5 (CHy), 42,9 (CHy).

111b: *H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,11 (1H, s, H2), 8,02 (1H, s, H8), 7,80 (1H, s,
H5'), 7,20 (2H, s, NH,), 4,85 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy), 4,64 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy),
4,50 (2H, s, OCH), 4,09 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,CCH), 3,46 (1H, t, J = 2,4 Hz, CH,CCH).
13C (151 MHz, DMSO-dg) (dppm): 155,9 (C6), 152,4 (C2), 149,5 (C4), 143,2 (C4'), 140,4
(C8), 124,4 (C5"), 118,6 (C5), 79,9 (CCH), 77,4 (CCH), 61,8 (CHy), 56,3 (CHy), 48,6 (CHo),
43,0 (CH,).
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4.4.7. Opéi postupak za pripravu bis-pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata 81a—88a

Odgovarajuc¢i bis-pirolo[2,3-d]pirimidinski derivat (77a-80a) i ciklicki amin (4 ekv.)
otopljeni su u 3 mL vode. Reakcijska smjesa je mijeSana 10 min u mikrovalnom reaktoru pri
100 °C 1 400 W. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije u reakcijsku smjesu

je dodan acetonitril, a nastali talog odfiltriran

1,4-bis{[1-(2-(4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoksi)benzene (81a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 77a (100 mg; 0,16) i piperidina (0,06 mL; 0,64
mmol) prireden je bezbojan uljasti produkt 81a (68,9 mg; 59 %). *H (600 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 8,13 (2H, s, H2), 8,01 (2H, s, H5"), 6,97-6,78 (6H, m, Ph; H6), 6,49 (2H, d, J = 3,7
Hz, H6), 5,01 (4H, s, OCH,), 4,80 (4H, t, J = 5,9 Hz, CH,CH,), 4,62 (4H, t, J = 5,9 Hz,
CH,CH,), 3,92-3,74 (8H, m, CH,), 1,69-1,50 (12H, m, CH,). **C (75 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 157,5 (Ph-q), 153,5 (C4), 152,0 (C2), 151,9 (C7a), 144,2 (C4'), 125,8 (C5'), 125,2
(C6), 116,9 (Ph), 103,4 (C4a), 102,2 (C5), 62,8 (OCH,), 50,3 (CH,), 47,5 (CH,CH,), 45,2
(CH,CHy), 26,7 (CH5,), 25,5 (CH,). MS (ESI, m/z) 729,1 [M+H]".

4,4'-bis{[1-(2-(4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
iljmetoksi}-1,1'-bifenil (82a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 78a (70 mg; 0,09) i piperidina (0,04 mL; 0,37
mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 82a (51,9 mg; 73 %; T.t. = 137-139 °C). *H (300
MHz, DMSO-dg) (/ppm): 8,54 (1H, s, H2), 8,05 (1H, s, H5"), 7,54 (4H, d, J = 8,4 Hz, Ph),
7,49 (2H, d, J = 3,5 Hz, H6), 7,03 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 6,57 (2H, d, J = 3,3 Hz, H5), 5,08
(4H, s, OCHy), 4,92-4,83 (4H, m, CH,CH,), 4,84— 4,72 (4H, m, CH,CH,). *C (75 MHz,
DMSO-ds) (/ppm): 157,1 (Ph-q), 156,2 (C4), 150,7 (C7a), 150,7 (C2), 142,8 (C4'), 132,5
(Ph-q), 127,2 (Ph), 124,6 (C5), 123,9 (C5"), 115,2 (Ph), 102,1 (C4a), 100,9 (C6), 61,1
(OCHy), 49,1 (CH,CH,), 46,2 (CH,CHy>), 43,9 (CH,), 25,4 (CH,), 24,2 (CH,).

1,3-bis{1-[2-(4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-
il}propan (83a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 79a (50 mg; 0,09 mmol) i piperidina (0,04 mL,
0,37 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 83a (51,3 mg; 87 %; T.t. = 145-147 °C). *H
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(600 MHz, DMSO-de) (appm): 8,11 (2H, s, H2), 7,57 (2H, s, H5Y), 6,92 (2H, d, J = 3,7 Hz,
H6), 6,50 (2H, d, J = 3,7 Hz, H5), 4,73 (4H, t, J = 5,9 Hz, CH,CHy), 4,60 (4H, t, J = 5,9 Hz,
CH,CHs,), 3,98-3,64 (8H, m, CHy), 2,47 (8H, t, J = 7,4 Hz, CH,CH,CH>), 1,76-1,69 (2H, m,
CH,CH,CH,), 1,66-1,60 (4H, m, CH,), 1,56-1,50 (8H, m, CHp). MS (ESI, m/z) 6354
[M+H]".

Bis{1-[2-(4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-
il}dimetileter (84a)

Prema navedenom op¢em postupku iz spoja 80a (50 mg; 0,09) i piperidina (0,04 mL, 0,37
mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 84a (34,7 mg; 59 %; T.t. = 141-143 °C). 'H (300
MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 8,12 (2H, s, H2), 7,90 (2H, s, H5"), 6,95 (2H, d, J = 3,1 Hz, H6),
6,51 (2H, d, J = 3,1 Hz, H5), 4,84-4,75 (4H, m, CH,CHy), 4,66-4,58 (4H, m, CH,CH), 4,38
(4H, s, CH,OCH,), 3,92-3,66 (4H, m, CH,), 1,73-1,43 (8H, m, CH,). *C (75 MHz, DMSO-
de) (8/ppm): 156,1 (C4), 150,7 (C7a), 150,7 (C2), 143,5 (C4"), 124,2 (C5"), 123,9 (C6), 102,1
(C4a), 100,9 (C5), 62,0 (OCHy), 49,0 (CHy), 46,2 (CH,CH,), 44,0 (CH,CHy), 25,4 (CHy),
24,2 (CHy). MS (ESI, m/z) 637,4 [M+H]".

1,4-bis{[1-(2-(4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilfmetoksi}benzen (85a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 77a (50 mg; 0,10) i pirolidina (0,04 mL; 0,40
mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 85a (46,3 mg; 65 %:; T.t. = 193-195 °C). *H (300
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 8,09 (2H, s, H2), 8,00 (2H, s, H5), 6,89 (4H, s, Ph), 6,84 (2H, d, J
= 3,5 Hz, H6), 6,48 (2H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,00 (4H, s, OCHy), 4,80 (4H, t, J = 5,6 Hz,
CH,CH,), 4,62 (4H, t, J = 5,6 Hz, CH,CHy), 3,67 (8H, s, CH5), 1,93 (8H, s, CH,). **C (75
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 154,7 (C4), 152,2 (C7a), 151,2 (C2), 149,8 (Ph-g), 142,9 (C4"),
124,5 (C5"), 123,4 (C6), 115,7 (Ph), 102,6 (C4a), 100,7 (C5), 61,5 (OCHy), 49,0 (CHy), 47.42
(CHy), 43.83 (CHy). MS (ESI, m/z) 701,4 [M+H]".

4,4'-bis{[1-(2-(4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilfmetoksi}-1,1'-bifenil (86a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 78a (70 mg; 0,10) i pirolidina (0,04 mL; 0,40
mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 86a (46,3 mg; 65 %; T.t. = 187-189 °C). 'H (600
MHz, DMSO-dg) (dlppm): 8,09 (2H, s, H2), 8,04 (2H, s, H5"), 7,53 (4H, d, J = 8,7 Hz, Ph),
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7,04 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 6,82 (2H, d, J = 3,5 Hz, H5), 6,45 (2H, d, J = 3,6 Hz, H6), 5,12
(4H, s, OCH,), 4,80 (4H, t, J = 5,9 Hz, CH,CH,), 4,62 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH,CH,), 3,65 (8H,
s, CHy), 1,91 (8H, s, CH,). *C (75 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 157,1 (Ph-q), 154,6 (C4), 151,1
(C2), 149,7 (C7a), 142,8 (C4'), 132,5 (Ph-q), 127,2 (Ph), 124,6 (C5), 123,4 (C5'), 115,2 (Ph),
102,6 (C4a), 100,8 (C6), 61,1 (OCH,), 49,1 (CHy), 47,4 (CH,), 43,8 (CHy).

1,3-bis{1-[2-(4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)propan (87a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 79a (50 mg; 0,09) i pirolidina (0,04 mL; 0,37
mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 87a (53,1 mg; 97 %; T.t. = 170-172 °C). *H (300
MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 8,07 (2H, s, H2), 7,54 (2H, s, H5"), 6,87 (2H, d, J = 3,5 Hz, H6),
6,48 (2H, d, J = 3,6 Hz, H5), 4,73 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,59 (4H, t, J = 5,6 Hz,
CH,CH,), 3,64 (8H, s, CHy), 2,46 (4H, t, J = 7,4 Hz, CH,CH,CH, u DMSO), 1,91 (8H, s,
CHy), 1,79-1.62 (2H, m, CH,CH,CH,). **C (151 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 154,6 (C4),
151,1 (C2), 149,7 (C7a), 146,2 (C4"), 123,3 (C5), 122,0 (C5'), 102,6 (C4a), 100,7 (C6), 48,8
(CHy), 47,3 (CHy), 43,9 (CHy), 28,6 (CH>), 24,0 (CHy,).

Bis{1-[2-(4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-
il}dimetileter (88a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 80a (50 mg; 0,09) i pirolidina (0,04 mL; 0,37
mmol) prireden je bijeli pragkasti produkt 88a (35,9 mg; 65 %; T.t. = 131-135 °C). *H (300
MHz, DMSO-dg) (/ppm): 8,07 (2H, s, H2), 7,85 (2H, s, H5'), 6,89 (2H, d, J = 2,2 Hz, H6),
6,50 (2H, d, J = 2,6 Hz, H5), 4,84-4,73 (4H, m, CH,CH,), 4,69-4,56 (4H, m, CH,CH,), 4,36
(4H, s, CH,OCH,), 3,64 (8H, s, CH,), 1,92 (8H, s, CH,). **C (151 MHz, DMSO-ds) (/ppm):
154,7 (C4), 151,2 (C2), 149,8 (C7a), 143,4 (C4'), 124,1 (C5'), 123,3 (C6), 102,6 (C4a), 100,8
(C5), 62,0 (CH,), 49,0 (CH,), 47,4 (CH5,), 43,8 (CH,). MS (ESI, m/z) 609,3 [M+H]".
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4.5. Sinteza 2,5(6)-disupstituiranih benzimidazola
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Shema 55. Reagensi i uvjeti: (i) propargil-bromid, K,COsz;, EtOH, refluks, 8 h; (ii)
odgovarajuci azid, Cu(0), IM CuSQOy, t-BuOH : H,O =1 : 1, DMF, 80 °C, 90 min, US/MW;
(iii) odgovarajuci o-fenilendiamin, NaHSO3 (aqg), EtOH, refluks, 8 h; (iv) AcCN, t-BuONO, 0
°C, TMSN;3, s.t., 2 h; (v) ROH, Cu(OAc),, MeOH, 80 °C, US, 90 min; (vi) DMSO, COCl,,
EtsN, CH,Cl,, -78 °C do s.t., 45 min.
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4.5.1. Priprava 4-(prop-2-in-1-iloksi)benzaldehida (113) [212]

4-Hidroksibenzaldehid 112 (2,0 g; 16,4 mmol) otopljen je u suhom etanolu (10 mL) i dodan
je KoCO3 (2,6 g; 19,6 mmol). Nakon 30 min u reakcijsku smjesu je dodan propargil-bromid
(2,19 mL; 19,6 mmol) i mijeSanje je nastavljeno 8 h na temperaturi refluksa. Po zavrSetku
reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja procis¢ena
kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl,. Prireden je bijeli praskasti produkt 113 (2,2 g;
78 %; T.t. = 85-87 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 9,89 (1H, s, CHO), 7,89 (2H, d, J
= 8,8 Hz, Ph), 7,18 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 4,94 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,), 3,63 (1H,t,J=2,4
Hz, CCH). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 191,5 (CHO), 162,1 (Ph-q), 131,8 (Ph),
130,2 (Ph-q), 115,4 (Ph), 78,9 (CCH), 78,6 (CCH), 55,9 (CH,).

4.5.2. Opéi postupak priprave 4-[(1,2,3-triazol-4-il)metoksi]benzaldehida 114-123

Spoj 113, Cu(0) (0,8 ekv.), 1M CuSQ, (0,3 ekv.) i odgovarajuci azid (1,2 ekv.) otopljeni su u
1 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : H,O =1 : 1 (3 mL). Metoda A: Reakcija je provodena 1,5 h u
mikrovalnom reaktoru pri 300 W i 80 °C. Metoda B: Reakcijska je provodena 1,5 h u
ultrazvuénoj kupelji (1000 W, 35 kHz) pri 80 °C. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po
zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a ostatak nakon uparavanja procis¢en kolonskom

kromatografijom u eluensu CH,Cl,.
4-[(1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]benzaldehid (114) [213]

Spoj 114 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
azidobenzena (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
izoliran je bijeli praskasti produkt 114 (Metoda A: 229,5 mg; 71 %; Metoda B: 310,1 mg; 97
%; T.t. = 99-101 °C (T.t.4i. = 101-103 °C). 'H (600 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 9,89 (1H, s,
CHO), 8,99 (1H, s, H5"), 7,93-7,89 (4H, m, Ph), 7,61 (2H, t, J = 7,9 Hz, Ph), 7,51 (1H, t, J =
7,5 Hz, Ph), 7,29 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,38 (2H, 5, OCH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 191,6 (CHO), 163,0 (Ph-q), 143,4 (C4"), 136,6 (Ph-q), 132,0 (Ph), 130,1 (Ph), 129,0
(Ph), 123,3 (C5"), 120,4 (Ph), 115,4 (Ph), 61,5 (OCHy,).

4-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}benzaldehid (115) [213]
Spoj 115 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
1-azido-4-fluorbenzena (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom

kromatografijom izoliran je bijeli praskasti produkt 115 (Metoda A: 161,1 mg; 47 %; Metoda
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B: 325,6 mg; 95 %; T.t. = 140-142 °C, T.t, = 138-140 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds)
(/ppm): 9,89 (1H, s, CHO), 8,96 (1H, s, H5'), 8,00-7,85 (4H, m, Ph), 7,47 (2H, t, J = 8,8 Hz,
Ph), 7,28 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,38 (2H, s, OCH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 191,5 (CHO), 163,4; 160,2 (d, Jor = 248,8 Hz, Ph-g), 162,9 (Ph-q), 143,3 (C4),
133,2; 133,1 (d, Jcr = 2,9 Hz, Ph-g), 131,9 (Ph), 130,0 (Ph-q), 123,5 (C5'"), 122,8; 122,7 (d,
Jer = 8,8 Hz, Ph), 117,0; 116,7 (d, Jcr = 23,2 Hz, Ph), 115,3 (Ph), 61,4 (OCHy).

4-{[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetoksi}benzaldehid (116) [213]

Spoj 116 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
1-azido-4-klorbenzen (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom izoliran je bijeli praskasti produkt 116 (Metoda A: 122,3 mg; 34 %; Metoda
B: 224,2 mg; 62 %; T.t. = 151-154 °C, T.t.4i, = 151-153 °C). 'H (600 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 9,89 (1H, s, CHO), 9.01 (1H, s, H5'), 7.96 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ph), 7.90 (2H, d, J =
8.7 Hz, Ph), 7.69 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ph), 7.28 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 5.38 (2H, s, OCH,). **C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 191,4 (CHO), 162,9 (Ph-qg), 143,5 (C4), 135,3 (Ph-q),
133,2 (Ph-g), 131,9 (Ph), 130,0 (Ph), 129,9 (Ph-q), 123,3 (C5%"), 122,0 (Ph), 115,3 (Ph), 61,4
(OCHy).

4-{[1-(4-jodfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}benzaldehid (117)

Spoj 117 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
1-azido-4-jodobenzena (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom izoliran je bijeli praskasti produkt 117 (Metoda A: 270,6 mg; 56 %; Metoda
B: 381,7 mg; 82 %; T.t. = 259-261 °C). 'H (600 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 9,89 (1H, s,
CHO), 9,01 (1H, s, H5"), 7,97 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,90 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,74 (2H,
d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,28 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,38 (2H, 5, OCH,). *C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 191,7 (CHO), 163,0 (Ph-q), 143,6 (C4"), 138,8 (Ph-q), 136,3 (Ph-q),
132,0 (Ph), 130,1 (Ph-q), 123,3 (C5"), 122,3 (Ph), 115,4 (Ph), 94,6 (Ph-q), 61,4 (OCHy,).

4-{[1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetoksi}benzaldehid (118)

Spoj 118 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
1-azido-4-(trifluormetil)benzena (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom izoliran je bijeli praskasti produkt 118 (Metoda A: 120,4 mg; 30 %; Metoda
B: 396,3 mg; 99 %; T.t. = 251-253 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,90 (1H, s,
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CHO), 9,14 (1H, s, H5"), 8,19 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 8,01 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,91 (2H,
d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,29 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,41 (2H, s, OCH,). **C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) (6/ppm): 191,6 (CHO), 162,9 (Ph-q), 143,8 (C4'), 132,0 (Ph-g), 130,1 (Ph-q),
129,3; 129,1; 128,9; 128,7 (q, Jcr = 32,4 Hz, Ph-g), 127,4; 127,4; 127,4; 127,3 (q, Jcr = 3,5
Hz, Ph), 124,8; 123,0 (d, Jcr = 271.4 Hz, CFs), 123,5 (C5'), 120,9 (Ph), 1154 (Ph), 61,4
(OCHy).

4-{[1-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}benzaldehid (119) [213]

Spoj 119 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
1-azido-4-metoksibenzena (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom
kromatografijom izoliran je bijeli kristalinican produkt 119 (Metoda A: 149,3 mg; 42 %j;
Metoda B: 271,2 mg; 76 %; T.t. 127-130 °C) (T.t.i, = 126-127 °C). *H (300 MHz, DMSO-
d) (/ppm): 9,89 (1H, s, CHO), 8,87 (1H, s, H5"), 7,90 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,81 (2H, d, J
= 9,1 Hz, Ph), 7,28 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,14 (2H, d, J = 9,1 Hz, Ph), 5,36 (2H, s, OCH,),
3,83 (3H, s, OCHs). **C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 191,6 (CHO), 163,0 (Ph-q),
159,5 (Ph-q), 143,1 (C4"), 132,0 (Ph), 130,0 (Ph-q), 130,0 (Ph-q), 123,3 (C5"), 122,0 (Ph),
115,4 (Ph), 115,0 (Ph), 61,5 (OCH,), 55,7 (OCHa).

4-{[1-(2-Kklorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)benzaldehid (120)

Spoj 120 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
1-azido-2-klorbenzena (2,76 mL; 1.38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom izoliran je bijeli praskasti produkt 120 (Metoda A: 194,2 mg; 53 %; Metoda
B: 231,7 mg; 64 %; T.t. = 127-129 °C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 9,90 (1H, s,
CHO), 8,76 (1H, s, H5), 7,91 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,79 (1H, dd, J = 8,0; 1,2 Hz, Ph), 7,73
(1H, dd, J=7,8; 1,6 Hz, Ph), 7,65 (1H, td, J = 7,8; 1,6 Hz, Ph), 7,60 (1H, td, J = 7,6; 1m3 Hz,
Ph), 7,30 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-d¢)
(d/ppm): 191,8 (CHO), 163,2 (Ph-q), 142,5 (C4"), 134,5 (Ph-q), 132,1 (Ph), 132,1 (Ph), 130,8
(Ph), 130,2 (Ph-q), 128,8 (Ph-q), 128,7 (Ph), 128,6 (Ph), 127,4 (C5'), 1155 (Ph), 61,4
(OCHy).

4-{[1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}benzaldehid (121) [213]

Spoj 121 prireden je prema navedenom op¢em postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i

benzilazida (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon pro¢is¢avanja kolonskom kromatografijom izoliran
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je bijeli praskasti produkt 121 (Metoda A: 239,1 mg; 71 %; Metoda B: 303,6 mg; 90 %; T.t. =
101-103 °C, T.t4i, = 99-100 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 9,88 (1H, s, CHO), 8,33
(1H, s, H5"), 7,87 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,44-7,27 (5H, m, Ph), 7,23 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph),
5,62 (2H, s, CHy), 5,27 (2H, s, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 191,3 (CHO),
162,9 (Ph-q), 142,3 (C4"), 1359 (Ph-g), 131,8 (Ph), 129,8 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,2 (Ph),
128,0 (Ph), 125,0 (C5'), 115,2 (Ph), 61,4 (OCH,), 52,8 (CHy).

4-{[1-((feniltio)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetoksi}benzaldehid (122)

Spoj 122 prireden je prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (200 mg; 1,15 mmol) i
feniltiometilazida (0,19 mL; 1,38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
izoliran je uljasti produkt 122 (Metoda A: 214,3 mg; 57 %; Metoda B: 273,6 mg; 73 %). *H
(300 MHz, DMSO-ds) (o/ppm): 9,88 (1H, s, CHO), 8,21 (1H, s, 1H, H5"), 7,87 (2H, d, J = 8,8
Hz, Ph), 7,43-7,26 (5H, m, Ph), 7,21 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,96 (2H, s, 2H, CH,), 5,26 (2H,
s, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (&ppm): 191,6 (CHO), 162,9 (Ph-q), 142,6 (C4"),
132,4 (Ph-qg), 131,9 (Ph), 130,7 (Ph), 130,0 (Ph-q), 129,4 (Ph), 127,9 (Ph), 124,7 (C5"), 115,4
(Ph), 61,3 (OCHy), 51,9 (SCHy).

4-{[1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetoksi}benzaldehid (123) [214]

Spoj 123 prireden je prema navedenom opéem postupku za metodu B iz spoja 113 (200 mg;
1,15 mmol) i 4-klorbenzilazida (2,76 mL; 1,38 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom izoliran je bijeli praskasti produkt 123 (Metoda B: 302,2 mg; 80 %; T.t. =
106-108 °C, T.t4i, = 108-111 °C). 'H (600 MHz, DMSO-dg) (Jppm): 9,88 (1H, s, CHO),
8,33 (1H, s, H5"), 7,87 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,45 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ph), 7,35 (2H, d, J =
8,4 Hz, Ph), 7,23 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,63 (2H, s, CH,), 5,27 (2H, s, CH,). *C NMR (75
MHz, DMSO-dg) (do/ppm): 191,3 (CHO), 162,9 (Ph-q), 142,4 (C4"), 134,9 (Ph-q), 132,9 (Ph-
q), 131,8 (Ph), 129,9 (Ph), 129,9 (Ph), 128,8 (Ph-q), 125,0 (C5), 115,2 (Ph), 61,4 (OCH,),
52,0 (CHy).

4.5.3. Opéi postupak za pripravu 5(6)-amidino-supstituiranih hibrida benzimidazola
125a-133a, 125b-134b i 125¢-134c

Odgovarajuéi 4-triazolni-benzaldehid (114-123) otopljen je u apsolutno suhom etanolu (15
mL) i dodan je 40 % NaHSO3 (1 mL). Smjesa je mijesana 30 min na temperaturi refluksa te je

dodan odgovaraju¢i o-fenilendiamin 124a-124c (1 ekv.) i mijeSanje je nastavljeno 8 h na

191



4. EKSPERIMENTALNI DIO

temperaturi refluksa. Po zavrsetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a u ostatak
nakon uparavanja dodana je voda (5 mL). Heterogena smjesa mije$ana je preko nodéi, zatim je
filtirana a dobiveni talog je osusen u suSioniku. Kruti ostatak je otopljen u etanolu zasi¢enim s
HCl-om (8-10 mL) i mijeSsan 4 h. U otopinu je dodan dietil-eter, nastali talog je odfiltriran i

osusen u susioniku.

2-4-{f1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid
hidroklorid (125a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 114 (200 mg; 0,72 mmol) i o-fenilendiamina
124a (113,4 mg; 0,64 mmol) izoliran je smedi praskasti produkt 125a (100,3 mg; 28 %; T.t. =
159-162 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (dppm): 9,42 (2H, bs, NH), 9,13-8,99 (3H, m, NH,
H5", 8,33 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 8,18 (1H, s, H4), 7,92 (2H, d, J = 7,6 Hz, Ph), 7,86 (1H, d,
J =8,5Hz, H7), 7,76 (1H, dd, J = 8,6; 1,4 Hz, H6), 7,62 (2H, t, J = 7,7 Hz, Ph), 7,56-7,45
(1H, m, Ph), 7,37 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-
de) (d/ppm): 165,5 (CNH), 162,1 (Ph-q), 151,8 (C5), 143,2 (C4'), 136,6 (Ph-q), 136,2 (C7a),
132,7 (C3a), 130,6 (Ph), 130,0 (Ph), 128,9 (Ph), 125,0 (C5'), 124,6 (C2), 123,3 (C6), 120,3
(Ph), 116,2 (Ph-q), 116,0 (Ph), 114,7 (C4), 114,3 (C7), 61,52 (OCHy,). Anal. izraunato za
C23H19N7O x 2 HCI x 5 H,0O (M, = 572,45): C 48,26; H 5,46; N 17,13; nadeno: C 48,53; H
5,76; N 17,28 %. HRMS: izradunato za C3H19N7O (M + H)*: 410,1729; nadeno: 410,1740.

2-{4-[(1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (126a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 115 (200 mg; 0,67 mmol) i o-fenilenediamina
124a (101,0 mg; 0,67 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 126a (87 mg; 27 %; T.t. =
218-220 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,37 (2H, bs, NH), 9,02-8,94 (3H, m, NH,
H5"), 8,28 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 8,15 (1H, s, H4), 7,90 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,83 (1H, d,
J=8,4 Hz, H7), 7,72 (1H, d, J = 8,0 Hz, H6), 7,35 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 7,28 (2H, d, J =
8,7 Hz, Ph), 5,38 (2H, s, OCH,). **C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (Jppm): 165,8 (CNH),
163,3; 160,1 (d, Jcr =245,8 Hz, Ph-q), 162,8 (Ph-q), 153,5 (C5), 143,4 (Ph-q), 143,2 (C4),
133,0 (C7a), 131,8 (C3a), 129,9 (C2), 129,2 (C6), 123,4 (C5"), 122,7; 122,5 (d, Jcr = 8,8 Hz,
Ph), 116,6; 116,9 (d, Jcr = 23,3 Hz, Ph), 115,5 (C7, C4), 115,2 (Ph), 61,3 (OCH,). Anal.
izraCunato za Cp3H1gFN7O x 2 HCI x3 H,0O (M, = 554,41): C 49,83; H 4,73; N 17,68; nadeno:
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C 49,82; H 4,78; N 17,54 %. HRMS: izracunato za Cy3H1gFN;O (M + H)": 428,1635; nadeno:
428,1619.

2-{4-[(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (127a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 116 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124a (86,5 mg;
0,58 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 127a (142,1 mg; 41 %, T.t. = 212-213 °C).
'H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,53 (2H, bs, NH), 9,22 (2H, bs, NH), 9,07 (1H, s, H5),
8,45 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 8,23 (1H, s, H4), 7,98 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 7,91 (1H, d, J =
8,5 Hz, H7), 7,83 (1H, dd, J = 8,6; 1,4 Hz, H6), 7,69 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 7,40 (2H, d, J =
8,9 Hz, Ph), 5,42 (2H, s, OCH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 165,6 (CNH),
161,4 (Ph-q), 152,4 (C5), 143,4 (C4"), 135,3 (Ph-q, C7a), 133,1 (Ph-q, C4a), 130,0 (Ph), 129,9
(Ph), 124,0 (C5"), 123,4 (C2), 121,9 (Ph), 115,7 (Ph), 115,0 (C4), 114,3 (C7), 61,4 (OCHy).
Anal. izracunato za C,3HigCIN;O x 2 HCI x 2,6 H,O (M, = 536,66): C 49,01; H 4,51; N
17,39; nadeno: C 49,33; H 4,27; N 17,48 %. HRMS: izraunato za C3H1gCIN;O (M + H)™:
444,1340; nadeno: 444.1346.

2-{4-[(1-(4-jodfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (128a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz produkt 117 (100 mg, 0.25 mmol) i 124a (37.06 mg,
0.25 mmol) prireden je smedi praskasti spoj 128a (63,2 mg; 42 %; T.t. = 229-231 °C). H
(300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 9,41 (2H, bs, NH), 9,05 (3H, bs, NH H5), 8,32 (2H, d, J =
8,5 Hz, Ph), 8,17 (1H, s, H4), 7,98 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7), 7,79-7,73 (3H, m, H6, Ph), 7,36
(2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 5,39 (2H, s, OCH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 165,7
(CNH), 160,9 (Ph-g), 153,1 (C5), 143,5 (C4'), 138,6 (Ph), 136,2 (Ph-g), 130,0 (C6), 129,5
(Ph), 123,2 (Ph), 123,1 (C5'), 122,6 (C2), 122,1 (Ph), 115,8 (C4), 115,6 (C7), 94,5 (Ph-q),
61,3 (OCHy>). Anal. izracunato za Cy3H1gN7IO x 2 HCI x 3,75 H,0 (M, = 675,82): C 40,88; H
4,10; N 14,51; nadeno: 40,64; H 3,96; N 14,78 %. HRMS: izra¢unato za Cy3H1gN7IO (M +
H)+: 536,0696; nadeno: 536,0679.
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2-{4-[(1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-
5(6)-karbamid hidroklorid (129a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 118 (200 mg; 0,58 mmol) i 124a (86,5 mg; 0,58
mmol) prireden je bijeli pragkasti produkt 129a (144,0 mg; 39 %; T.t. = 247-250 °C). *H (300
MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 9,43 (2H, bs, NH), 9,18 (1H, s, H5") 9,07 (2H, bs, NH), 8,35 (2H,
d, J = 8,9 Hz, Ph), 8,26-8,14 (3H, m, H4, Ph), 8,02 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,88 (1H, J = 8,7
Hz, H7), 7,78 (1H, dd, J = 8,5; 1,6 Hz, H6), 7,39 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,44 (2H, s, OCH,).
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (fppm): 166,0 (CNH), 160,9 (Ph-q), 153,7 (C5), 144,0 (C4"),
140,4 (C7a), 139,5 (C3a), 137,4 (Ph-q), 130,0 (Ph), 129,8; 129,4; 128,9; 128,9 (q, Jcr = 32,4
Hz, Ph), 129,5 (Ph), 127,6, 127.54; 127.50; 127.45 (q, Jor = 3.7 Hz, Ph), 127.45, 125.81;
122.21 (d, Jcr = 272 Hz, CF3), 123,6 (C5"), 123,2 (C6), 122,6 (C2), 121,0 (Ph), 120,2 (Ph-q),
115,8 (Ph), 114,7 (C7/C4), 61,4 (OCH,). Anal. izracunato za CyHigF3sN;O x 2 HCI x 2,6
H,O (M, = 597,21): C 48,27; H 4,25; N 16,42; nadeno: 48,52; H 4,32; N 16,18 %. HRMS:
izraGunato za Cp4H1F3N7O (M + H)™: 478,1603; nadeno: 478,1611.

2-{4-[(1-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (130a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 119 (200 mg; 0,65 mmol) i spoja 124a (96,51
mg; 0,65 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 130a (122,7 mg; 53 %, T.t. = 195-197
°C). *H (600 MHz, DMSO-dg) (dppm): 9,35 (2H, s, NH), 8,94 (2H, s, NH), 8,90 (1H, s, H5"),
8,26 (2H d, J = 8,2 Hz, Ph), 8,15 (1H, s, H4), 7,84-7,80 (3H, m, Ph; H7), 7,71 (1H, d, J = 8,0
Hz, H6), 7,34 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,15 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ph), 5,37 (2H, s, OCH,), 3,84
(3H, s, OCH;). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (J/ppm): 165,9 (CNH), 160,6 (Ph-q), 159,4
(Ph-q), 153,8 (C5), 143,2 (C4"), 140,8 (C7a, C3a), 134,7 (Ph-q), 129,9 (C5), 129,1 (Ph), 123,1
(C5), 122,7 (C6), 121,9 (Ph), 120,6 (Ph-q), 115,6 (Ph), 115,0 (C4, C7), 61,3 (OCH,), 55,6
(OCHg). MS (ESI, m/z) 440,1 [M+H]+. Anal. Izracunato za CosH>1N7O5 x 2 HCI x 2,5 H»0
(M, =557,44): C 51,71; H 5,06; N 17,59; nadeno: C 51,60; H 4,72; N 17,34 %.

2-{4-[(1-(2-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (131a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 120 (200 mg; 0,64 mmol) i 124a (96,51 mg; 0.64
mmol) dobiven je bijeli pragkasti produkt 131a (210,3 mg; 58 %, T.t. = 176-177 °C). *H (300
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MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,36 (2H, s, NH), 8,96 (2H, s, NH), 8,77 (1H, s, 1H, H5"), 8,28
(2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 8,16 (1H, s, H4), 7,88-7,55 (6H, m, Ph; H5; H6), 7,36 (2H, d, J = 8,9
Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 165,6 (CNH), 161,3
(Ph-q), 152,7 (C5), 142,3 (C4"), 134,4 (C3a, C7a), 131,8 (Ph), 131,3 (C6), 130,6 (Ph), 129,8
(C5"), 128,5 (Ph), 127,2 (Ph-q), 123,8 (Ph), 123,2 (Ph-g), 122,2 (Ph-q), 115,9 (C4), 1157
(Ph), 114,8 (C7), 61,2 (OCH,). MS (ESI, m/z) 444,0 [M+H]". Anal. izra¢unato za
C23H18CIN;O x 2 HC1 x 3 H,0O (M, = 570,86): C 48,39; H 4,59; N 17,17; nadeno: 48,11; H
4,47, N 17,38 %.

2-{4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid
hidroklorid (132a)

Prema navedenom op¢em postupku iz spoja 121 (90 mg; 0,31 mmol) i spoja 124a (46,56 mg;
0.31 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 132a (140,6 mg; 90 %:; T.t. = 204-206 °C). 'H
(300 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 9,48 (2H, s, NH), 9,12 (2H, s, NH), 8,40-8,32 (3H, m H5'
Ph), 8,20 (1H, s, H4), 7,89 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,80 (1H, dd, 1H, J = 8,6 Hz, H6), 7,47—
7,27 (TH, m, Ph), 5,64 (2H, s, CH,), 5,30 (2H, s, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 166,3 (CNH), 161,2 (Ph-q), 154,0 (C5), 143,0 (C4"), 140,5 (Ph-q), 137,6 (C3a),
136,2 (C7a), 129,6 (Ph), 129,3 (Ph), 128,7 (C6), 128,4 (Ph), 125,4 (C4'), 123,4 (C4), 122,8
(C2), 120,1 (Ph-g), 116,0 (Ph), 115,9 (Ph), 115,0 (C7), 61,6 (OCH,), 53,4 (CH,). Anal.
izraGunato za Cy4Hy1N;O x 2 HCI x 0,3 H,O (M, =501,80): C 47,44; H 4,74; N 19,54,
nadeno: C 47,71; H 4,58; N 19,27 %. HRMS: izradunato za CsHxN70 (M + H)": 424,1886;
nadeno: 424,1881.

2-{4-[(1-((feniltio)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (133a)

Prema navedenom op¢em postupku iz spoja 122 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124a (96,51
mg; 0,64 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 133a (324,8 mg; 90 %,; T.t. = 173-176
°C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 9,46 (2H, s, NH), 9,08 (2H, s, NH), 8,34 (2H, d, J =
8,9 Hz, Ph), 8,25 (1H, s, H5"), 8,20 (1H, s, H4), 7,89 (2H, t, J = 7,8 Hz, Ph), 7,80 (1H, dd, J =
8,6 Hz, H6), 7,45-7,29 (6H, m, H7, Ph), 5,99 (2H, s, OCH,), 5,30 (2H, s, SCH,). °C NMR
(75 MHz, DMSO-dq) (slppm): 165,7 (CNH), 161,1 (Ph-q), 153,1 (C5), 142,6 (C4"), 139,2
(C7a), 132,4 (C3a), 131,8 (C6), 130,6 (Ph), 129,6 (Ph-q), 129,4 (Ph), 127,8 (Ph), 124,7 (C5"),
123,6 (C4), 123,0 (C2), 115,7 (Ph), 115,3 (C7), 61,3 (OCHy), 51,8 (SCH,). MS (ESI, m/z)
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456,1 [M+H]". Anal. izradunato za C2sH21N;OS x 2 HC1 x 1,7 H,0O (M, =559,09): C 51,56; H
4,76; N 17,54; nadeno: 51,80; H 4,68; N 17,22 %.

2-{4-[(1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-N-izopropil-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (125b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 114 (200 mg; 0,72 mmol) i o-fenilenediamina
124b (114,2 mg; 0,72 mmol) dobiven je smedi praskasti produkt 125b (144,5 mg; 34 %; T.t.
=194-197 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 9,65 (1H, d, J = 7,8 Hz, NH), 9,50 (1H, s,
NH), 9,10-9,01 (2H, m, NH, H5"), 8,38 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 8,08 (1H, s, H4), 7,99-7,82
(3H, m, H7, Ph), 7,56-7,48 (1H, m, H6), 7,39 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,41 (2H, s, OCH,),
4,22-3,97 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 6,2 Hz, CH3CCHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(dlppm): 162,8 (CNH), 160,9 (Ph-g), 154,0 (C5), 143,9 (C4"), 140,7 (Ph-g), 138,1 (C7a),
136,8 (C3a), 130,5 (Ph), 129,4 (Ph), 123,9 (C2), 123,5 (C5"), 123,3 (C6), 120,8 (Ph-q), 120,7
(Ph), 116,0 (Ph), 114,9 (C4, C7), 61,5 (OCHy), 45,5 (CH), 21,6 (CH3CCHs). Anal. izracunato
za CyH2sN70 x 2 HCI x 3,75 H,0O (M, = 592,01): C 52,75; H 5,87; N 16,56; nadeno: 52,78;
H 5,72; N 16,50 %. HRMS: izra¢unato za CysHsN70 (M + H)": 452,2199; nadeno: 452,2202.

2-4-{[1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-N-izopropil-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (126b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 115 (200 mg; 0,67 mmol) i spoja 124b (119,2
mg; 0,67 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 126b (243,7 mg; 60 %; T.t. = 214-216
°C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (dppm): 9,65 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 9,50 (1H, s, NH), 9,07
(1H, s, NH), 9,01 (1H, s, H5", 8,38 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,08 (1H, s, H4), 8,02—-7,93 (2H,
m, Ph), 7,87 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,67 (1H, dd, J = 8,5: 1,1 Hz, H6), 7,48 (2H, t, J = 8,8
Hz, Ph), 7,38 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,), 4,31-3,94 (1H, m, CH), 1,32 (6H,
d, J = 6,3 Hz, CHsCCHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 163,5; 160,2 (d, Jcg =
245,9 Hz, Ph-q), 162,2 (CNH), 161,0 (Ph-qg), 153,0 (C5), 143,5 (C4"), 133,2; 133,1 (d, Jcr =
2,9 Hz, Ph-q; C3a, C7a), 130,1 (C6), 129,6 (Ph), 124,1 (C2), 123,5 (C5"), 122,8; 122,7 (d, Jcr
= 8,8 Hz, Ph), 119,5 (Ph-q); 117,1; 116,8 (d, Jcr = 23,3 Hz, Ph), 115,7 (Ph), 115,5 (C4), 114,4
(C7), 61,4 (OCHy), 45,2 (CH), 21,4 (CH3CCH3). Anal. izracunato za CH24FN;O x 2 HCI x
3,5 H,O (M, =605,40): C 51,57; H 5,49; N 16,19; nadeno: C 51,57; H 5,24; N 16,48 %.
HRMS: izraunato za CogH24FN7O (M + H)™: 470,2105; nadeno: 470,2082.
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N-izopropil-2-{4-[(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (127b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 116 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124b (113,4
mg; 0,64 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 127b (92,7 mg; 25 %; T.t. = 218-220
°C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (dppm): 9,65 (1H, d, J = 7,8 Hz, NH), 9,50 (1H, s, NH), 9,07
(2H, s, NH and H5"), 8,38 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,08 (1H, s, H4), 7,98 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ph), 7,87 (1H, d, J = 8,4 Hz, H7), 7,73-7,64 (3H, m, H6, Ph), 7,37 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph),
5,40 (2H, s, OCH,), 4,16-3,95 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 6,3 Hz, CH3CCHs). °C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 162,0 (CNH), 161,1 (Ph-g), 152,5 (C5), 143,5 (C4"), 135,3
(Ph-q, C7a), 133,1 (Ph-q, C3a), 129,9 (Ph), 129,7 (Ph), 126,5 (C6), 124,4 (C2), 123,8 (C5"),
123,3 (C4), 121,9 (Ph), 116,4 (C7), 61,3 (OCH,), 45,1 (CH), 21,3 (CHsCCHs;). Anal.
izraGunato za CpsH24CIN;O x 2 HCI x 0,75 H,O (M, = 572,41): C 54,56; H 4,84, N 17,13;
nadeno: C 54,25; H 4,92; N 17,16 %. HRMS: izraCunato za CyH»4CIN;O (M + H)+:
486,1809; nadeno: 486,1818.

N-izopropil-2-{4-[(1-(4-jodfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (128b)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 117 (200 mg; 0,49 mmol) i spoja 124b (86,8 mg;
0,49 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 128b (93,2 mg; 28 %; T.t. = 219-221 °C). 'H
(300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 9,70 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 9,55 (1H, s, NH), 9,16 (1H, s,
NH), 9,07 (1H, s, H5", 8,46 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,09 (1H, s, H4), 7,97 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ph), 7,88 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,79-7,67 (3H, m, H6, Ph), 7,38 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph),
5,40 (2H, s, OCH,), 4,18-4,06 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 6,3 Hz, CH3CCH3). °C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) (dlppm): 162,2 (CNH), 161,1 (Ph-q), 153,0 (C5), 147,7 (Ph-q), 143,6
(C4), 142,8 (C7a), 138,6 (Ph), 136,2 (C3a), 131,1 (C6), 129,6 (Ph), 124,3 (C2), 123,7 (C4),
123,2 (C5Y), 122,2 (Ph), 115,8 (Ph), 114,4 (Ph), 94,6 (Ph-q), 61,4 (OCHy,), 45,2 (CH), 21,3
(CH3CCHj3). Anal. izracunato za CysHp4IN7O x 2 HCI x1,3 H,O (M, = 673,77): C 46,35; H
4,28; N 14,55; nadeno: C 46,68; H 4,33; N 14,84 %. HRMS: izracunato za CysH24IN;O (M +
H)*: 578,1165; nadeno: 578,1140.
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2-{4-[(1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-N-izopropil-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (129b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 118 ( (200 mg; 0,58 mmol) i spoja 124b (78,1
mg; 0,52 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 129b (139,4 m; 34 %; T.t. = 204-206
°C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (dppm): 9,69 (1H, d, J = 7,7 Hz, NH), 9,53 (1H, s, NH), 9,20
(1H, s, H5Y), 9,11 (1H, s, NH), 8,43 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,20 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ph), 8,09
(1H, s, H4), 8,01 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,89 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,70 (1H, d, J = 8,4
Hz, H6), 7,40 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,44 (2H, s, CH,), 4,17-4,03 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d,
J = 6,3 Hz, CH3CCHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 162,5 (CNH), 160,8 (Ph-q),
153,6 (C5), 144,0 (C4", 140,1 (C7a), 139,5 (C3a), 137,5 (Ph-q), 132,1 (C6), 129,4 (Ph),
129,1; 128,9; 128,5; 128,2 (q, Jcr = 33.0 Hz, Ph-q), 127,6; 127,6; 127,5; 127,5 (q, Jcr = 3,8
Hz, Ph), 125,8; 122,2 (d, Jcr = 272,4 Hz, CF3), 123,8 (C2), 123.6 (C4), 123,3 (C5"), 121,0
(Ph), 120,4 (Ph-q), 115,8 (Ph), 114,6 (C7), 61,4 (OCH,), 45,3 (CH), 21,5 (CHsCCHj). Anal,
izratunato za Cy7H24F3N;O x 2 HCI x 3,75 H,O (M, = 696,47): C 49,47; H 5,07; N 14,96;
nadeno: C 49,56; H 4,99; N 14,88 %. HRMS: izradunato za CyHosF3sN;O (M + H)™:
520,2073; nadeno: 520,2059.

N-izopropil-2-{4-[(1-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (130b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 119 (200 mg; 0,65 mmol) i spoja 124b (115,2
mg; 0,65 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 130b (225,8 mg; 58 %; T.t. = 188-191
°C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (dppm): 9,66 (1H, d, J = 7,7 Hz, NH), 9,51 (1H, s, NH), 9,08
(1H, s, NH), 8,92 (1H, s, H5"), 8,39 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 8,08 (1H, s, H4), 7,88 (d, J = 8,5
Hz, H7), 7,83 (d, J = 9,0 Hz, Ph), 7,69 (1H, d, J = 7,6 Hz, H6), 7,39 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph),
7,15 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ph), 5,39 (2H, s, OCH,), 4,15-4,02 (1H, m, CH), 3,84 (3H, s, OCHy),
1,32 (6H, d, J = 6,3 Hz, CHsCHCHs). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 162,2
(CNH), 161,1 (Ph-qg), 159,5 (Ph-q), 153,0 (C5), 143,2 (C4"), 130,0 (C7a, C3a), 129,6 (Ph),
124,3 (Ph-q), 124,2 (C2), 123,7 (C6), 123,3 (C5'), 122,0 (Ph), 115,8 (Ph), 115,4 (C4), 115,1
(C7), 61,4 (OCHy), 55,7 (OCHj), 45,3 (CH), 21,4 (CH3;CCHj3). MS (ESI, m/z) 482,1 [M+H]".
Anal. izracunato za Cy7H27N70, x 2 HCI x 2,6 H,0 (M, = 601,32): C 53,93; H 5,73; N 16,30;
nadeno: C 53,62; H 5,71; N 16,39 %.
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N-izopropil-2-{4-(1-[(2-Kklorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (131b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 120 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124b (101,0
mg; 0.57 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 131b (105,5 mg; 28 %; T.t. = 210-213
°C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (fppm): 9,58 (1H, d, J = 8,2 Hz, NH), 9,43 (1H, s, NH), 8,99
(1H, s, NH), 8,78 (1H, s, H5"), 8,30 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,04 (1H, s, H4), 7,87-7,57 (6H,
m, H7; H6; Ph), 7,37 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,), 4,13-4,00 (1H, m, CH),
1,31 (6H, d, J = 6,1 Hz, CHsCHCHs). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 162,4
(CHN), 160,4 (Ph-qg), 153,7 (C5), 142,5 (C4"), 134,4 (C7a, C3a), 131,8 (Ph), 130,6 (Ph), 128,9
(C2), 128,6 (C5), 128,6 (C6), 128,5 (Ph), 127,1 (Ph), 123,1 (Ph-q), 122,6 (C4), 120,2 (Ph),
116,1 (Ph), 115,5 (C7), 61,1 (OCH,), 45,1 (CH), 21,3 (CH3CHCHs). MS (ESI, m/z) 486,1
[M+H]". Anal. izradunato za CysH24CIN;O x 2 HCI x 2,3 H,O (M, = 600,33): C 52,02; H
5,14; N 16,33; nadeno: C 52,22; H 5,03; N 16,59 %.

2-{4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-N-izopropil-1H-benzo[d]imidazol-
5(6)-karbamid hidroklorid (132b)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 121 (200 mg; 0,68 mmol) i spoja 124b (120,5
mg; 0,68 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 132b (195,9 mg; 53 %; T.t. = 198-201
°C). *H (600 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,75 (1H, d, J = 7,7 Hz, NH), 9,59 (1H, s, NH), 9,21
(1H, s, NH), 8,51 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 8,37 (1H, s, H5"), 8,12 (1H, d, J = 0,9 Hz, H4), 7,90
(1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,74 (1H, dd, J = 8,3; 1,1 Hz, H6), 7,40-7,32 (7TH, m, Ph), 5,64 (2H,
s, OCHy), 5,31 (2H, s, CH,), 4,17-4,10 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 6,4 Hz, CH3CCHs). °C
NMR (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 165,6 (CNH), 161,9 (Ph-q), 152,3 (C5), 145,8 (C7a),
142,4 (C4"), 142,4 (C3a), 136,0 (Ph-q), 129,8 (Ph), 129,7 (C6), 128,8 (Ph), 128,2 (Ph), 128,0
(Ph), 125,0 (C5"), 124,6 (C4), 124,0 (C2), 115,6 (Ph), 114,2 (C7), 61,4 (OCH,), 52,9 (CH,),
45,1 (CH), 21,3 (CH3CCHs). Anal. izracunato za Cy7H,;N7O x 2 HCI x 0,2 H,O (M, =
542,08): 59,82; H 5,47; N 18,09; nadeno: C 59,81; H 5,79; N 18,41 %. HRMS: izraCunato za
C27H27N70 (M + H)™: 466,2355; nadeno: 466,2374.
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2-{4-[(1-(feniltiometil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-N-izopropil-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (133b)

Prema navedenom op¢em postupku iz spoja 122 (200 mg; 0,61 mmol) i spoja 124b (108,9
mg; 0,61 mmol) dobiven je zuti praskasti produkt 133b (73.1 mg, 21 %, T.t. = 152-154 °C).
'H (600 MHz, DMSO-dg) (dppm): 9,66 (1H, d, J = 7,5 Hz, NH), 9,51 (1H, s, NH), 9,09 (1H,
s, NH), 8,39 (2H, d, J = 7,9 Hz, Ph), 8,25 (1H, s, H5"), 8,08 (1H, s, H4), 7,87 (1H, d, J = 8,3
Hz, H7), 7,68 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,40 (2H, d, J = 7,5 Hz, Ph), 7,36-7,15 (5H, m, Ph),
5,98 (2H, s, OCHy), 5,29 (2H, s, SCH,), 4,24-3,99 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 6,4 Hz,
CH3CHCH3). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 162,9 (CNH), 160,5 (Ph-q), 154,4
(C5), 145,4 (Ph-q), 143,2 (C4"), 132,8 (C7a, C3a), 131,0 (Ph), 129,8 (Ph), 129,1 (C6), 128,2
(Ph), 125,0 (C5"), 123,2 (C2), 122,7 (C4), 122,1 (Ph-q), 115,9 (Ph, C7), 61,6 (OCH,), 52,2
(SCH,), 45,4 (CH), 21,8 (CH3CHCHa3). MS (ESI, m/z) 498,1 [M+H]". Anal. izradunato za
C27H27N70S x 2 HCI x 0,3 H,0 (M, = 575,95): C 56,31; H 5,18; N 17,02; nadeno: C 56,33; H
5,37; N 17,28 %.

N-izopropil-2-{4-[(1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol-5(6)-karbamid hidroklorid (134b)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 123 (200 mg; 0,61 mmol) i spoja 124b (117,32
mg; 0,61 mmol) dobiven je bijeli praskasti produkt 134b (184,6 mg; 53 %; T.t. = 183-186
°C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,84 (1H, d, J = 7,8 Hz, NH), 9,67 (1H, s, NH), 9,30
(1H, s, NH), 8,60 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 8,40 (1H, s, H5"), 8,15 (1H, s, H4), 7,96 (1H, d, J =
8,5 Hz, H7), 7,80 (1H, dd, J = 8,5; 1,0 Hz, H6), 7,45 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ph), 7,41-7,30 (4H,
m, Ph), 5,65 (2H, s, CHy), 5,33 (2H, s, CH,), 4,22-4,07 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 6,3 Hz,
CH53CCHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 162,2 (CNH), 161,5 (Ph-q), 151,1 (C5),
142,3 (C4"), 135,2 (C7a), 134,9 (C3a), 132,9 (Ph-q), 131,9 (Ph-q), 130,7 (Ph), 130,0 (Ph),
128,8 (Ph), 125,9 (C2), 125.4 (C6), 125,1 (C5"), 115,8 (Ph), 115,6 (Ph-q), 114,5 (C4), 113,9
(C7), 61,5 (OCHp), 52,1 (CHp), 45,3 (CH), 21,3 (CH3CCHs;). Anal. izracunato za
C27H26CIN;O x 2 HCI x 0,2 H,0 (M, = 576,53): C 56,25, H 4,97, N 17,00; nadeno: C 56,21;
H 4,16; N 16,88 %. HRMS: izraunato za Cy7H»6CIN;O (M + H)™: 500,1966; nadeno:
500,1956.
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2-{4-[(1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (125c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 114 (200 mg; 0,72 mmol) i o-fenilenediamina
124c (127,6 mg; 0,64 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 125c¢ (199,6 mg; 50 %; T.t. =
171-173 °C). ). *H (600 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 10,69 (2H, s, NH), 9,02 (1H, s, H5"), 8,38
(1H, s, H4), 8,33 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,94-7,86 (4H, m, H6, H7, Ph), 7,62 (2H,t,J=7,8
Hz, Ph), 7,52 (1H, t, J = 7,4 Hz, Ph), 7,36 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,), 4,03
(4H, s, CH,CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 165,1 (CNH), 160,8 (Ph-q),
153,7 (C5), 143,3 (C4"), 138,4 (C7a), 137,8 (C3a), 136,5 (Ph-q), 129,9 (Ph), 129,5 (Ph), 128,8
(Ph), 123,3 (C6), 123,1 (C5"), 121,4 (C2), 120,2 (Ph), 116,4 (Ph-g), 115,5 (Ph), 115,5 (C4),
114,9 (C7), 61,3 (OCHy), 44,3 (CH,CHy). Anal. izracunato za CpsH1N;O x 2 HCI x 2,5 H,0
(M, = 553,45): C 54,25; H 5,10; N 17,72; nadeno: 54,71; H 4,95; N 17,62 %. HRMS:
izra¢unato za CysH1N7O (M + H)™: 436,1886; nadeno: 436,1880.

2-{4-[(1-(4-fuorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (126c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 115 (200 mg; 0,67 mmol) i spoja 124c (106,87
mg; 0,60 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 126¢ (103,3 mg; 27 %; T.t. = 215-218
°C). H (600 MHz, DMSO-dg) (dppm): 10,74 (2H, s, NH), 9,00 (1H, s, H5), 8,40 (1H, s,
H4), 8,36 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,00-7,92 (3H, m, H7, Ph), 7,89 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6),
7,47 (2H, t, J = 8,7 Hz, Ph), 7,36 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,39 (2H, s, CH,), 4,03 (4H, s,
CH,CHy). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 165,4 (CNH), 163,4; 160,2 (d, Jcr =
245,9 Hz, Ph-g), 160,5 (Ph-q), 154,3 (C5), 143,5 (C4"), 143,3 (C7a), 134,2 (C3a), 133,2;
133,1 (d, Jcr = 2,9 Hz, Ph-q), 129,6 (C6), 129,2 (Ph), 123,4 (C5), 122,8 (C4), 122,7; 122,6
(d, Jcr = 8,8 Hz, Ph), 120,8 (C2), 117,0; 116,7 (d, Jcr = 23,3 Hz, Ph), 116,2 (C7), 115,9 (Ph-
q), 115,5 (Ph), 61,3 (OCH,), 44,4 (CH,CH>). Anal. izraunato za CysH2FN7O x 2 HCI x 1,7
H,O (M, = 563,66): C 59,91; H 4,60; N 17,60; nadeno: C 59,73; H 4,66; N 17,93 %. HRMS:
izratunato za CpsHFN7O (M + H)': 454,1792; nadeno: 454,1805.
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5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (127c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 116 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124c (112,98
mg; 0,64 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 127c (227,3 mg; 63 %; T.t. = 207-209
°C). 'H (300 MHz, DMSO-dgs) (dppm): 10,77 (2H, s, NH), 9,06 (1H, s, H5"), 8,42 (1H, s,
H4), 8,37 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 8,03-7,92 (4H, m, H7, H6, Ph), 7,69 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ph), 7,38 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,40 (2H, s, OCH,), 4,04 (4H, s, CH,CH,). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 165,5 (CNH), 160,4 (Ph-q), 154,4 (C5), 143,7 (C4'), 135,4 (C7a),
133,8 (C3a), 133,2 (Ph-q), 131,9 (C6), 130,0 (Ph), 129,1 (Ph), 123,3 (C5"), 122,7 (C4), 122,0
(Ph), 121,0 (C2), 115,7 (Ph-g), 115,5 (Ph), 115,3 (C7), 61,3 (OCHy,), 44,4 (CH,CH,). Anal.
izracunato za CysH2CIN;O x 2 HCI x 1,3 H,0O (M, = 566,27): C 53,03; H 4,38; N 17,31,
nadeno: C 52,82; H 4,33; N 17,33 %. HRMS: izraCunato za CysHyCIN;O (M + H)+:
470,1496; nadeno: 470,1492.

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(4-jodfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (128c)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 117 (200 mg; 0,49 mmol) i spoja 124c (87,5 mg;
0,49 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 128c (95,0 mg; 28 %; T.t. = 152-154 °C). 'H
(600 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 10,67 (2H, s, NH), 9,04 (1H, s, H5"), 8,37 (1H, s, H4), 8,31
(2H, d, J = 8.6 Hz, Ph), 7,97 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,90 (1H, d, J = 8.1 Hz, H7), 7,85 (1H,
d, J = 8,4 Hz, H6), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,34 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,38 (2H, s,
CH,), 4,03 (4H, s, CH,CH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 165,2 (CNH), 160,6
(Ph-g), 153,9 (C5), 143,6 (C4"), 138,6 (Ph), 136,2 (Ph-q, C7a, C3a), 129,3 (Ph), 128,4 (C6),
126,6 (C2), 123,0 (C5"), 122,0 (C4), 121,0 (Ph), 116,0 (C2), 115,5 (Ph, C7), 94,5 (Ph-q), 61,2
(OCHy), 44,3 (CH,CH,). Anal. izracunato za CysHyIN;O x 2 HCI x 1,9 H,O (M, = 688,53):
C 44,91; H 3,89; N 14,66; nadeno: C 45,18; H 3,93; N 14,82 %. HRMS: izraunato za
CasH20IN;O (M + H)*: 562,0852; nadeno: 562,0850.

2-{4-[(1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-
1H-benzo[d]imidazol hidroklorid (129c)

Prema navedenom opcéem postupku iz spoja 118 (200 mg; 0,58 mmol) i spoja 124c (92,2 mg;
0,52 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 129¢ (77,4 mg; 22 %; T.t. = 169-171 °C). 'H

202



4. EKSPERIMENTALNI DIO

(300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 10,50 (2H, s, NH), 9,17 (1H, s, H5"), 8,32-8,18 (5H, m, H4,
Ph), 8,02 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,83 (2H, s, H7, H6), 7,34 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,41 (2H,
s, OCHy), 4,05 (4H, s, CH,CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (Jppm): 165,1 (CNH),
160,7 (Ph-g), 153,7 (C5), 143,8 (C4"), 1393 (Ph-qg), 138,6 (C7a), 135,6 (C6), 131,8 (C3a),
129,4 (Ph), 129,1; 128,9; 128,7; 128,5 (q, Jcr = 32,4 Hz, Ph-q), 127,2; 127,2; 127,2; 127,2 (q,
Jer = 3,5 Hz, Ph-q), 124,66; 122,9 (d, Jcr = 272,4 Hz, CF3), 123,4 (C5'), 123,3 (C4), 121,0
(C2), 120,7 (Ph), 116,3 (Ph), 115,5 (Ph), 115,2 (C7), 61,2 (OCHy,), 44,3 (CH,CH,). Anal.
izraCunato za CysHzoF3N7;O x 2 HCl x 2 H,O (M, = 612,44): C 50,99; H 4,28; N 16,01;
nadeno: 51,13; H 4,21; N 15,87 %. HRMS: izracunato za CygH2F3N7O (M + H)*: 504,1760;
nadeno: 504,1741.

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (130c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 119 (200 mg; 0,65 mmol) i spoja 124c (114,9
mg; 0,65 mmol) dobiven je zuti praskasti produkt 130c (279,1 mg; 70 %; T.t. = 197-199 °C).
'H (300 MHz, DMSO-dg) (&ppm): 10,68 (2H, s, NH), 8,91 (1H, s, H5'"), 8,37 (1H, s, H4),
8,32 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ph), 7,88 (1H, d, J = 4,3 Hz, H7), 7,82 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,35
(2H, d, J=8,1 Hz, Ph), 7,28 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6), 7,15 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ph), 5,37 (2H, s,
OCHy,), 4,03 (4H, s, CH,CH}), 3,83 (3H, s, OCH3). ®C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (d/ppm):
165,5 (CNH), 160,7 (Ph-q), 159,5 (Ph-q), 154,3 (C5), 143,3 (C4), 143,1 (Ph-q), 136,4 (C7a),
132,0 (C6), 130,0 (C3a), 129,3 (Ph), 123,21 (C4), 123,0 (C5"), 122,04 (Ph), 120,62 (C2),
116,1 (Ph-q), 115,6 (Ph), 115,4 (Ph), 115,1 (C7), 61,4 (OCH,), 55,7 (OCHg), 44,4 (CH,CH,).
MS (ESI, m/z) 466,1 [M+H]+. Anal. izracunato za CysHp3N7O, x 2 HCI x 0,9 H,O (M, =
554,65): C 56,30; H 4,87; N 17,68; nadeno: 56,04; H 4,72, N 17,97 %.

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(2-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (131c)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 120 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124c (112,9
mg; 0,64 mmol) prireden je crvenkasti praskasti produkt 131c (115,3 mg; 30 %; T.t. = 194—
196 °C). *H (600 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 10,82 (2H, s, NH), 8,81 (1H, s, H5'), 8,45 (1H, s,
H4), 8,40 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,98 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,93 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6),
7,81 (1H, dd, J =8,0; 1,2 Hz, Ph), 7,75 (1H, dd, J =7,8; 1,6 Hz, Ph), 7,67 (1H, td,J=7,8; 1,6
Hz, Ph), 7,62 (1H, td, J = 7,7; 1,3 Hz, Ph), 7,40 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,43 (2H, s, OCHy,),
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4,04 (4H, s, CH,CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 165,2 (CNH), 161,1 (Ph-q),
153,7 (C5), 142,4 (C4"), 138,8 (C7a), 136,9 (Ph-q), 134,4 (C3a), 131,9 (C6), 130,7 (Ph), 130,2
(Ph), 129,6 (Ph), 128,6 (Ph), 128,5 (Ph), 127,2 (C2), 123,6 (C5"), 119,5 (Ph-q), 116,7 (Ph-q),
116,4 (C7), 115,7 (Ph), 61,2 (OCH,), 44,4 (CH,CH,). MS (ESI, m/z) 470.1 [M+H]". Anal.
izratunato za CasHzCINZO x 2 HCI x 1,9 H,0 (M, = 577,08): C 52,03; H 4,51; N 16,99;
nadeno: 52,31; H 4,66; N 16,63 %.

2-{4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (132c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 121 (125 mg; 0,43 mmol) i spoja 124c (70,9 mg;
0,40 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 132c (130,2 mg; 51 %; T.t. = 198-201 °C).
'H (600 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 10,92 (2H, s, NH), 8,49 (1H, s, H5"), 8,44 (2H, d, J = 8,5
Hz, Ph), 8,38 (1H, s, H4), 8,04 (1H, d, J = 8,3 Hz, H7), 7,96 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,41
7,32 (7TH, m, Ph), 5,64 (2H, s, OCHy), 5,31 (2H, s, CH,), 4,04 (4H, s, CH,CH,). *C NMR (75
MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 165,0 (CNH), 161,5 (Ph-qg), 153,2 (C5), 142,5 (C4"), 139,1 (C7a),
136,0 (Ph-qg), 135,6 (C3a), 129,9 (Ph), 128,9 (Ph, C6), 128,3 (Ph), 128,1 (Ph), 125,1 (C5",
124,2 (C4), 118,3 (C2), 117,3 (Ph-q), 115,7 (Ph), 114,8 (C7), 61,5 (OCHy), 53,0 (CHy), 44,5
(CH,CH>). Anal. izra¢unato za CysHz3N7O x 2 HCI x 2,4 H,O (M, = 594,93): C 55,21; H
5,31; N 17,33; nadeno: C 52,13; H 4,99; N 17,58 %. HRMS: izra¢unato za CsH3N;O (M +
H)": 405,2042; nadeno: 405,2029.

2-{4-[(1-(feniltiometil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (133c)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 122 (200 mg; 0,61 mmol) i spoja 124c (108,9
mg; 0,61 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 133c (149,4 mg; 41 %; T.t. = 162-164
°C). *H (300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 10,57 (2H, s, NH), 8,34-8,18 (4H, m, H5"; H4; Ph),
7,85 (2H, s, H7; H6), 7,44-7,21 (7H, m, Ph), 5,97 (2H, s, OCHy), 5,26 (2H, s, SCH,), 4,03
(4H, s, CH,CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 165,1 (CNH), 162,8 (Ph-q),
160,8 (Ph-q), 153,8 (C5), 142,6 (C4"), 132,4 (C7a, C3a), 131,8 (C6), 130,5 (Ph), 129,9 (C2),
129,4 (C4), 129,3 (Ph), 127,7 (Ph), 124,6 (C5), 116,4 (Ph-q), 115,5 (Ph), 115,2 (C7), 61,2
(OCHy,), 51,7 (SCH,), 44,3 (CH,CH,). MS (ESI, m/z) 482.0 [M+H]". Anal. izradunato za
Ca6H23N70S x 2 HCI x 2,2 H,O (M, = 594,14): C 52,56; H 4,99; N 16,50; nadeno: 52,64; H
5,12; N 16,29 %.
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5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (134c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 123 (200 mg, 0,61 mmol) i spoja 124c (139,52
mg; 0,61 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 134c (321,3 mg; 92 %, T.t. > 250 °C). *H
(600 MHz, DMSO-dg) (o/ppm): 10,89 (2H, s, NH), 8,47 (1H, s, H5"), 8,42 (2H, d, J = 8,2 Hz,
Ph), 8,38 (1H, s, H4), 8,02 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,92 (1H, d, J = 8,3 Hz, H7), 7,45 (2H, d,
J=8,0 Hz, Ph), 7,36 (2H, d, J = 8,0 Hz, Ph), 7,33 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ph), 5,64 (2H, s, CH,),
5,30 (2H, s, OCH,), 4,03 (4H, s, CH,CH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 165,1
(CNH), 161,1 (Ph-qg), 153,5 (C2), 142,5 (C4"), 135,5 (Ph-q), 135,0 (Ph-q), 132,9 (Ph-q), 130,0
(Ph), 129,6 (Ph), 128,8 (Ph), 125,0 (C5"), 123,7 (C6), 116,7 (C5), 115,6 (Ph, C4), 114,8 (C7),
61,4 (OCHy), 52,1 (CH,), 44,3 (CH,CHy). Anal. izra¢unato za CysH22CIN;O x 2 HCI x 0.7
H,O (M, = 569.49): C 54.84, H 4.49, N 17.22; nadeno: C 55.09, H 4.20, N 17.28 %. HRMS:
izra¢unato za Cp6H2,CIN;O (M + H)': 484.1653; nadeno: 484.1638.

4.5.4. Opé¢i postupak za pripravu benzimidazolnih derivata 127d i 127e

4-triazolni-benzaldehid 115, o-fenilendiamin (123d ili 123e) i 40 % NaHSOj3 (1 mL) otopljeni
su u apsolutno suhom etanolu (15 mL). Reakcijska smjesa je mijeSana 6 h na temperaturi
refluksa. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a u ostatak nakon
uparavanja dodana je voda (4 mL). Heterogena smjesa je mijeSana preko noci, zatim je

filtirana, a dobiveni talog je osusen i prekristaliziran u acetonu.
2-{4-[(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol (127d)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 116 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124d (69,21
mg; 0,64 mmol) prireden je bijeli kristalini¢an produkt 127d (205,8 mg; 80 %; T.t. > 250 °C).
'H (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 12,76 (1H, s, NH), 9,03 (1H, s, H5'), 8,14 (2H, d, J = 8,8
Hz, Ph), 7,97 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,69 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,60-7,52 (2H, m, H5,
H6), 7,26 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,21-7,14 (2H, m, H4, H7), 5,34 (2H, s, OCH,). *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 159,3 (Ph-q), 151,2 (C2), 143,8 (C4"), 135,3 (Ph-q, C7a),
133,1 (Ph-q, C3a), 129,9 (Ph, C6), 128,0 (Ph), 123,1 (Ph-q), 123,1 (C5", 121,9 (C4), 121,8
(Ph), 115,2 (Ph, C7), 61,1 (OCH,). Anal. izracunato za CyHisCINsO x 2,6 H,O (M, =
448,69): C 58,89; H 4,76; N 15,61; nadeno: C 58,62; H 4,55; N 15,67 %. HRMS: izracunato
za CyH16CINsO (M + H)™: 402,1122; nadeno: 402,1134.
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5-klor-2-{4-[(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazol
(127e)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 116 (200 mg; 0,64 mmol) i spoja 124e (90,90
mg; 0,64 mmol) prireden je Zuckasti produkt 127e (185 mg; 66 %; T.t. > 250 °C). *H (600
MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 12,96 (1H, bs, NH), 9,01 (1H, s, H5", 8,13 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph),
7,97 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,68 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,60 (1H, s, H4), 7,56 (1H, d, J =
8,2 Hz, H7), 7,27 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,20 (1H, dd, J = 8,6; 1,3 Hz, H6), 5,35 (2H, s,
OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 159,5 (Ph-q), 152,6 (C2), 143,7 (C4),
135,3 (Ph-q, C3a), 133,1 (Ph-q, C7a), 129,8 (Ph, C6), 128,2 (Ph), 126,1 (C5), 123,1 (C5"),
122,5 (Ph-q), 122,0 (C4), 121,8 (Ph), 115,2 (Ph, C7), 61,1 (OCH,). Anal. izratunato za
CxH15CI:Ns0 x 0,6 H,O (M, =476,21): C 59,10; H 3,65; N 15,66; nadeno: C 58,95; H 3,55;
N 15,63 %. HRMS: izratunato za C55H15CIoNsO (M + H)': 436,0732; nadeno: 436,0743.

4.5.5. Priprava 1-azido-4-klorbenzena (136) [215]

4-kloranilin 135 (2g; 15,7 mol) otopljen je u acetonitrilu (60 mL) pri 0 °C i dokapan je t-
BuONO (2,81 mL; 53,5 mol). Zatim je dodan TMSNj3 (2,48 mL; 18,8 mol), te je reakcijska
smjesa zagrijana do sobne temperature i mijeSanje je nastavljeno 2 h [216]. Po zavrSetku
reakcije upareno je uparena, a ostatak nakon uparavanja proc¢is¢en kolonskom
kromatografijom u eluensu n-heksan. Nestabilan azid 136 odmah je koristen u sljedecem

stupnju.
4.5.6. Opéi postupak priprave 1-(4-klorfenil)-1,2,3-triazolnih alkohola 137 i 138

1-azido-4-klorbenzen 136 (1 ekv.), odgovarajuéi terminalni alkin (propargil-alkohol ili 4-
pentin-1-ol; 1 ekv.) i Cu(OAc), (0,05 ekv.) otopljeni su u metanolu (5 mL) Reakcijska smjesa
je provodena 1,5 h u ultrazvuénoj kupelji (1000 W, 35 kHz) pri 55 °C. Tijek reakcije pracen je
TLC-om. Po zavrsetku reakcije otapalo je upareno, a ostatak nakon uparavanja proc¢is¢ena

kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl,: MeOH =50 : 1.
[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-iljmetanol (137)

Prema navedenom opéem postupku iz propargil-alkohola (0,07 mL; 1.2 mmol) i 1-azido-4-
klorbenzena (2,76 mL; 1,2 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 137 (184,4 mg; 88 %;
T.t. = 145-146 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 8,71 (1H, s, H5"), 7,95 (2H, d, J = 8.9
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Hz, Ph), 7,66 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,34 (1H, t, J = 5,6 Hz, OH), 4,61 (2H, d, J = 5,5 Hz,
CH,OH). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 149,3 (C4'), 135,5 (Ph-q), 132,7 (Ph-q),
129,8 (Ph), 121,6 (C5'), 121,1 (Ph), 54,9 (CH,). MS (m/z) 210,0 [M+H]".

3-[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]propan-1-ol (138)

Prema navedenom opcéem postupku iz 4-pentin-1-ola (0,11 mL; 1,2 mmol) i 1l-azido-4-
klorbenzena (2,76 mL; 1,2 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 138 (235 mg; 99 %; T.t.
= 96-99 °C). 'H (300 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 8,60 (1H, s, H5'), 7,92 (2H, d, J = 8,9 Hz,
Ph), 7,66 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 4,53 (1H, t, J = 5,1 Hz, OH), 3,48 (2H, dd, J = 11,6; 6,2 Hz,
CH,CH,CH,OH), 2,74 (2H, t, J = 7,7 Hz, CH,CH,CH,OH), 1,93-1,71 (1H, m,
CH,CH,CH,0H). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 148,2 (C4"), 135,6 (Ph-q), 132,5
(Ph-g), 129,8 (Ph), 121,4 (C5'), 120,2 (Ph), 60,0 (CH,CH,CH,0OH), 32,0 (CH,CH,CH,0H),
21,6 (CH,CH,CH,0H). MS (m/z) 238,1 [M+H]".

4.5.7. Opéi postupak priprave 1-(4-klorfenil)-1,2,3-triazolilnih aldehida 139 i 140 [217]

DMSO (8 mmol) je polako dokapan u otopinu oksalil-klorida (4 mmol) u CH.Cl, (4 mL) pri -78
°C. Nakon 2 min u reakcijsku smjesu je kroz 5 minuta dodana otopina odgovarajuceg 1,2,3-
triazolilnog alkohola 137 ili 138 (1 mmol) u 0,11 mL CH,ClI,. Reakcijska smjesa je mijesana
15 min, te je dodan EtsN (8 mmol) i mijesanje je nastavljeno 5 min pri -78 °C nakon ¢ega je
smjesa zagrijana na sobnu temperaturu. Reakcijska smjesa je razrijedena s EtOAc (150 mL) i
ekstrahirana s zasi¢enom vodenom otopinom NaCl. Organski sloj je suSen iznad MgSO,,
filtriran i uparen. Kruti ostatak nakon uparavanja prociséen je kolonskom kromatografijom u
eluensu CH,Cl,: CH3OH =50: 1.

1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (139)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 137 (165 mg; 0.79 mmol) dobiven je bijeli
praskasti produkt 139 (101,5 mg; 62 %; T.t. = 165-169 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 10,12 (1H, s, CHO), 9,60 (1H, s, H5'), 8,03 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 7,73 (2H, d, J =
8,9 Hz, Ph). 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 185,0 (CHO), 147,6 (C4"), 134,8 (Ph-q),
133,9 (Ph-q), 129,9 (Ph), 126,3 (Ph), 122,5 (C5'). MS (m/z) 208,0 [M+H]".

207



4. EKSPERIMENTALNI DIO

3-(1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanal (140)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 138 (150 mg, 0.63 mmol) dobiven je bijeli
praskasti produkt 140 (96,1 mg; 65 %; T.t. = 57-62 °C). *H (300 MHz, DMSO-ds) (dppm):
9,77 (1H, s, CHO), 8,60 (1H, s, H5'), 7,90 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,66 (2H, d, J = 8,9 Hz,
Ph), 2,98 (1H, t, J = 7,1 Hz, CHy), 2,89 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-
de) (d/ppm): 202,4 (CHO); 147,0 (C4'), 135,5 (Ph-q), 132,6 (Ph-q), 129,8 (Ph), 121,5 (C5"),
120,4 (Ph), 41,8 (CH,), 17,9 (CHy). MS (m/z) 236,0 [M+H]".

4.5.8. Opé¢i postupak za pripravu 5(6)-amidino-supstituiranih benzimidazola 141-143

1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)aldehidni derivat (139 ili 140) otopljen je u apsolutno
suhom etanolu (15 mL) i dodan je 40 % NaHSO; (1 mL). Reakcijska smjesa je mijesana 30
min na temperaturi refluksa te je dodan odgovarajuéi o-fenilendiamin 124b ili 124c (1 ekv.) i
mijesanje je nastavljeno 6 h na temperaturi refluksa. Po zavrsetku reakcije otapalo je upareno
pri snizenom tlaku, a u ostatak nakon uparavanja dodana je voda (4 mL). Heterogena smjesa
je mijeSana preko noci, zatim je filtirana a dobiveni talog je osusen u susSioniku. Kruti ostatak
je otopljen u etanolu zasi¢enim s HCI-om (8-10 mL) i mijeSan 4 h. U otopinu je zatim dodan

dietil-eter, a nastali talog je odfiltriran i osusen u suSioniku.

N-izopropil-2-[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-karamid
hidroklorid (141)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 139 (200 mg; 0,96 mmol) i spoja 124b (204,87
mg; 0,96 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 141 (280,7 mg; 77 %; T.t. > 250 °C). *H
(300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 9,67 (1H, s, NH), 9,56 (1H, d, J = 8,2 Hz, NH), 9,41 (1H, s,
NH), 9,02 (1H, s, H5", 8,15-7,97 (3H, m, H4, Ph), 7,84-7,69 (3H, m, Ph, H7), 7,59 (1H, d, J
= 8,8 Hz, H6), 4,24-3,90 (1H, m, CH), 1,31 (6H, d, J = 5,8 Hz, CH3CCHs). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 162,4 (CNH), 146,6 (C4"), 139,8 (C3a, C7a), 135.1 (Ph-q), 133,6
(Ph-qg), 130,0 (Ph, C6), 123,4 (C5), 123,1 (C2), 122,5 (C4, C7), 122,3 (Ph), 45,0 (CH), 21,3
(CH3CCHs3). Anal. izracunato za C19H1gCIN7 x 2 HCI x 5,2 H,0O (M, = 546,45): C 41,76; H
5,61; N 17,94; nadeno: C 42,00; H 5,24; N 17,88 %. HRMS: izracunato za C19H1sCIN; (M +
H)*: 380,1390; nadeno: 380,1375.
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5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (142)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 139 (150 mg; 0,72 mmol) i spoja 124c (165,24
mg; 0,72 mmol) prireden je smedi praskasti produkt 142 (135 mg; 52 %; T.t. > 250 °C). H
(300 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 10,62 (2H, s, NH), 9,70 (1H, s, H5"), 8,39 (1H, bs, H4), 8,10
(2H, d, J = 7,4 Hz, Ph), 7,93-7,68 (4H, m, H6, H7, Ph), 4,03 (4H, s, CH,CH,). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 165,4 (CNH), 139,7 (C4"), 135,1 (Ph-q, C7a), 133,6 (Ph-g, C3a),
130,0 (Ph), 129,8 (C6), 123,5 (C5"), 122,7 (Ph), 122,2 (C4), 121,8 (C7), 115,7 (C2), 44,3
(CH,CH). Anal. izracunato za C1gH14CIN7 x 2 HCI x 7 H,0 (M, = 562,84): C 38,41; H 5,37;
N 17,40; nadeno: C 38,37, H 5,25; N 17,64 %. HRMS: izradunato za C1sH14CIN7 (M + H)™:
364,1077; nadeno: 364,1083.

N-izopropil-2-{2-[1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]etil}-1H-benzo[d]imidazol-5(6)-
karbamid hidroklorid (143)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 140 (180 mg; 0,76 mmol) i spoja 124b (162,44
mg; 0,76 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 143 (150,3 mg; 48 %; T.t. = 199-201 °C).
'H (300 MHz, DMSO-dg) (dppm): 9,6 (1H, d, J = 8,5 Hz, NH), 9,48 (1H, s, NH), 9,08 (1H, s,
NH), 8,74 (1H, s, H5"), 8,09 (1H, s, H4), 7,90 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 7,87 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H7), 7,71 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,66 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 4,13-4,05 (1H, m, CH), 3,55
(2H,t,J =7,2 Hz, CHy), 3,42 (2H, t, J = 7,3 Hz, CH,), 1,31 (6H, d, J = 6,4 Hz, CH3CCHs).
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 161,7 (CNH), 156,6 (C2), 145,9 (C4'), 141,0 (C7a),
138,1 (C3a), 135,4 (Ph-q), 132,8 (Ph-q), 129,9 (Ph, C6), 126,5 (C5), 124,3 (C5"), 121,5 (Ph),
120,9 (C4), 114,1 (C7), 45,2 (CH), 26,6 (CH,), 22,7 (CHy), 21,2 (CH3CCHs;). Anal.
izraunato za C;H2»CIN7; x 2 HCI x 1,5 H,O (M, = 507,85): C 49,67; H 5,36; N 19,31,
nadeno: C 49,73, H 5,32; N 18,98 %. HRMS: izra¢unato za C;H2CIN; (M + H)": 408,1703
nadeno: 408,1687.
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4.6. Sinteza strukturno modificiranih 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih

hibrida benzimidazola
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Shema 56. Reagensi i uvjeti: (i) propargil-bromid, AcCN, K;COs, refluks, 8 h; (ii) 148, NaNs, EtsN,
30 min, s.t., Cu(OAC),, t-BuOH: H,O =1 : 1, 24 h; (iii) NaHSO4/p-benzokinon, EtOH, refluks, 8 h;
(iv) NaNs, H,0, refluks, 16 h; (v) Cu(OAc),, MeOH, refluks, 24 h; (vi) Cul, TMSN3;, DMF : H,0 =9
1, refluks, 6 h; (vii) RCI/RBr, AcCN, K,CQOsg, refluks, 8 h.
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4.6.1. Opéi postupak priprave O-propargiliranih benzaldehida 148 i 149

U otopinu odgovarajuéeg hidroksibenzaldehida 146 ili 147 u suhom etanolu (8-10 mL) dodan
je K,CO3 (1,2 ekv.) i smjesa je mijeSana 30 min te je dodan propargil-bromid (1,2 ekv.).
Reakcijska smjesa mijeSana je preko noci na temperaturi refluksa. Tijek reakcije pracen je
TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon

uparavanja pro¢iséen je kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl..
3-fluor-4-(prop-2-in-1-iloksi)benzaldehid (148)

Prema navedenom op¢em postupku iz 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida 146 (5,0 g; 35,7 mmol)
prireden je Zuti praskasti product 148 (4,5 g; 66 %, T.t. = 111-115 °C). *H NMR (600 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 9,88 (1H, d, J = 2,0 Hz, CHO), 7,80 (1H, dd, J = 8,4; 0,9 Hz, Ph), 7,73
(1H, dd, J = 11,3; 1,9 Hz, Ph), 7,45 (1H, t, J = 8,3 Hz, Ph), 5,04 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,),
3,70 (1H, t, J = 2,4 Hz, CCH).

3-metoksi-4-(prop-2-in-1-iloksi)benzaldehid (149)

Prema navedenom opcéem postupku iz 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehida 147 (5,0 g; 32,7
mmol) prireden je Zuti praskasti produkt 149 (4,7 g; 75 %, T.t. = 121-125 °C). *H NMR (300
MHz, DMSO-dg) (ppm): 9,85 (1H, s, CHO), 7,55 (1H, dd, J = 8,3; 1,9 Hz, Ph), 7,41-7,31
(2H, m, Ph), 5,04 (2H, d, J = 2,4 Hz, CHy), 3,70 (1H, t, J = 2,4 Hz, CCH), 3,80 (3H, s,
OCH,). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 9,86 (1H, s, CHO), 7,56 (1H, dd, J = 8,3;
1,8 Hz, Ph), 7,43 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ph), 7,23 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ph), 4,94 (2H, d, J = 2,4 Hz,
CH,CCH), 3,84 (3H, s, OCH3), 3,63 (1H, t, J = 2,3 Hz, CH,CCH). *C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) (dppm): 191,4 (CHO), 151,8 (Ph-q), 149,4 (Ph-q), 130,3 (Ph-q), 125,4 (Ph),
112,9 (Ph), 109,9 (Ph), 78,9 (CCH), 78,5 (CCH), 56,1 (CH,CCH), 55,6 (OCHs).

4.6.2. Opéi postupak one-pot sinteze N-1-benzil-1,2,3-triazolnih benzaldehida (121, 151 i
152) [218]

Benzil-klorid 150 (1,1 ekv.), NaN3 (0,9 ekv.) i EtsN (1,3 ekv.) mijeSani su u smjesi t-BuOH :
H,O =1:1 (4 mL) pola sata. Dodan je odgovarajué¢i O-propargilirani benzaldehid (113, 148
ili 149) i Cu(OAc), (0,05 ekv.). Reakcijska smjesa je mijesana preko noci na sobnoj

temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrsetku reakcije, otapalo je upareno pri
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snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja procis¢en je kolonskom kromatografijom u

eluensu CHCl,.
4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]benzaldehid (121) [213]

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 113 (250 g; 1,43 mmol) prireden je zuti praskasti

produkt 121 ( 385,9 mg; 92 %). Analiza *H i **C NMR spektara dana je u poglavlju 4.5.2.
4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-1-il)metoksi]-3-fluorbenzaldehid (151)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 148 (250 g; 1,40 mmol) prireden je bezbojan
uljasti produkt 151 (378,7 mg; 87 %). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 9,87 (1H, d, J
= 2,1 Hz, 1H), 8,35 (1H, s, H5"), 7,81-7,77 (1H, m, Ph), 7,70 (1H, dd, J = 11,3; 1,9 Hz, Ph),
7,60 (1H, t, J = 8,3 Hz, Ph), 7,39-7,29 (5H, m, Ph), 5,63 (2H, s, CH5), 5,37 (2H, s, CH,). °C
NMR (75 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 191,0; 190,9 (d, Jcr = 1,7 Hz, CHO), 153,4; 150,1 (d,
Jor = 247,1 Hz, Ph-q) 151,2; 151.1 (d, Jer = 10,9 Hz, Ph-q), 1141,9 (C4), 135,9 (Ph-q),
130,0; 130,0 (d, Jcr = 5,0 Hz, Ph-q), 128.9 (Ph), 128,3 (Ph), 128,0 (Ph), 125,3 (C5%'), 115,5;
115,3 (d, Jcr = 18,3 Hz, Ph), 115,2; 115,1 (d, Jcr = 1,5 Hz, Ph), 62,3 (OCH,), 53,0 (CHy).

4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]-3-metoksibenzaldehid (152)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 149 (250 g; 1,31 mmol) prireden je bezbojan
uljasti produkt 152 (345,6 mg; 82 %). *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 9,85 (1H, s,
CHO), 8,31 (1H, s, H5"), 7,55 (1H, dd, J = 8,3; 1,9 Hz, Ph), 7,41-7,31 (8H, m, Ph), 5,62 (2H,
s, CHy), 5,26 (2H, s, CH,), 3,80 (3H, s, OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm):
191,4 (CHO), 152,8 (Ph-q), 149,4 (Ph-q), 142,3 (C4"), 135,9 (Ph-q), 123,0 (Ph-q), 128,8 (Ph),
128,2 (Ph), 128,0 (Ph), 125,7 (Ph), 125,0 (C5", 112,8 (Ph), 109,9 (Ph), 61,8 (OCH,), 55,5
(CH3), 52,9 (CHy).

4.6.3. Priprava 2-{4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}-1H-benzo[d]imidazola
(153)

Spoj 121 (150 mg; 0,51 mmol) otopljen je u apsolutno suhom etanolu (15 mL) i dodan je 40
% NaHSO; (1 mL). Smjesa je mijesana na temperaturi refluksa 30 min te je dodan o-
fenilendiamin 124d (55,30 mg; 0,51 mmol) i mijeSanje je nastavljeno 6 h na temperaturi
refluksa. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a u kruti ostatak nakon

uparavanja dodana je voda (5 mL). Heterogena smjesa je mijesana 4 h, a potom je filtrirana, a
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nastali talog je susen u susioniku. Izoliran je zuti praskasti produkt 153 (182,3 mg; 94 %; T.t.
> 250 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 8,32 (1H, s, H5"), 8,11 (2H, d, J = 8,8
Hz, Ph), 7,59-7,55 (2H, m, H4; H7), 7,40-7,36 (2H, m, H5; H6), 7,36-7,31 (3H, m, Ph),
7,24-7,17 (4H, m, Ph), 5,63 (2H, s, OCH,), 5.24 (2H, s, CH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-
ds) (d/ppm): 159,4 (Ph-q), 142,7 (C4'), 135,9 (Ph-q, C3a, C7a), 128,7 (Ph), 128,1 (Ph), 128,0
(Ph), 127,9 (Ph), 124,7 (C5"), 122,6 (C2), 121,9 (C5; C6), 115,1 (C4; C7), 61,2 (OCHy), 52,8
(CHy).

4.6.4. Opé¢i postupak za sinteza 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih benzimidazola 154 i
155

Odgovarajuéi benzaldehid (151 i 152) otopljen je u apsolutno suhom etanolu (15 mL) i dodan
je 40 % NaHSO; (1 mL). Smjesa je mijesana 30 min te je dodan odgovarajuci o-fenilendiamin
(1 ekv.) i mijesanje je nastavljeno 8 h na temperaturi refluksa. Po zavrsetku reakcije, otapalo
je upareno pri snizenom tlaku. U ostatak nakon uparavanja dodana je voda (5 mL).
Heterogena smjesa je mijeSana 4 h, zatim je filtrirana, a nastali talog je suSen u susSioniku.
Dobiveni talog mijesan je 4 h u etanolu zasi¢enim s HCI-om. U otopinu je dodan dietil-eter, a

nastali talog je filtrira i suSen u suSioniku.

2-{4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]-3-fluorfenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (154)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 151 (150 mg; 0,48 mmol) i spoja 124c (110,2
mg; 0,48 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 154 (79,5 mg; 35 %, T.t. = 200-203 °C).
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 10,83 (2H, s, NH), 8,45 (1H, s, H4), 8,38 (1H, s,
H5"), 7,99-7,96 (2H, m, Ph), 7,98 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7), 7,88 (1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 7,65
(1H, t, J = 8,6 Hz, Ph), 7,40-7,36 (2H, m, Ph), 7,35-7,32 (3H, m, Ph), 5,64 (2H, s, OCH,),
5,37 (2H, s, CHy), 4,02 (4H, s, CH,CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 165,0
(CNH), 153,1; 149,9 (d, Jcr = 244,9 Hz, Ph-q), 152,5; 152,5 (d, Jcr = 2,4 Hz, C2), 148,8;
148,7 (d, Jcr = 10,3 Hz, Ph-q), 142,0 (C4"), 135,9 (Ph-q, C7a, C3a), 128,8 (Ph), 128,2 (Ph),
128,0 (Ph), 125,2 (Ph), 128,8 (C4), 123,6 (C5'), 116,6 (C5), 115,8 (C4, C7), 115,4; 115,1 (d,
Jcr = 20,9 Hz, Ph), 62,2 (OCHy), 52,9 (CH,), 44,3 (CH,CHy).
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2-{4-[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]-3-metoksifenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (155)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 152 (150 mg; 0,46 mmol) i spoja 124c (106,1
mg; 0,46 mmol) prireden je bijeli praskasti produkt 155 (179,4 mg; 81 %, T.t. = 197-200 °C).
'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 10,88 (1H, s, NH), 8,46 (1H, s, H4), 8,35 (1H, s,
H5", 8,16 (1H, s, Ph), 8,08 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6), 8,02 (1H, d, J = 8,3 Hz, H7), 7,92 (1H, d,
J =85 Hz, Ph), 7,45 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,40-7,29 (5H, m, Ph), 5,63 (2H, s, OCH,), 5,28
(2H, s, CH,), 4,03 (4H, s, CH,CH,), 3,90 (3H, s, OCHj). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 165,2 (CNH), 153,6 (C2), 151,0 (Ph-q), 149,5 (Ph-q), 142,6 (C4"), 139,6 (C3a, C7a),
136,1 (Ph-q), 129,0 (Ph), 128,5 (Ph), 128,2 (Ph), 125,3 (C6), 124,0 (C5", 121,5 (Ph), 118,8
(Ph-q), 117,2 (C5), 115,8 (C4), 114,9 (C7), 113,7 (Ph), 111,12 (Ph), 61,9 (OCH,), 56,1
(OCHpg), 53,1 (CHy), 44,6 (CH,CH,).

4.6.5. Priprava 4-(2-azidoetil)morfolina (157) [219]

4-(2-kloretil)morfolin 156 (3,0 g; 16,12 mmol) otopljen u vodi (16,12 mL) i dodan je NaN3
(3,15 g; 48,37 mmol). Reakcijska smjesa mijesana je 16 h pri 80 °C. Po zavrsetku reakcije
smjesa je ohladena, te je pH namjeSten na 10 pomocu KOH. Smjesa je ekstrahirana s dietil-
eterom (3 x 50 mL). Organski sloj je susen iznad bezvodnog MgS, filtriran, a filtrat je uparen
pri snizenom tlaku na sobnoj temperaturi. Nestabilan azid 157 odmabh je koristen dalje za click

reakciju.
4.6.6. Opéi postupak priprave N-1-morfolinetilnih 1,2,3-triazolnih benzaldehida 158-160

Spoj 157 (600 mg, 3,84 mmol), odgovarajuéi O-propargilirani benzaldehid (113, 148 ili 149)
(3,84 mmol) i Cu(OAc); (34,9 mg; 0,19 mmol) otopljeni su u metanolu (4 mL). Reakcijska
smjesa je mijesana na temperaturi refluksa preko no¢i. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po
zavrSetku reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja je
procis¢en kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl,: CH3OH =50 : 1.

4-[(1-(2-morfolinetil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetoksi}benzaldehid (158)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 113 (615,06 mg; 3,84 mmol) prireden je
bezbojan kristalini¢an produkt 158 (1,01 g; 83 %, T.t. = 109-113 °C). *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) (d/ppm): 9,88 (1H, s, CHO), 8,26 (1H, s, H5"), 7,88 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,24
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(2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,29 (2H, s, CHy), 4,50 (2H, t, J = 6,3 Hz, CH,CH,), 3,55-3,47 (4H,
m, CHaz.morfolin), 2,73 (2H, t, J = 6,3 Hz, CH2CHy), 2,44-2,37 (4H, m, CHa.morfolin)- --C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 191,3 (CHO), 162,9 (Ph-q), 141,7 (C4'), 131,7 (Ph), 129,9
(Ph-q), 125,1 (C5'), 115,2 (Ph), 66,1 (CHz-morfolin), 61,5 (OCHy), 57,2 (CH,CH,), 52,9 (CH,.
morfolin), 46,6 (CH2CH,).

3-Fluor-4-{[1-(2-morfolinetil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetoksi}benzaldehid (159)

Prema navedenom opcéem postupku iz spoja 148 (684,13 mg; 3,84 mmol) prireden je zuti
kristalini¢an produkt 159 (1,03 g; 80 %, T.t. = 89-93°C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dlppm): 9,87 (1H, d, J = 2,0 Hz, CHO), 8,29 (1H, s, H5"), 7,79 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,70
(1H, dd, J =11,3; 1,8 Hz, Ph), 7,61 (1H, t, J = 8,3 Hz, Ph), 5,38 (2H, s, CH,), 4,50 (2H, t, J =
6,2 Hz, CH,CHy), 3,57-3,42 (4H, m, CHa.morfolin), 2,73 (2H, t, J = 6.2 Hz, CH,CHy), 2,44~
2,32 (4H, m, CHa-morfolin)-*C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 190,8; 190,8 (d, Jer = 1,7
Hz, CHO), 153,3; 150,0 (d, Jcr = 247,0 Hz, Ph-q), 151,2; 151,0 (d, Jcr = 10,8 Hz, Ph-q),
141,2 (C4"), 129,9; 129,9 (d, Jcr = 5.0 Hz, Ph-q), 128,2; 128,1 (d, Jcr = 3,0 Hz, Ph), 125,5
(C5), 115,4; 115,2 (d, Jcr = 18,3 Hz, Ph), 115,1; 115,1 (d, Jcr = 1,5 Hz, Ph), 66,1 (CH,-
morfolin), 62,3 (OCHy), 57,3 (CH,CHy), 52,9 (CH2-morfolin), 46,5 (CH,CH,).

3-metoksi-4-{[1-(2-morfolinetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metoksi}benzaldehid (160)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 149 (729,83 mg; 3,84 mmol) prireden je bijeli
praskasti produkt 160 (1,3 g; 98 %, T.t. = 142-146 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 9,85 (1H, s, CHO), 8,25 (1H, s, H5'), 7,56 (1H, dd, J = 8,2; 1,8 Hz, Ph), 7,45-7,33
(2H, m, Ph), 5,27 (2H, s, CH,), 4,50 (2H, t, J = 6,3 Hz, CH,CH>), 3,81 (3H, s, OCH3), 3,54—
3,49 (4H, m, CHa-morfolin), 2,74 (2H, t, J = 6,3 Hz, CH,CH>), 2,44-2,37 (4H, m, CH2-morfolin)-
BC NMR (75 MHz, DMSO-dg) (s/ppm): 191,3 (CHO), 152,8 (Ph-q), 149,3 (C4'), 141,7 (Ph-
q), 129,9 (Ph-q), 125,7 (Ph), 125,3 (C5'), 112,6 (Ph), 109,7 (Ph), 66,0 (CH2-morfoiin), 61,7
(OCHy), 57,3 (CH2CHy), 55,5 (OCHs3), 52,9 (CH2-morfolin), 46,5 (CH2CHy).

4.6.7. Op¢i postupak za sintezu 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih hibrida benzimidazola 161-
163

Odgovarajuci aldehid (158-160) otopljen je u apsolutno suhom etanolu (15 mL) i dodan je p-
benzokinon (1 ekv.). Smjesa je mijesana na temperaturi refluksa 30 min te je dodan o-

fenilendiamin 124c (1 ekv.) i mijeSanje je nastavljeno 8 h na temperaturi refluksa. Po
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zavrsetku reakcije, u smjesu je dodan dietil-eter, nastali talog je odfiltriran i osusen u

suSioniku.

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(2-morfolinetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]-fenil}-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (161)

Prema navedenom opcem postupku iz spoja 158 (150 mg; 0,47 mmol) prireden je Sivi
praskasti produkt 161 (74,5; 33 %, T.t. = 207-210 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
(d/ppm): 11,98 (1H, bs, NH), 10,94 (2H, s, NH), 8,50-8,40 (4H, m, H4, H5', Ph) 8,04 (1H,
dd, J = 8,6; 1,4 Hz, H6), 7,90 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7), 7,33 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ph), 5,33 (2H,
s, OCHy), 4,98 (2H, t, J = 7,0 Hz, CH,CHy), 4,02 (4H, s, CH,CH,), 3,97-3,80 (4H, m, CH,.
morfolin), 3,69 (2H, t, J = 7,0 Hz, CH,CH,), 3,50-3,33 (2H, m, CHa.morfolin), 3,22—3,03 (2H, m,
CHa-morfolin). °C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 164,9 (CNH), 161,3 (Ph-q), 153,0 (C2),
1425 (C4), 139,1 (Ph-g), 136,5 (C7a), 135,4 (C3a), 129,9 (Ph), 125,5 (C5"), 124,0 (C6),
117,1 (C5), 115,7 (C4), 115,6 (Ph), 114,7 (C7), 63,1 (CHa-morfoiin), 61,4 (OCH,), 54,1
(CH2CHy), 51,2 (CH2-morfolin), 44,3 (CH,CHy), 43,6 (CH,CH,).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(2-morfolinetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]-3-
fluorfenil}-1H-benzo[d]imidazol hidroklorid (162)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 159 (150 mg; 0,45 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 162 (169,6 mg; 72 %, T.t. = 202-206 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
(dlppm): 14,17-13,55 (1H, m, NH), 10,66 (2H, s, NH), 8,45-8,26 (2H, m, H5', H4), 8,20-
8,05 (2H, m, Ph. H6), 7,92-7,72 (2H, m, Ph, H7), 7,60 (2H, t, J = 8,6 Hz, Ph), 5,36 (2H, s,
OCHy), 4,52 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,CH,), 4,02 (4H, s, CH,CH,), 3,60-3,41 (4H, m, CH,.
morfolin), 2,75 (2H, t, 3 = 5.5 Hz, CH,CH,), 2,41 (4H, bs, Hamorfoiin). °C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) (d/ppm): 165,4 (CNH), 153,3 (C2), 153,2; 150,1 (d, Jcr = 244,1 Hz, Ph-q), 148,0;
1479 (d, Jcr = 6,1 Hz, Ph-q), 141,6 (C4"), 125,4 (C5), 124,1 (C6), 123,9 (Ph), 122,5; 122,4
(d, Jcr = 7,2 Hz, Ph-q), 115,8 (Ph), 115,7 (C4), 115,3 (C5), 114,7; 114,5 (d, Jcr = 17,3 Hz,
Ph), 112,2 (C7), 66,0 (CH2-morfoiin), 62,2 (OCHy), 57,2 (CH2CHy), 52,9 (CHa-morfolin), 46,5
(CH2CHy), 44,3 (CH,CH5).
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5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1-(2-morfolinetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]-3-
metoksifenil}-1H-benzo[d]imidazol hidroklorid (163)

Prema navedenom op¢em postupku iz spoja 160 (150 mg; 0,43 mmol) prireden je sivi
praskasti produkt 163 (184,1 mg; 85 %, T.t. = 180184 °C). *H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
(dlppm): 13,94-13,44 (2H, m, NH), 10,60 (2H, m, NH), 8,42-8.18 (2H, m, H5', H4), 7,98-7,70
(4H, m, Ph, H6, H7), 7,36 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ph), 5,24 (2H, s, OCH,), 4,52 (2H, t, J = 5.6 Hz,
CH,CHy), 4,02 (4H, s, CH,CH>), 3,89 (3H, s, OCHj3), 3,53 (4H, s, CHa-morfolin), 2,75 (2H, bs,
CH,CHy), 2,42 (4H, s, CHa-morfolin). °C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 164,8 (CNH),
153,0 (Ph-q), 150,9 (C5), 149,2 (Ph-q), 142,4 (C4"), 125,5 (Ph), 124,1 (C6), 121,6 (C5'), 117,2
(C5), 115,6 (C4), 113,5 (Ph, C7), 111,4 (Ph), 63,0 (CH2-morfolin), 61,7 (OCH,), 56,1 (OCHj3),
54,1 (CH2CHy), 51,2 (CHz-morfolin), 44,3 (CH2CHy), 43,6 (CH,CHy).

4.6.8. Priprava 4-[(1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]benzaldehida (164)

Spoj 113 (400 mg; 2,30 mmol) otopljen je u smjesi DMF : MeOH = 9: 1 (4,60 mL), te su
dodani TMSN3; (0,45 mL; 3,44 mmol) i Cul (21,9 mg; 0,12 mmol). Reakcijska smjesa je
mijesana na 100 °C preko noci. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku.
Ostatak nakon uparavanja je proc¢iséen kolonskom kromatografijom u eluensu CHCI; :
CH3OH = 100 : 1. Izoliran je bijeli praskasti produkt 164 (355,8 mg; 76 %; T.t. = 120-123
°C). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (dppm): 15,13 (1H, bs, NH), 9,88 (1H, s, CHO), 8,09-
7,99 (1H, m, J = 7,4 Hz, H5"), 7,88 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7.24 (2H. d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,32
(2H, s, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 1914 (CHO), 162,9 (Ph-q), 131,8
(Ph), 129,3 (Ph-q), 128,0 (C5"), 115,3 (Ph), 61,2 (CH,).

4.6.9. Priprava 5(6)-(imidazolin-2-il)-2-{4-[(1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi]fenil}benzimidazolnog
hidroklorida (165)

Spoj 164 (150 mg; 0,74 mmol) otopljen je u apsolutno suhom etanolu (15 mL) i dodan je 40
% NaHSO; (1 mL). Reakcijska smjesa je mijesana 30 min te je dodan o-fenilendiamin 124c
(168,83 mg; 0,74 mmol) i mijesanje je nastavljeno 8 h na temperaturi refluksa. Po zavrsetku
reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku. U kruti ostatak dodana je voda (5 mL).
Heterogena smjesa je mijeSana 4 h, zatim je filtrirana, a nastali talog je suSen u suSioniku.
Dobiveni talog mijesan je 4 h u etanolu zasi¢enim s HCl-om. U smjesu je dodan dietil-eter,

nastali talog je filtriran i susen u susSioniku. Dobiven je bijeli praskasti produkt 165 (251,5 mg;
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94 %, T.t. = 229-232 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 10,90 (2H, s, NH), 8,47
(1H, s, H5"), 8,43 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 8,07-8,01 (2H, m, H4; H6), 7,94 (1H, d, J = 8,6 Hz,
H7), 7,35 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,35 (2H, s, CH,), 4,03 (4H, s, CH,CH,). **C NMR (151
MHz, DMSO-ds) (Jppm): 164,7 (CNH), 161,6 (C2), 152,7 (Ph-g), 130,1 (Ph), 124,4 (C5),
117,6 (C4), 115,7 (Ph), 115,5 (C7), 114,6 (C6), 61,2 (CH,), 44,3 (CH,CH)).

4.6.10. Op¢i postupak priprave O-propargiliranih benzaldehida 166a-170a, 166b—170b i
166¢-170c

Odgovarajuci hidroksibenzaldehid (112, 146 ili 147) otopljen je u suhom acetonitrilu (15-20
mL) i dodan je K,COs; (1,5 ekv.). Reakcijska smjesa je mijeSana 30 min, dodan je
odgovarajuci halogenid (1 ekv.) i mijeSanje je nastavljeno preko noci na temperaturi refluksa.
Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije, otapalo je upareno pri snizenom

tlaku, a ostatak nakon uparavanja je procis¢ena kolonskom kromatografijom.
4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)benzaldehid (166a)

Spoj 166a prireden je prema navedenom opéem postupku iz 4-hidroksibenzaldehida 112 (250
mg; 2,05 mmol) i N-(kloracetil)morfolina (0,27 mL; 2,05 mmol). Nakon procis¢avanja
kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 100 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt
166a (506,7 mg; 99 %, T.t. = 147-150 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,87
(1H, s, CHO), 7,85 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,11 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,01 (2H, s, OCH,),
3,68-3,52 (4H, M, CHa-morfolin), 3,51-3,40 (4H, M, CHz-morfoiin). °C NMR (75 MHz, DMSO-
de) (dppm): 191,3 (CHO), 165,4 (CO), 163,1 (Ph-g), 131,6 (Ph), 129,8 (Ph-g), 115,1 (Ph),
66,0 (CH2-morfolin), 65,6 (OCHy), 44,6 (CH2-morfolin)-

3-fluor-4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)benzaldehid (166b)

Spoj 166b prireden je prema navedenom op¢em postupku iz 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida
146 (250 mg; 1,78 mmol) i N-(kloracetil)morfolina (0,23 mL; 1,78 mmol). Nakon
prociscavanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je bijeli
praskasti produkt 166b (473,9 mg; 99 %, T.t. = 84-88 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 9,86 (1H, d, J = 2,0 Hz, CHO), 7,80-7,67 (2H, m, Ph), 7,28 (1H, t, J = 8,5 Hz, Ph),
5,13 (2H, s, OCHy), 3,64-3,54 (4H, m, CHa.morfolin), 3,47-3,42 (4H, M, CHa-morfolin). °C NMR
(75 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 190,8; 190,8 (d, Jcr = 1,9 Hz, CHO), 165,0 (CO), 153,2; 149,9
(d, Jcr = 247,0 Hz, Ph-q) 151,4; 151,3 (d, Jcr = 10,5 Hz, Ph-q), 129,9; 129,8 (d, Jcr = 5,2 Hz,
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Ph-q), 127,8; 127,8 (d, Jcr = 2,9 Hz, Ph), 115,5; 115,3 (d, Jcr = 18,3 Hz, Ph), 115,0; 115,0 (d,
Jer=15 HZ), 66,1 (CHZ-morfoIin), 65,9 (OCHZ), 44,5 (CHZ-morfoIin)-

3-metoksi-4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)benzaldehid (166c)

Spoj 166¢c prireden je prema navedenom opéem postupku iz  4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida 147 (250 mg; 1,64 mmol) i N-(kloracetil)morfolina (0,21 mL; 1,64
mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1)
izoliran je bijeli praskasti produkt 166¢ (452,3 mg; 99 %, T.t. = 80-85 °C). *H NMR (300
MHz, DMSO-ds) (s/ppm): 9,84 (1H, s, CHO), 7,51 (1H, dd, J = 8,3; 1,9 Hz, Ph), 7,42 (1H, d,
J = 1,8 Hz, Ph), 7,06 (d, J = 8,3 Hz, Ph), 5,0 (2H, s, OCH,), 3.85 (3H, s, OCH,), 3,71-3.52
(4H, M, CHa-morfotin), 3,50-3,39 (4H, M, CHa-morfotin)- >°C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm):
191,4 (CHO), 165,3 (CO), 152,9 (Ph-q), 149,2 (Ph-q), 129,9 (Ph-q), 125,5 (Ph), 112,7 (Ph),
110,0 (Ph), 66,1 (OCH_, CHa-morfolin), 55,6 (OCH3), 44,7 (CH2-morfolin)-

4-(2-fenil-2-oksoetoksi)benzaldehid (167a)

Spoj 167a prireden je prema navedenom opéem postupku iz 4-hidroksibenzaldehida 112 (250
mg; 2,5 mmol) i 2-bromacetofenona (352,4 mg; 1,78 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH.Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je zuti praskasti produkt 167a (324,7
mg; 71 %, T.t. = 81-85 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (§/ppm): 9,87 (1H, s, CHO),
8,04 (2H, d, J = 7,1 Hz, Ph), 7,86 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,71 (1H, t, J = 7,4 Hz, Ph), 7,58
(2H, 1, J = 7,5 Hz, Ph), 7,17 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,77 (2H, s, OCH,).

3-fluor-4-(2-fenil-2-oksoetoksi)benzaldehid (167b)

Spoj 167b prireden je prema navedenom opcéem postupku iz 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida
146 (250 mg; 1,78 mmol) i 2-bromacetofenona (322,4 mg; 1,78 mmol). Nakon proc¢is¢avanja
kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je zuti praSkasti produkt
167b (365,9 mg; 72 %, T.t. = 115-120 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (§/ppm): 9,86
(1H, d, J = 2,0 Hz, CHO), 8,06-7,89 (2H, m, Ph), 7,83-7,65 (3H, m, Ph), 7,59 (2H,t,J=7,6
Hz, Ph), 7,35 (1H, t, J = 8,5 Hz, Ph), 5,89 (2H, s, OCH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 193,4 (CO), 190,8; 190,8 (d, Jcr = 1,8 Hz, CHO), 153,2; 149,9 (d, Jcr = 247,1 Hz,
Ph-g), 151,3; 151,1 (d, Jcr = 10,6 Hz, Ph-q), 134,0 (Ph), 130,0; 129,9 (d, Jcr = 5,0 Hz, Ph-q),
128,9 (Ph), 128,0 (Ph), 127,9 (Ph), 115,6 (Ph), 115,4; 115,1 (d, Jcr = 18,3 Hz, Ph), 115,0
(Ph), 70,9 (OCHy).
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3-metoksi-4-(2-fenil-2-oksoetoksi)benzaldehid (167c)

Spoj 167c prireden je prema navedenom opéem postupku iz  4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida 147 (250 mg; 1,64 mmol) i 2-bromacetofenona (324,7 mg; 1,64 mmol).
Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je
bijeli praskasti produkt 167c (424,7 mg; 96 %, T.t. = 130-134 °C). *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) (d/ppm): 9,84 (1H, s, CHO), 8,03 (2H, d, J = 7,2 Hz, Ph), 7,70 (1H, d, J = 7,4 Hz,
Ph), 7,58 (2H, t, J = 7,5 Hz, Ph), 7,52-7,40 (2H, m, Ph), 7,10 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ph), 5,77
(2H, s, OCH,), 3,88 (3H, s, OCHs). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (&ppm): 193,7 (CO),
191,3 (CHO), 152,8 (Ph-q), 149,2 (Ph-q), 134,2 (Ph-qg), 133,9 (Ph), 130,0 (Ph-q), 128,8 (Ph),
127,9 (Ph), 125,5 (Ph), 112,7 (Ph), 110,1 (Ph), 70,5 (OCH5), 55,6 (OCHs).

4-(2-piridin-2-il-metoksi)benzaldehid (168a)

Spoj 168a prireden je prema navedenom op¢em postupku iz 4-hidroksibenzaldehida 112 (250
mg; 2,5 mmol) i 2-klormetilpiridina (403,5 mg; 2,05 mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,CI, : CH30H = 100 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt 168a (385,3
mg; 88 %, T.t. = 94-97 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 9,87 (1H, s, CHO),
8,59 (1H, d, J = 4,2 Hz, H6"), 7,92-7,80 (3H, , m, Ph, H4"), 7,53 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3"), 7,36
(1H, dd, J = 6,8; 5,0 Hz, H5'), 7,23 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,31 (2H, 5, OCH,). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) (/ppm): 191,3 (CHO), 163,1 (Ph-q), 155,9 (C2), 149,2 (C6"), 137,1 (Ph),
131,81 (Ph-q), 129,9 (C4"), 123,2 (C3"), 121,9 (C5"), 115,3 (Ph), 70,6 (OCH,).

3-fluor-4-(2-piridin-2-il-metoksi)benzaldehid (168b)

Spoj 168b prireden je prema navedenom opcem postupku iz 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida
146 (250 mg; 1,78 mmol) i 2-klormetilpiridina (351,02 mg; 1,78 mmol). Nakon procis¢avanja
kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 100 : 1) izoliran je bijeli praskasti produkt
168b (307,6 mg; 75 %, T.t. = 82-85 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 9,87 (1H,
d, J = 2,1 Hz, CHO), 8,76-8,33 (1H, m, 6, 7,87 (1H, td, J = 7,7; 1,8 Hz, Ph), 7,80-7,70 (2H,
m, Ph, H4"), 7,55 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3), 7,47 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ph), 7,41-7,32 (1H, m,
H5', 5,39 (2H, s, OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) (&/ppm):190,8 (CHO), 155,3 (Ph-
q, C2") 152,5; 150,8 (d, Jcr = 246,9 Hz, Ph-q), 151,3; 151,2 (d, Jcr = 10,5 Hz, Ph-q), 149,2
(C6", 137,1 (Ph), 130,0; 129,9 (d, Jcr = 5,1 Hz, Ph-q), 128,2 (C4"), 123,3 (C5", 121,9 (C5),
115,4; 115,3 (d, Jor = 18,2 Hz, Ph), 115,1 (Ph), 71,3 (OCH,).
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3-metoksi-4-(2-piridin-2-il-metoksi)benzaldehid (168c)

Spoj 168c prireden je prema navedenom opéem postupku iz 4-hidroksi-3-metoksi-
benzaldehida 147 (250 mg; 1,64 mmol) i 2-klormetilpiridina (323,14 mg; 1,64 mmol). Nakon
proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3;OH = 100 : 1) izoliran je bijeli
praskasti produkt 168c (398,67 mg; 60 %, T.t. = 77-81 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
(8/ppm): 9,85 (1H, s, CHO), 8,59 (1H, d, J = 4,2 Hz, H6"), 7,86 (1H, td, J = 7,7; 1,7 Hz, Ph),
7,58-7,48 (2H, m, H4', H3"), 7,44 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ph), 7,37 (1H, dd, J = 6,8; 5,1 Hz, H5'),
7,26 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ph), 5,29 (2H, s, OCH,), 3,87 (3H, s, OCHs). *C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) (8/ppm): 191,3 (CHO), 155,8 (Ph-q), 152,8 (Ph-q), 149,3 (C2"), 149,1 (C6"), 137,0
(Ph), 129,9 (Ph-qg), 125,7 (C4", 123,1 (C3"), 121,8 (C5"), 112,7 (Ph), 109,8 (Ph), 70,9 (OCHy),
55,6 (OCHj3).

4-(2-morfolinetoksi)benzaldehid (169a)

Spoj 169a prireden je prema navedenom op¢em postupku iz 4-hidroksibenzaldehida 112 (250
mg; 2,5 mmol) i 2-kloretilmorfolina (340 mg; 2,05 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl, : CH30H =50 : 1) izoliran je bezobojan uljasti produkt 169a (425,2
mg; 88 %). "H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (&ppm): 9,86 (1H, s, CHO), 7,85 (2H, d, J = 8,8
Hz, Ph), 7,13 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 4,20 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 3,70-3,47 (4H, m,
CHa-morfolin), 2,71 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy), 2,49-2,43 (4H, M, CHz-morfolin). "C NMR (151
MHz, DMSO-dg) (8/ppm): 191,3 (CHO), 163,4 (Ph-q), 131,2 (Ph), 129,6 (Ph-q), 115,0 (Ph),
66,1 (CH2-morfolin), 65,8 (CH2CHy), 56,8 (CH,CH>), 53,5 (CH2-morfolin)-

3-fluor-4-(2-morfolinetoksi)benzaldehid (169b)

Spoj 169b prireden je prema navedenom opcéem postupku iz 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida
146 (250 mg; 1,78 mmol) i 2-kloretilmorfolina (331,22 mg; 1,78 mmol). Nakon proc¢i§¢avanja
kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je zuti uljasti produkt 169b
(430,4 mg; 95 %). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) (/ppm): 9,86 (1H, d, J = 2,1 Hz, CHO),
7,79-7,74 (1H, m, Ph), 7,68 (1H, dd, J = 11,4; 1,9 Hz, Ph), 7,41 (1H, t, J = 8,3 Hz, Ph), 4,29
(2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 3,64-3,46 (4H, m, CHa.morfolin), 2,74 (2H, t, J = 5,7 Hz,
CH,CH,), 2,49-2,43 (4H, m, CHa-morfotin). C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 190,8
(CHO), 153,3; 150,0 (d, Jcr = 246.9 Hz), 151,8; 151,6 (Jcr = 10.7 Hz), 129,7; 129,6 (d, Jcr =
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4.9 Hz), 128,.3; 128,3 (d, Jcr = 3.1 H), 115; 115,1 (d, Jcr = 18.3 Hz), 114,7; 114,7 (d, Jcr =
16 HZ), 67,0 (CHZ-morfo]m), 66,1 (CHZCHZ), 56,6 (CHZCHZ), 53,5 (CHZ.morfohn)

3-metoksi-4-(2-morfolinetoksi)benzaldehid (169c)

Spoj 169c prireden je prema navedenom opéem postupku iz  4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida 147 (250 mg; 1,64 mmol) i 2-kloretilmorfolina (305,17 mg; 1,64 mmol).
Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH30H = 50 : 1) izoliran je zuti
uljasti produkt 169¢c (415,9 mg; 96 %). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 9,84 (1H, s,
CHO), 7,53 (1H, dd, J = 8,2; 1,9 Hz, Ph), 7,39 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ph), 7,20 (d, J = 8,3 Hz,
Ph), 4,19 (2H, t, J = 5,9 Hz, CH,CH,), 3,83 (3H, s, OCH3), 3,62-3,45 (4H, m, CHaz-morfolin),
2.72 (t, J = 5.8 Hz, CH,CHy), 2,49-2,43 (4H, m, CHa.morfolin). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 191,4 (CHO), 153,4 (Ph-q), 149,3 (Ph-q), 129,7 (Ph-q), 126,0 (Ph), 112,3 (Ph),
109,7 (Ph), 66,4 (CH,CHy), 66,2 (CHz-morfolin), 56,8 (CH2CHy), 55,6 (OCHs), 53,6 (CH.-

morfolin)-
4-(2-(dietilamin)etoksi)benzaldehid (170a)

Spoj 170a prireden je prema navedenom opéem postupku iz 4-hidroksibenzaldehida 112 (250
mg; 2,5 mmol) i dietilaminoetil-klorid (339,42 mg; 2,05 mmol). Nakon proc¢is¢avanja
kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je uljasti produkt 170a
(136,4 mg; 30 %). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 9,86 (1H, s, CHO), 7,85 (2H, d,
J=8,8Hz, Ph), 7,12 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 4,14 (2H, t, J = 6,0 Hz, CH,CH,), 2,81 (2H, t, J
= 5,9 Hz, CH,CH,) 2,62-2.51 (4H, m, CH,CHs), 0.97 (6H, t, J = 7,1 Hz, CH,CHj3). *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) (dppm): 191,3 (CHO), 163,5 (Ph-q), 131,8 (Ph), 129,6 (Ph-q), 115,0
(Ph), 66,8 (CH,CH,), 51,1 CH,CH,), 47,0 (CH,CH3), 11,8 (CH,CHjs).

4-(2-(dietilamin)etoksi)-3-fluorbenzaldehid (170b)

Spoj 170b prireden je prema navedenom op¢em postupku iz 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida
146 (250 mg; 1,78 mmol) i dietilaminoetil-klorid (295,87 mg; 1,78 mmol). Nakon
prociscavanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1) izoliran je zuti uljasti
produkt 170b (335,1 mg; 79 %). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) (&/ppm): 9,82 (1H, d, J =
2,1 Hz, CHO), 7,72 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 7,64 (1H, dd, J = 11,4; 1,9 Hz, Ph), 7,37 (1H, t, J
= 8,3 Hz, Ph), 4,17 (2H, t, J = 5,9 Hz, CH,CH),), 2,92-2,70 (2H, m, CH,CH),), 2,48-2,41 (4H,
m, CH,CHj3), 0,93 (6H, t, J = 7,1 Hz, CH,CHj5).
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4-(2-(dietilamin)etoksi)-3-metoksibenzaldehid (170c)

Spoj 170c prireden je prema navedenom opéem postupku iz  4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehida 147 (250 mg; 1,64 mmol) i dietilaminoetil-klorid (271,98 mg; 1,64
mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH.Cl, : CH3OH = 50 : 1)
izoliran je zuti uljasti produkt 170c (354,2 mg; 66 %). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 9,83 (1H, s, CHO), 7,53 (1H, dd, J = 8,2; 1,9 Hz, Ph), 7,39 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ph),
7,19 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ph), 4,12 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH,CH,), 3,82 (3H, s, OCH3), 2,81 (2H,
t, J = 6,2 Hz, CH,CH,), 2,66-2,50 (4H, m, CH,CHs), 0,97 (6H, t, J = 7,1 Hz, CH,CHj3). °C
NMR (75 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 191,4 (CHO), 153,5 (Ph-q), 149,3 (Ph-q), 129,6 (Ph-q),
126,1 (Ph), 112,2 (Ph), 109,7 (Ph), 67,3 (CH,CH,), 55,6 (OCHgs), 51,1 (CH.CH,), 47,0
(CH.CH), 11,8 (CH,CH).

4.6.11. Opéi postupak za sinteza 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranih benzimidazola
171a-175a, 171b-175b i 171c-175¢c

Odgovarajué¢i benzaldehid (166a-170a, 166b-170b i 166c—170c) otopljen je u apsolutno
suhom etanolu (15 mL) i dodan je 40 % NaHSO3; (1 mL). Smjesa je mijeSana 30 min te je
dodan o-fenilendiamin 124c (1 ekv.) i mijeSanje je nastavljeno 8 h na temperaturi refluksa. Po
zavrSetku reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja je
proci¢en kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 4 : 1. Dobiveni produkt
mijesan je 4 h u etanolu zasi¢enim s HCI-om. (7 mL) U smjesu je dodan dietil-eter, a nastali

talog je filtrira i osuSen u susioniku.

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)fenil]-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (171a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 166a (200 mg; 0,80 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 171a (118,6; 37 %, T.t. = 220-223 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 10,82 (2H, s, NH), 8,45 (1H, s, H4), 8,39 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 8,00 (1H, d, J =
8,3 Hz, H7), 7,89 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,20 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,01 (2H, s, CH,),
4.03 (4H, s, CH,CHy), 3,73-3,35 (4H, m, CHamoroiin). "C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(dppm): 165,6 (CNH), 165,1 (CO), 161,3 (Ph-q), 153,5 (C2), 129,5 (Ph), 123,7 (C6), 118,9
(C5), 116,8 (Ph-q), 115,9 (C4), 115,5 (Ph), 114,8 (C7), 66,1 (CH2-morfoiin), 65,7 (OCH,), 44,4
(CH,CHj), 41,6 (CHaz-morfolin)-
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2-[3-fluor-4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)fenil]-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (171b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 166b (200 mg; 0,74 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 171b (265,4; 85 %, T.t. = 211-215 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-de)
(d/ppm): 13,87 (1H, s, NH), 10,67 (2H, s, NH), 8,36 (1H, s, H4), 8,17-8,01 (2H, m, H6, Ph),
7.91-7,72 (2H, m, H7, Ph), 7,29 (1H, t, J = 8,7 Hz, Ph), 5,09 (2H, s, CH,), 4,01 (4H, s,
CH,CHy), 3,69-3,40 (8H, m, CHa.morfolin). ~C NMR (151 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 165,4
(CNH), 165,3 (CO), 152,2; 150,6 (d, Jcr = 244,3 Hz, Ph-q), 149,7 (Ph-q), 148,1; 148,1 (d, Jcr
= 10,2 Hz, Ph-q), 123,7 (Ph, C6), 122,4; 122,3 (d, Jcr = 7,1 Hz, Ph-g), 115,6 (C4, Ph), 115,5
(C5), 115,3 (C7), 114,6; 1145 (d, Jcr = 20,9 Hz, Ph), 66,1 (CH2-morfolin), 66,0 (OCH,), 44,6
(CHz-morfolin), 44,2 (CH2CH>).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[3-metoksi-4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)fenil]-1H-
benzo[d]imidazol hidroklorid (171c)

Prema navedenom opcéem postupku iz spoja 166¢ (200 mg; 0,72 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 171c (269,7; 86 %, T.t. = 202-205 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 13,78 (1H, bs, NH), 10,67 (2H, s, NH), 8,36 (1H, s, H4), 8.00-7,70 (4H, m, Ph, H7,
H6), 7,07 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 4,94 (2H, s, OCH,), 4.01 (4H, s, CH,CH>), 3,92 (3H, s,
OCHy), 3,73-3,40 (8H, m, CHamorfolin). °C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 165,7
(CNH), 165,4 (Ph-q), 149,7 (C2), 149,0 (Ph-q), 122,3 (C6), 122,2 (Ph-q), 119,9 (Ph), 115,6
(C4, C7), 115,0 ()Ph-q, 113,4 (Ph), 110,7 (Ph), 66,3 (CH2-morfolin), 66,0 (OCHy), 55,9 (OCHj3),
44,8 (CH,CH,), 44,2 (CHa-morfolin)-

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[4-(2-fenil-2-oksoetoksi)fenil]-1H-benzo[d]imidazol  hidroklorid
(172a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 167a (150 mg; 0,62 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 172a (205,0 mg; 83 %, T.t. = 255-258 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dppm): *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (&/ppm): 13,67 (1H, s, NH), 10,62 (2H, s, NH), 8,33
(1H, s, H4), 8,22 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 8,06 (2H, d, J = 7,2 Hz, Ph), 7,88-7,65 (3H, m, HG,
H7, Ph), 7,59 (2H, t, J = 7,5 Hz, Ph), 7,19 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 5,73 (2H, s, OCHy), 4,01
(4H, s, CH,CH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 194,2 (CO), 165,4 (CNH), 160,1
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(Ph-g, C2), 134,3 (Ph-q), 133,9 (Ph), 128,9 (Ph), 128,7 (Ph), 127,9 (Ph), 122,2 (C6), 122,0
(C5), 115,2 (Ph, C4, C7), 115,0 (Ph-q), 70,3 (OCH,), 44,2 (CH,CHb).

2-[3-fluor-4-(2-fenil-2-oksoetoksi)fenil]-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (172b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 167b (150 mg; 0,66 mmol) prireden je zuti
praskasti produkt 172b (187,2 mg; 68 %, T.t. = 205-208 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
(d/ppm): 10,91 (2H, s, NH), 8,48 (1H, s, H4), 8,39 (1H, dd, J = 12,3; 1,9 Hz, Ph), 8,25 (1H, d,
J = 8,8 Hz, H7), 8,09-7,97 (3H, m, Ph, H6), 7,91 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 7,72 (1H,t,J=7,4
Hz, Ph), 7,60 (2H, t, J = 7,5 Hz, Ph), 7,47 (1H, t, J = 8,8 Hz, Ph), 5,90 (2H, s, OCHy), 4,02
(4H, s, CH,CH,). **C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (6/ppm): 193,5 (CO), 165,2 (CNH), 152,9
(C2), 152,9; 149,7 (d, Jcr = 238,2 Hz, Ph-q), 148,5; 148,3 (d, Jcr = 10,3 Hz, Ph-q), 134,1 (Ph-
q), 133,6 (Ph), 128,6 (Ph), 127,6 (Ph), 124,1; 124,1 (d, Jcr = 1,3 Hz, Ph), 122,9 (C6), 121,0
(Ph-g), 116,3 (C4), 116,0 (C5), 115,6 (C7), 115,1; 114,8 (d, Jcr = 20,9 Hz, Ph), 114,8; 114,7
(d, Jcr = 5,1 Hz, Ph), 70,9 (OCHy,), 44,1 (CH,CH,).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[3-metoksi-4-(2-fenil-2-oksoetoksi)fenil]-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (172c)

Prema navedenom opcéem postupku iz spoja 167¢ (150 mg; 0,55 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 172¢ (183,6 mg; 78 %, T.t. = 206-210 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(o/ppm): 10,66 (2H, s, NH), 8,34 (1H, s, H4), 8,05 (2H, d, J = 7,2 Hz, Ph), 7,97-7,67 (5H, m,
Ph), 7.59 (2H, t, J = 7,5 Hz, Ph), 7,11 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 5,71 (2H, s, OCHy), 4,01 (4H,
s, CH,CH,), 3,95 (3H, s, OCHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (6/ppm): 194,2 (CO), 165,5
(CNH), 153,7 (C2), 149,7 (Ph-q), 149,0 (Ph-q), 134,3 (Ph-q), 133,9 (Ph), 128,9 (Ph), 127,9
(Ph), 122,3 (Ph), 122,0 (Ph), 120,0 (C6), 115,8 (C4), 115,1 (C5), 113,4 (Ph, C7), 110,7 (Ph),
70,6 (OCHy,), 55,9 (OCH3), 44,2 (CH,CH,).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-(4-(piridin-2-il-metoksi)fenil)1-1H-benzo[d]imidazol hidroklorid
(173a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 168a (150 mg; 0,70 mmol) prireden je sivkasti
praskasti produkt 173a (175,0 mg; 46 %, T.t. = 208-211 °C). *H NMR (600 MHz, DMSO-dg)
(d/ppm): 10,64 (2H, s, NH), 8,60 (1H, d, J = 4,5 Hz, H6"), 8,34 (1H, s, H4), 8,24 (2H, d, J =
8,6 Hz, Ph), 7,93-7,79 (2H, m, H4', H6), 7,76 (1H, d, J = 8,2 Hz, H7), 7,56 (1H,d, J=7,8
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Hz, H3), 7,37 (1H, dd, J = 7,1; 5,1 Hz, H5), 7,24 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 5.,29 (2H, s,
OCHy), 4,01 (4H, s, CH,CH,). ®C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 164,8 (CNH), 161,1
(Ph-q), 154,2 (C2'), 152,8 (C2), 146,8 (C6"), 139,7 (Ph), 135,3 (Ph-g), 129,9 (C4'), 124,0
(C3), 123,0 (C5), 117,0 (C5), 115,6 (C4), 115,6 (Ph), 114,4 (C7), 69,0 (OCH,), 44,2
(CH2CH).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[3-fluor-4-(piridin-2-il-metoksi)fenil]-1H-benzo[d]imidazo (173b)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 168b (150 mg; 0,65 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 173b (187,2 mg; 74 %, T.t. = 200-203 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(dlppm): 10,91 (2H, s, NH), 8,74 (1H, d, J = 4,5 Hz, H6"), 8,48 (1H, s, H4), 8,39 (1H, dd, J =
12,3; 1,9 Hz, H6), 8,28 (1H, d, J = 8,7 Hz, H7), 8,14 (1H, td, J = 7,8; 1,5 Hz, Ph), 8,01 (1H
dd, J=8,5; 1,5 Hz, H4"), 7,88 (1H, d, J = 8,6 Hz, H3"), 7,79 (1H, d, J = 7,9 Hz, Ph), 7,65-7,51
(2H, m, Ph, H5'), 5,52 (2H, s, OCH,), 4,02 (4H, s, CH,CH)."*C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 165,1 (CNH), 154,9 (C2"), 154,1 (C2), 153,2; 149,9 (d, Jcr = 245,1 Hz, Ph-q),152,7
(C2), 148,7; 148,6 (d, Jcr = 10,5 Hz, Ph-q), 147,4 (C6"), 139,8 (Ph), 136,4 (Ph-q), 124,8,
124,8 (d, Jcr = 3,1 Hz, Ph), 124,6 (C4"), 124,3 (C3’), 123,5 (C6), 123,1 (C5"), 118,2 (C5),
116,8 (C4), 115,8 (C7), 115,5; 115,2 (d, Jcr = 21,2 Hz, Ph), 70,0 (OCHy,), 44,4 (CH,CH,).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[3-metoksi-4-(piridin-2-il-metoksi)fenil]1-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (173c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 168c (150 mg; 0,62 mmol) prireden je crveni
praskasti produkt 173c (181,7 mg; 73 %, T.t. = 265-268 °C). *H NMR (600 MHz, DMSO-dg)
(dlppm): 13,52 (1H, s, NH), 10,67 (1H, s, NH), 8.,60 (1H, d, J = 4,6 Hz, H6"), 8,35 (1H, s,
H4), 7,96 (1H, s, Ph), 7,92-7,81 (3H, m, Ph, H4', H6), 7,77 (1H; d, J = 8,2 Hz, H7), 7,56 (1H,
d, J=7,8Hz, H3), 7,37 (1H, dd, J =7,2; 5,1 Hz, H5"), 7,24 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 5,27 (2H,
s, OCH,), 4,01 (4H, s, CH,CH,), 3.94 (s, OCHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) (&ppm):
165,4 (CNH), 156,4 (C2), 149,8 (Ph-q), 149,2 (Ph-q), 149,1 (C6"), 137,1 (Ph), 123,1 (C4),
122,3 (C6), 122,2 (C5), 121,8 (C5"), 120,1 (C3"), 115,1 (Ph-q), 113,4 (C4, C7, Ph), 110,6 (Ph),
70,9 (OCHy), 55,9 (OCHs), 44,2 (CH,CH>).
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5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[4-(2-morfolinetoksi)fenil]1-1H-benzo[d]imidazol hidroklorid
(I74a)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 169a (150 mg; 0,64 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 174a (248,5 mg; 74 %, T.t. = 203-207 °C). *H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 10,96 (2H, s, NH), 8,49 (1H, s, H4), 8,46 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 8,04 (1H, dd, J =
8,6; 1,3 Hz, H6), 7,89 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7), 7,28 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 4,02 (4H, s,
CH,CHy), 3,96-3,87 (6H, m, CHa-morfolin, CH2CH>), 3,64-3,40 (6H, m, CHa-morfoiin, CH2CH>).
3C NMR (151 MHz, DMSO-dsg) (d/ppm): 165,2 (CNH), 159,6 (Ph-q), 154,0 (C2), 129,0 (Ph),
122,6 (C6), 121,3 (Ph-q), 115,5 (C5), 115,2 (Ph), 115,0 (C4), 114,7 (C7), 62,9 (CH2-morfolin),
62,4 (CH,CHy), 54,5 (CH,CH,), 51,5 (CH2-morfolin), 44,0 (CH,CH>).

2-[3-fluor-4-(2-morfolinetoksi)fenil]-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (174b)

Prema navedenom opcéem postupku iz spoja 169b (150 mg; 0,59 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 174b (301,4 mg; 74 %, T.t. = 204-208 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 12,00 (1H, bs, NH), 10,99 (2H, s, NH), 8,50 (1H, s, H4), 8,44-8,25 (2H, m, Ph),
8,04 (1H, dd, J = 8,6; 1,4 Hz, H6), 7,86 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7), 7,53 (1H, t, J = 8,7 Hz, Ph),
4,75-4,68 (2H, m, CH,CH>), 4,01 (4H, s, CH,CH), 3,98-3,80 (4H, m, CHa-morfolin), 3,70-3,45
(4H, m, CHa.morfolin), 3,33-3,18 (2H, m, CH2CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (&ppm):
165,1 (CNH), 153,1; 149,8 (d, Jcr = 244,9 Hz, Ph-q), 152,8 (C2), 147,8; 147,5 (Jcr = 10,0
Hz, Ph-q), 124,3; 124,3 (Jcr = 1,5 Hz, Ph), 122,9 (C6), 121.9; 121,7 (Jcr = 7,5 Hz, Ph-q),
116,5 (C4), 115,8 (C5), 115,7 (Ph), 115,1; 114,8 (d, Jcr = 20,6 Hz, Ph), 114,7 (C7), 63,8
(CH,CHy), 62,9 (CH2-morfolin), 54,4 (CH2CH>), 51,5 (CH2-morfolin), 44,0 (CH,CH>).

5(6)-(imidazolin-2-il)-2-[3-metoksi-4-(2-morfolinetoksi)fenil]-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (174c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 169c (150 mg; 0,56 mmol) prireden je zuti
praskasti produkt 174c (237,7 mg; 87 %, T.t. = 217-223 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
(dppm): *H NMR (300 MHz, DMSO) & 12,08 (1H, bs, NH), 10,97 (2H, s, NH), 8,50 (1H, s,
H4), 8,24 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ph), 8,15-8,01 (2H, m, Ph, H6), 7,87 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7),
7,31 (1H, d, J = 8,6 Hz, Ph), 4,63 (2H, t, J = 5,1 Hz, CH,CH,), 4,02 (4H, s, CH,CH,), 3,97
(3H, s, OCH3), 3,97-3,88 (4H, m, CHz-morfolin), 3,65-3,40 (6H, M, CHa-morfolin, CH2CHy). °C
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NMR (151 MHz, DMSO-dg) (d/ppm): 165,0 (CNH), 153,3 (C2), 1498 (Ph-q), 1494 (Ph-q),
1233 (Ph), 121,0 (C6), 120,5 (Ph-q), 116,2 (C5), 1159 (C4), 114,4 (Ph, C7), 111,9 (Ph), 63,6
(CH,CHy), 62,8 (CHamorfolin), 56,2 (OCHg3), 54,5 (CH,CH,), 51,5 (CHa-morfoiin), 44,0
(CH,CHy).

2-{4-[2-(dietilamino)etoksi]fenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol hidroklorid
(175a)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 170a (150 mg; 0,68 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 175a (126,8 mg; 49 %, T.t. = 214-218 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-de)
(d/ppm): 10,98 (2H, s, NH), 8,54-8,40 (3H, m, Ph, H4), 8,06 (1H, dd, J = 8,6; 1,3 Hz, H6),
7,90 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7), 7,28 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ph), 4,56 (2H, t, J = 4,8 Hz, CH,CH)),
4,02 (4H, s, CH,CHy), 3,63-3,44 (2H, m, CH,CH,), 3,29-3,10 (4H, m, CH,CH3), 1,28 (6H, t,
J = 7,2 Hz, CH,CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (Jppm): 164,9 (CNH), 160,6 (Ph-q),
153,2 (C2), 129,8 (Ph), 123,9 (C6), 119,2 (Ph-q), 116,8 (C5), 115,9 (C4), 115,4 (Ph), 114,7
(C7), 62,7 (CH,CHy), 49,5 (CH,CHy), 46,9 (CH,CHj3), 44,3 (CH,CHy), 8,4 (CH,CHs3).

2-{4-[2-(dietilamino)etoksi]-3-fluorfenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (175b)

Prema navedenom opc¢em postupku iz spoja 170b (150 mg; 0,63 mmol) prireden je smedi
praskasti produkt 175b (157,0 mg; 63 %, T.t. = 205-207 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
(d/ppm): 10,90 (2H, s, NH), 8,48 (1H, s, H4), 8,40-8,26 (2H, m, Ph), 8,00 (1H, dd, J = 8,6;
1,5 Hz, H6), 7,87 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7), 7,52 (1H, t, J = 8,7 Hz, Ph), 4,64 (2H, t, J = 4,8 Hz,
CH,CH,), 4,02 (4H, s, CH,CH>), 3,67-3,52 (2H, m, CH,CH), 3,32-3,14 (4H, m, CH,CH3),
1,28 (6H, t, J = 7,2 Hz, CH2CH3). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (d/ppm): 165,1 (CNH),
153,1; 149,8 (d, Jcr = 245,0 Hz, Ph-q), 152,7 (C2), 148,3; 148,1 (d, Jcr = 10,7 Hz, Ph-q),
124.8, 124,8 (Jcr = 1,2 Hz, Ph), 123,4 (C6), 121,1; 121,0 (d, Jcr = 7,5 Hz, Ph-q), 116,5 (C4),
116,4 (C5), 115,5 (Ph), 115,3; 115,1 (d, Jcr = 20,7 Hz, Ph), 115,0 (C7), 63,9 (CH,CHy), 49,5
(CH2CHy), 47,3 (CH,CH3), 44,3 (CH,CHy), 8,5 (CH,CHs).

2-{4-[2-(dietilamino)etoksi]-3-metoksifenil}-5(6)-(imidazolin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol
hidroklorid (I75c)

Prema navedenom opéem postupku iz spoja 170c (150 mg; 0,60 mmol) prireden je Zuti
praskasti produkt 175¢ (183,0 mg; 75 %, T.t. = 227-229 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg)
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(dppm): 10,92 (1H, bs, NH), 10,78 (2H, s, NH), 8,43 (1H, s, 4H), 8,12 (1H, d, J = 1,7 Hz,
Ph), 8,01 (1H, dd, J = 8,4; 1,8 Hz, Ph), 7,95 (1H, dd, J = 8,6; 1,5 Hz, H6), 7,83 (1H, d, J = 8,5
Hz, H7), 7,27 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ph), 4,03 (4H, s, CH,CH,), 3,97 (3H, s, OCHs), 4,76-4,36
(2H, m, CH,CHy), 3,60-3,45 (4H, m, CH,CHj3), 3,32-3,20 (2H, m, CH,CH,), 1,30 (6H, t, J =
7,2 Hz, CH,CH3). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (/ppm): 165,1 (CNH), 153,6 (C2), 149,3
(Ph-g), 123,0 (Ph), 120,8 (C6), 117,3 (C5), 115,8 (C4), 114,5 (C7), 113,9 (Ph), 111,5 (Ph),
63,5 (CH2CH,), 56,2 (OCHs), 49,5 (CH,CH,), 47,1 (CH,CHs), 44,1 (CH,CH,), 8,3
(CH2CHs).
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4.7. Rentgenska strukturna analiza

Jedini¢ni kristali spojeva 8, 12, 58, 64, 65 i 91 dobiveni su iz otopina etanola, metanola i
acetona laganim isparavanjem pri sobnoj temperaturi. Podaci su prikupljeni na temperaturi od
295 K na Oxford Diffraction Xcalibur Nova R difraktometru uz monokromatsko CuK,, zracenje
(A= 1,54184 A) na Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu. Prikupljanje i obrada podataka
provedeni su koriStenjem programa CrysAlisPro [220]. Strukture svih spojeva rijeSene su
direktnim metodama primijenom programa SIR-2004 [221] i uto¢njene metodom najmanjeg
kvadrata temeljenog na F? koristenjem programa SHELXL-2016 [222], integriranog u
programski paket WIinGX [223]. Analiza struktura i njihovi graficki prikazi nacinjeni su
programima PLATON [224] i Mercury [225].

4.8. BioloSka ispitivanja
4.8.1. Antitumorska ispitivanja in vitro

Antitumorska ispitivanja novopriredenih spojeva ispitana su na Odjelu za

biotehnologiju Sveucilista u Rijeci u suradnji s izv. prof. dr. sc. Sandrom Kraljevi¢ Paveli¢.
4.8.1.1. Uzgoj stani¢nih kultura in vitro

Antitumorska aktivnost ispitana je na stani¢nim linijama zlo¢udnih tumora porijeklom
iz Covjeka, A549 (adenokarcinom plu¢a ne-malih stanica), CFPAC-1 (adenokarcinom
gusSterace), HelLa (karcinom vrata maternice), SW620 (metastatski kolorektalni
adenokarcinom) i1 na normalnim fibroblastima WI38 (plu¢ni fibroblasti ¢ovjeka) ili HFF-1
(fibroblaste ljudskog prepucija), koji su kupljeni od tvrtke ATCC (The American Type
Culture Collection, SAD). Za uzgoj stanica koriStena je tekuca hranjiva podloga DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO Invitrogen, SAD) koja je prethodno
kompletirana s 10 %-tnim serumom govedeg fetusa (FBS, eng. Fetal bovine serum, GIBCO
Invitrogen, SAD), 2mM L-glutaminom (Sigma, Njemacka), 100 jedinica/mL penicilinom i
100 pg/mL streptomicinom (GIBCO Invitrogen, SAD). Stanice su uzgajane u inkubatoru pri
temperaturi od 37 °C i 5 % CO; u plasti¢nim bocama za stani¢ne kulture (Falcon, SAD). Broj
1 vijabilnost stanica utvrdena je pomocu automatskog brojaca stanica (Countess™ Automated

Cell Counter, Invitrogen SAD).
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4.8.1.2. MTT Test

Stani¢ne linije nasadene su na standardne mikrotitarske plogice s 96 jazica (TPP®,
Svicarska) nasadeno je 150 pL stani¢ne suspenzije u koncentraciji 3 x 10° stanica/jaZici.
Nakon 24 h u jaZice su dodani ispitivani spojevi u razrjedenjima od 10 do 10™ uM i stanice
su inkubirane 72 h. Kontrolne stanice su rasle u mediju za rast bez i uz dodatak otapala u
kojem su otopljeni uzorci za analizu (DMSO). Nakon 72 h inkubacije rast stanica je odreden
pomoc¢u metode MTT [226]. Apsorbancija je mjerena pri valjnoj duljini od 570 nm na ¢itacu
mikrotitarskih plo¢ica (Sunrise™, Tecan, Svicarska). Postotak rasta stanica (PG, eng. cell
percentage of growth) izraGunat je iz eksperimentalno dobivenih apsorbancija prema
protokolu NCl-a (eng. National Cancer Institute, SAD). Pomoc¢u PG vrijednosti dobivene su
“dose-response” krivulje, odnosno krivulja ovisnosti prezivljenja stanica o koncentraciji.
Interpolacijom na apscisi izracunate su vrijednostui ICso (koncentracija spoja koja inhibira
rast 50 % stanica) i LCso (koncentracija spoja koja izaziva smrt 50 % stanica) vrijednosti za
svaki od ispitivanih spojeva. Vrijednosti 1Csy dobiveni su iz tri nezavisna eksperimenta i

statisticki analizirani pomo¢u ANOVA, Tukey post-hoc testa (p < 0,05).
4.8.1.3. Analiza apoptoze Aneksin-V testom

Stanice su nasadene na plocice s 8 komorica (Lab-tek li Chamber Slides) u
koncentraciji od 2 x 10% stanica po jaZici i tretirane su s odabranim spojevima u
koncentracijama 2 x ICsq tijekom 48 h. Bojanje stanica provedeno je dodatkom Annexin-V-
FITC boje (Santa Cruz Biotechnology) prema uputama proizvodaca. Stanice su vizualizirane

na fluorescentnom mikroskopu (Olympus) pri povec¢anju od 40x.

4.8.1.4. Western blot analiza

Stanice su nasadene na plocice sa 6 jazica (FALCON®™, SAD) u koncentraciji od 1,5 x
10° do 2 x 10° stanica po jaZici. Stanice su tretirane 48 h s 2 x ICsy koncentracijama
odabranih spojeva. Nakon inkubacije od 48 h stanice su lizirane s RIPA puferom (eng. Radio
Immuno Precipitation Assay), koji je nadopunjen s proteazama i inhibitorima fosfataze
(Roche). Ukupni proteini (50 pg) razdvojeni su na 10 % ili 12 % poliakrilamidnom gelu,
ovisno o veli¢ini proteina, i preneseni na membrane PVDF (eng. polyvinylidene fluoride) koje
su blokirane 1 h s 4 % BSA ili 5 % nemasnog mlijeka pripremljenog u TBST (eng. Tris
Buffered Saline with Tween® 20, pH 7,5). Elektroforeza je provedena u Mini-PROTEAN
Tetra Cell (BIO-RAD, SAD) pri konstantnom naponu od 100 V do trena kada su proteini

doputovali do gela za razdvajanje, a potom 200 V do kraja gela za razdvajanje. Membrane su
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ispitane primarnim antitijelima na GPLD1 (Abcam), PDGFRp (Cell Signaling Technology),
p-IGF-1RB (Cell Signaling Technology), p-p38 MAPK (Cell Signaling Technology), p-NF-
kB-p65 (Cell Signaling Technology), CDK9/Ciklin T1 (Cell Signaling Technology), p-C-Raf
(Abcam), PDE5 (Cell Signaling Technology), TGM2 (Cell Signaling Technology), p-p53
(Ser15) (Abcam) i p-SK1 (ECM Biosciences) na + 4 °C preko noc¢i. Nakon 24 h membrane Su
isprane u TBST 1 ispitane s hranjivom peroksidazom konjugiranom sekundarnim kozjim
protutijelima protiv misjih (Santa Cruz Biotechnology) ili ze¢jih protutijela (Santa Cruz
Biotechnology). Proteinski bendovi su vizualizirani koriStenjem kemiluminescentnog
supstrata na ImageQuant LAS 500 (GE Zdravstvo), a gusto¢a bendova proteina analizirana je

pomocu programa Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad, USA).
4.8.2. Antibakterijska ispitivanja

Priredeni spojevima ispitano je antibakterijsko djelovanje in vitro na gram-pozitivne
bakterije: S. aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) i gram-negativne
bakterije: E. coli (ATCC 25925), K. pneumoniae (ATCC 700803), P. aeurigonsa (ATCC
27853) i Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), te na na klini¢ki rezistentne gram-
pozitivne sojeve: S. aureus rezistentan na meticilin (MRSA), S. aureus osjetljiv na meticilin
(MSSA) i E. faecium rezistentan na vankomicin (VRE) i gram-negativne klini¢ke sojeve: E.
coli, K. pneumoniae i P. aeruginosa rezistentne na f-laktamske antibiotike (ESBL, eng.
extended-spectrum S-lactamases), prema standardnoj metodi mikrodilucije kao S$to je
preporu¢eno u smjernicama Instituta za klini¢ke i laboratorijske standarde [227, 228], te je
odredena minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). Ispitivanje je provedeno u
mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica (Falcon 3077, Becton Dickinson Labware, New Jersey,
SAD) u kationskom (Ca** i Mg?) mediju Mueller-Hinton (Becton Dickinson i Co.,
Cockeysville MD, SAD) za mijeSanje. Raspon koncentracije ispitivanih spojeva iznosio je
256-0,25 pg/mL. Standardizirani pocetni inokulum pripremljen je izravnom metodom
suspenzije kolonija do konagnog inokuluma od 5 x 10°> CFU/mL kao §to je opisano (CLSI
M7-A7). Posude su inkubirane pri 35+2 °C preko noéi (16 do 20 h). Takoder, E. coli ATCC
25922 i P. aeruginosa ATCC 27853 posluzili su kao kontrola kvalitete u postupku
odredivanja MIC vrijednosti. MIC je odreden kao najniza koncentracija ispitivanog spoja koja
potpuno inhibira rast organizma u jazicama. Na ispitanim spojevima su zapazene MIC
"prate¢i" fenomeni [227-229]. Sva testiranja su provedena u triplikatu. Antibakterijska

ispitivanja provedene su u suradnji s doc. dr. sc. Domagojem Drenjacevicem s Katedre za
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mikrobiologiju i parazitologiju Medicinkog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u
Osijeku.

4.8.3. Antitripanosomska ispitivanja

Krvotok T. brucei (soja 221) kultiviran je u modificiranom Iscoveovom mediju, kako
je opisano [230], a tripanosomatski testovi izvedeni su pomocu mikrotitarskih ploca sa 96
jazica. Utvrdene su koncentracije spojeva koje inhibiraju rast od 50 % (ICsp) i 90 % (ICqp).
Paraziti su sub-kultivirani pri 2,5 x 10* mL?, ispitani spojevi dodani su u rasponu
koncentracija, a ploc¢e inkubirane pri 37 °C. Nakon 48 h dodan je resazurin, a ploce su
inkubirane daljnjih 16 h, te oCitane na uredaju Spectramax. Podaci su analizirani koristec¢i
GraphPad Prism. Svaka koncentracija ispitanih spojeva testirana je u triplikatu. Citotoksi¢nost
protiv stanica sisavaca takoder je odredena pomoc¢u mikrotitarskih plo€ica. Stani¢na linija
mioblasta §takora (L6) zasadena je pri 1 x 10* mL™ u 200 uL medija za rast koji sadrzi
razli¢ite koncentracije spojeva. Ploc¢e su inkubirane 6 dana pri 37 ° C 1 dodano je 20 uL
resazurina u svaku jazicu. Nakon daljnjih 8 h inkubacije, fluorescencija je odredena pomocu
Spectramax ¢itaca ploce, kao §to je gore navedeno. Antitripanosomska ispitivanja provedena
su u suradnji sa istrazivaCkom grupom prof. dr. sc. John M. Kelly-a, London School of
Hygiene and Tropical Medicine, Velika Britanija.

4.9. Ispitivanje interakcija odabranih spojeva s polinukleotidima
4.9.1. Polinukleotidi

Interakcije priredenih spojeva ispitane su koriStenjem sljedecih polinukleotida: polyG—
polyC, polyA—polyU (Sigma-Aldrich, St. Louis. USA), calf thymus ctDNA (Aldrich).
Polinukleotidi su otopljenu u BPE puferu (6,0 mM Na;HPQO,, 2,0 mM NaH,PO,4 i 1,0 mM
EDTA), | = 0,05 mol dm™; pH = 7,0). ctDNA dodatno je sonificirana i filtirana preko 0,45
mm filtera. Koncentracija polinukleotida odredena je spektroskopski kao koncentracija
nukleobaza [231].

4.9.2. UV/Vis spektroskopija

UV/Vis spektri snimljeni su na spektrofotometru Elmer Lambda 25. Apsorbancija je
odredena u kvarcnim kivetama duljine puta 1 cm. UV/Vis titracijama pra¢ene su promjene

spektara ispitivanih spojeva na valnim duljinama A= 220-450 nm, na kojima upotrebljeni
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polinukleotidi ne apsorbiraju UV/Vis zracenje. Mjerenja su provedena pri sobnoj temperaturi
u puferu BPE. Prvo se snimi UV/Vis spektar slijepe probe (0,999 mL BPE i 1 pL DMSO).
Zatim se snimi apsorpcijski spektar otopine ispitivanog spoja u kvarcnoj kiveti (c = 1 x 10°°
mol dm ) i dodaju alikvoti otopine polinukleotida u puferu BPE (1= 0,05 mol dm 3, pH= 7,0).
Nakon svakog dodatka promijesa se otopina i pri¢eka da se kompleks uravnotezi (2-3 min), te
se snimi apsorpcijski spektar. Koncentracija polinukleotida mijenja se u podru&ju od 10~ do
10* moldm™ i korigira za razrjedenje. Dobiveni podaci obradeni su u programu ORIGIN 9.0.
Konstante stabilnosti (Ks) i omjeri n ([vezani spoj]/[polinukleotid]) izra¢unati su prema
Scatchardovoj jednadzbi [232, 233].

4.9.3. Odredivanje promjene temperature meksanja (AT,)

Promjena temperature mekSanja ispitana je na Perkin Elmer Lambda 25
spektrofotometru u kvarcnim kivetama duljine puta 1 cm. Apsorbancija kompleksa
DNA/RNA polinukleotida s ispitivanim spojevima prac¢ena je na A = 260 nm u ovisnosti o
temperature (25-98 °C). Temperature “meksanja” odredene su kao tocke infleksije
temperaturnih krivulja na osnovu prve derivacije. Promjena temperature meksanja (ATp)
odredena je kao razlika temperature mekSanja kompleksa DNA/RNA-ispitani spoj i
temperature mekSanja slobodnog polinukleotida. Mjerenja su provedena pri omjerima r
(ispitivani spoj/polinukleotid) 0,1, 0,5 i 0,7 za ctDNA i 0,1, 0,3 i 0,5 za pApU. ATn
vrijednosti su odredene iz najmanje dva neovisna mjerenja s pogreskom +£0.5 °C. Dobiveni

podaci obradeni su u programu ORIGIN 9.0.
4.9.4. Cirkularni dikroizam (CD)

CD spektri snimani su na JASCO J-800 spektrometru. Titracijama su pracene
promjene u intenzitetu CD spektra polinukleotida (koncentracije 2 x 10° M) dodatkom
ispitivanog spoja u podrucju A= 220-450 nm. Mjerenja su provedena pri omjerima r ([ispitani
spoj}/[polinukleotid]) 0,1; 0,3; 0,5 i 0,7 na sobnoj temperaturi u BPE puferu (I= 0.05 mol
dm3, pH= 7). Sva mjerenja su provedena na sobnoj temperaturi, a podatci obradeni u
programu ORIGIN 9.0.
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4.10. In silico analize

Predvidanje potencijalnih bioloskih meta 1 farmakoloskih ucinaka provedeno je
primjenom web-servisa PASS (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php), koje se

temelji na identificiranju strukturnih znacajki karakteristi¢nih za aktivne spojeve [180].

Dostupne kristalne strukture apo i ko-kristalizirane kinaze p38-o s razli¢itim
inhibitorima preuzete su iz proteinske baze podataka, PDB (eng. protein data bank) [234,
235]. Kako bi se dobile kemijski razli¢ite i reprezentativne strukture, zbog velikog broja
raspolozivih kristalnih struktura (384 strukture), ligandi su grupirani po slicnosti Canvas i
protokolu za odredivanje Klastera [236,237]. Koristeni su ligandi sljede¢ih DFG-in Kristalnih
struktura: 3LFA, 3MW1, 4EH3, 4FA2, 4KIN, 4ZTH, 4R3C, 3ZSH, 3C5U, 3FMK, 3HP5,
3BX5, 3ZYA, 1272 i 3GFE, te reprezentativni ligandi sljede¢ih DFG-out Kkristalnih struktura:
3HV6, 3HEC, 3LFE, 3IW8, 3P79, 3D8&3, 3K3J, 3P5K, 3P7A, 3P7b, 3P7C. Koristene su
DFG-in konformacije s uo¢enim zakretanjem glicina (eng. Gly flip): 10UK, 10UY i 10VE i
2GTN, te 2YIW i 4KIN za DFG-out konformaciju. 1z PDB baze podataka su prikupljene
njihove 1Cso vrijednosti [238]. Metoda preklapanja molekulskih polja (eng. field based
alignment) bioaktivnih konformacija reprezentativnih liganada provedena je koriStenjem
programa Torch tvrtke Cresset [239]. Konformacijska analiza priredenih spojeva ispitana je s
fiksiranim PDB inhibitorima p38 MAPK u bioaktivnoj konformaciji. Molekulsko uklapanje
(eng. docking) provedeno je koristenjem Glide protokola [240-242] u programu Schroedinger
[243] uz dodatnu preciznost(XP). Metoda usmjerenih (eng. constrain) interakcija s
aminokiselinama zglobnog podruéja (eng. hinge region), Met109 i Gly110, koristena je uz
standardni protokol molekulskog uklapanja. Vezne konformacije dodatno su re-optimirane
Embrace protokolom i energija vezanja je odredena metodom MM-GBSA [244-246] te
pomocu polja sila OPLS3 s fleksibilnim aminokiselinama unutar veznog mjesta radijusa 5SA.

Sva farmakokineti¢ka svojstva odredena su u program ACD percepta.

Sve in silico analize provedene su u suradnji s prof. dr. sc. Sanjom KoStrun iz Fidelte.
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» Regioselektivnom Cu(l)-kataliziranom click reakcijom potpomognutom mikrovalnim
zraCenjem iz prethodno pripravljenih N-propargiliranih heterociklickih baza 1
odgovarajuceg azida sintetizirani su ciljani 1,4-disupstituirani triazoli halogeniranih purina
i purinskih izostera s razli¢itim arilnim supstituentima na 1,2,3-triazolnom prstenu (7-16,
21-28 i 35-49).

» Rezultati antitumorskog ispitivanja in vitro pokazali su da 7-deazapurinski derivat s 1-(4-
fluorfenil)-1,2,3-triazolnim supstituentom 21 selektivno djeluje na stanice karcinoma
debelog crijeva SW620 (ICs= 8,5 uM), dok je benzimidazolni derivat s 1-(4-klorfenil)-
1,2,3-triazolnim supstituentom 46 pokazao najizrazeniji i selektivan inhibicijski u¢inak na

karcinom pluc¢a ne-malih stanica A549 (1Cso= 0,79 uM).

» Dodatna bioloska ispitivanja pokazala su da su meta spoja 46 protein plazmatske
membrane GPLDL1 i receptori faktora rasta PDGFR i IGF-1R $to je povezano s inhibicijom
stani¢ne proliferacije i indukcijom apoptoze posredovane p38 MAP kinazom i
transkripcijskim faktorom NF-«xB.

» In silico analizom molekulskog uklapanja potvrdeno je da je p38 MAP-kinaza potencijalna
meta hibrida benzimidazola 46. Kompleksi spoja 46 s neaktivnom konformacijom (DFG-
out) enzima i liganda 3D83 i liganda 2GTN s zakrenutim Gly 110 imaju sli¢nu stabilnost,
te je inhibitorna aktivnost spoja 46 procijenjena ispod 100 nM.

» Priredeni su mono-6-klor-7-deazapurini s alkilnim (52, 53), arilnim (53-59) i
sulfonamidnim (60-62) supstituentima vezanim za C-4 polozaj triazolnog prstena,
nesimetri¢ni pseudopurini (64-68) i simetri¢ni 6-klor-7-dezapurini povezani fenilnom
premosnicom (69, 70). Click reakcija azidoetilnog 7-deazapurina 51 s odgovaraju¢im
terminalnim alkinima provedena je mikrovalovima potpomognutom reakcijom u
katalitickom sustavu CuSQO,4/Cu(0).

» Selektivno antitumorsko djelovanje na stanice karcinoma vrata maternice HelL.a pokazali su
mono-6-klor-7-deazapurinski derivat 58 (ICsp= 9,5 uM) i nesimetri¢ni pseudopurinski
dimer 68 (ICso= 5,3 uM), dok je bis-6-klor-7-deazapurinski derivat 70 pokazao snazan
inhibitorni u¢inak na stanice karcinoma gusterace CFPAC-1 (ICso= 0,95 uM).

» Dodatna bioloska ispitivanja Aneksin V testom pokazala su da spoj 70 inducira kasnu

apoptozu i primarnu nekrozu u stanicama CFPAC-1, povezanu sa znacajn0 Smanjenom
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ekspresijom proteinskih kinaza CDKO9/ciklin T1, p38 MAPK i c-Raf. Antitumorska
aktivnost spojeva 58 i 68 takoder je povezana sa smanjenjem ekspresije CDK9/ciklin T1 u
HelLa stanicama, dok je spoj 58 pokazao smanjenje ekspresije p38 MAPK.

» Click reakcijom pripravljeni su mono- i bis-triazolni 6-supstituirani purini (77a-88a, 78b i
79b) i 7-deazapurini (99a—106a, 99b—101b, 104b, 105b, 109a, 111a i 109b-111b) s p-
dimetiloksifenilom,  p-dimetiloksibifenilnom,  propilenskom i  dimetileterskom
premosnhicom. U svrhu optimiranja reakcijskih uvjeta 1,3-dipolarna cikloadicija
odgovarajucih purinskih (90, 92, 97 i 98) i deazapurinskih azidoetilnih derivata (51) s bis-
alkinima (73-75) provedena je u razli¢itim reakcijskim uvjetima. Primjenom CuSO,/Cu(0)
katalitiCkog sustava u click reakciji potpomognutom ultrazvuénim valovima dobiveni su
isklju¢ivo bis-triazolni derivati, te je vrijeme reakcije u odnosu na klasi¢nu sintezu

smanjeno s 5 danana 1,5 h.

» Reakcijom supstitucije s piperidinom i pirolidinom potpomognute mikrovalnim zrac¢enjem
bis-triazolni-6-klor-7-deazapurini (77a—80a) prevedeni su u odgovarajuée piperidinske
(81a—84a) i pirolidinske analoge (85a-88a).

» U reakciji brometilnog 6-klorpurina (89) s natrijevim azidom doSlo je do neZeljene
supstitucije klora u poloZaju 6 purinske jezgre. Stoga je predlozen drugi sintetski put u
kojem je 6-klorpurinska baza u prvom stupnju prevedena u odgovarajuce piperidinske i
pirolidinske baze (93 i 94), sto je omogucilo pripravu odgovaraju¢ih azidoetilnih analoga
(971 98).

» Azidoetilni adeninski derivat (92) pokazao je izuzetno slabu reaktivnost u click reakciji s
odabranim bis-alkinima, te su uspjesno priredeni hibridi s p-dimetiloksifenilom (109a) i
dietil-eterskom (111a) premosnicom u izuzetno slabom iskoristenju (11 % i 8 %), dok je u

reakciji s hepta-1,6-diinom dobiven isklju¢ivo mono-triazolni produkt 110b.

» Usporedivanjem odnosa antitumorske aktivnosti i strukture priredenih spojeva utvrdeno je
da bis-triazolni spojevi s alifatskim premosnicama (79a, 80a, 87a, 88a, 101a, 102a, 105a i
106a) ne pokazuju antitumorsko djelovanje, dok su spojevi s p-dimetiloksibifenilnom
premosnicom (78a, 78b, 100a, 100b, 104a i 140b) pokazali najizrazeniju inhibiciju rasta
tumorskih stanica. Medu priredenim mono-triazolnim 6-supstituiranim purinima i 7-
deazapurinima antitumorsku aktivnost su pokazali samo spojevi s p-dimetiloksibifenilnom

premosnicom 78b, 100b i 104b. Najsnaznije djelovanje pokazao je 6-klor-7-deazapurinski
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derivat 78b, koji je inhibirao rast tumorskih stanica HeLa (ICso= 0,98 uM) i CFPAC-1

(ICs50= 0,79 uM) u nanomolarnom podrucju.

» Zamjenom fenilne premosnice izmedu triazolnih jezgri 6-klor-7-deazapurinskih derivata
(69 i 70) s p-dimetiloksifenilnom (77a), p-dimetiloksibifenilnom (78a), propilnom (79a) i
dimetil-eterskom (80a) premosnicom smanjeno je antiproliferativno djelovanje.

» Sintetizirani su 2-aril-supstituirani 5(6)-amidinobenzimidazoli 125a-133a, 125b-134b,
125¢-134c, nesupstituirani benzimidazol 127d i 5(6)-klorbenzimidazol 127e, kao i
amidino-supstituirani benzimidazoli direktno povezani (141, 142) i povezani preko
etilenske premosnie (143) za triazolni prsten. Benzimidazoli su priredeni ciklizacijom

odgovarajucih triazolnih aldehida i o-fenilendiamina (124a—124e).

» 4-(1,2,3-triazol-1-il)benzaldehidi (114-122) priredeni su click reakcijama potpomognutim
mikrovalovima i ultrazvukom, pri ¢emu su ultrazvukom potpomognutim reakcijama

priredeni ciljani produkti u boljem iskoristenju.

» lIspitani spojevi iz serije 2,5(6)-disupstituiranih hibrida benzimidazola pokazali su izrazeno
antitumorsko  djelovanje. Usporeduju¢i odnos strukture priredenih spojeva s
antitumorskom aktivnos¢u moze se =zakljuCiti da najznacajniji doprinos na
antiproliferativno djelovanje imaju supstituenti u N-1 poloZaju triazolnog prstena. Atomi
halogena u para polozaju fenilnog prstena znacajno doprinose povecanju antitumorske
aktivnosti. Imidazolinilni supstituent u polozaju C-5(6) benzimidazolne jezgre takoder je

povecao antitumorski u¢inak.

» Spojevi 127b i 132c pokazali su selektivno i izrazeno antitumorsko djelovanje inhibirajuéi
rast karcinom plué¢a ne-malih stanica u nanomolarnom podrucju (127b, ICso= 0,05 uM;
132c, 1Cs0= 0,07 uM). Dodatna bioloska ispitivanju su provedena kako bi se utvrdio
mehanizam njihovog djelovanja. Spoj 132c inducirao je smanjenje aktivnosti p53 u A549
Sto je povezano s nizvodnom regulacijom enzima TGM2, CDKO9/ciklin T1 i p38 MAPK,
dok je spoj 127b smanjio aktivnosti SK1 i p38 MAPK.

» Provedena je analiza in silico moguc¢ih interakcija spojeva 127b i 132¢ s bioloSkom metom
p38 MAPK. Sve predvidene inhibitorne vrijednosti spojeva 127b i 132c su u
koncentracijskom podrucju ispod 100 nM, pri ¢emu su oba spoja pokazala slican nacin

vezanja i najsnazniju aktivnost u DFG-out formi s ligandom 3D83.
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> Ispitane su moguce interakcije 5(6)-amidino-supstituiranih benzimidazola 125a-133a,
125b—133Db, 125¢c-133c s ctDNA i dsRNA (pApU i pCpG).

» Prema rezultatima ispitivanja interakcija s ctDNA i dsRNA, UV/Vis titracijama,
promjenom temperature meksSanja i CD spektroskopijom, moze se zakljuciti da, osim N-
izopropilamidinskih derivata 126b, 127b i 129b, uvodenje halogenog supstituenta u para
polozaj fenilnog prstena vezanog za N-1 polozaj triazola dovodi do gubitka interakcija s
odabranim polinukleotidima. Vezanje u mali utor ctDNA utvrden je kao dominantan nacin
vezanja. Spojevi 130a—130c s p-metoksifenilnim supstituentom u N-1 poloZzaju triazolnog

prstena pokazao je veéi afinitet prema polinukleotidima RNA (pApU i pCpQG).

» Spojevima 125a-125c, 130a-133a, 130b-133b i 130c-133c ispitano je in vitro
antibakterijsko djelovanje na gram-pozitivne bakterije S. aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), gram-negativne bakterije, i E. coli (ATCC 25925),
K. pneumoniae (ATCC 700803), P. aeurigonsa (ATCC 27853) i Acinetobacter baumannii
(ATCC 19606), kao i antitripanosomsko djelovanje.

» Spojevima koji su pokazali antibakterijsku aktivnost MIC < 256 mg/L ispitano je
djelovanje na klinicki rezistentne gram-pozitivne sojeve: meticilin-otporne S. aureus
(MRSA), meticilin-osjetljive S. aureus (MSSA) i vankomicin-otporne E. faecium (VRE) i
gram-negativne klinicke sojeve otporne na f-laktamske antibiotike (ESBL) E. coli, K.

pneumoniae i P. aeruginosa.

» N-izopropilamidino-supstituirani benzimidazoli 125b, 130b-133b pokazali su najsnazniju
aktivnost protiv rezistentnog soja MRSA, a spoj 125a najsnazniju inhibitornu aktivnost
protiv gram-negativnih rezistentnih sojeva E. coli (ESBL) i K. pneumoniae, snazniju od

referentnih antibiotika ceftazidima i ciprofloksacina.

> lz rezultata antitripanosomskog djelovanja moze se zakljuciti da je p-metoksifenilni
supstituent u N-1 polozaju triazolnog prstena kljuan za povecanu aktivnost protiv T.
brucei. Spojevi 130a-130c koji pokazuju najznacajnije antitripanosomsko djelovanje,
snaznije od referentnog nifurtimoksa. Ti spojevi posjeduju takoder veci afinitet prema
polinukleotidima RNA (pApU i pCpG) u odnosu na ctDNA.
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» Priredeni su 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi benzimidazola kao modificirane
strukture predvodnog spoja 132c kako bi se dobili spojevi s boljim farmakokineti¢kim

svojstvima i inhibitornom aktivno$¢u u konformaciji DFG-out enzima p38 MAPK.

» Usporedbom strukturnih svojstava odredenih in silico metodom i definiranih s pravilima
Lipinskog (R05), vidljivo je da spoj 163 odstupa od grani¢nih vrijednosti. In silico
predvidanja ADMET svojstva priredenih 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituiranin hibrida
benzimidazola ukazuju da su strukturnim modifikacijama spoja 132c priredeni analozi s
boljim farmakokineti¢kim svojstvima. Spojevi 165, 173a i 173b posjeduju najbolja
ADMET svojstva.

» Analizom in silico molekulskog uklapanja mogucih interakcija 5(6)-(2-imidazolinil)-
supstituiranih hibrida benzimidazola najbolje energije vezanja pokazali su spojevi 161,
163, 154, 155 i 172c, a predvideno je da svi 5(6)-(2-imidazolinil)-supstituirani hibridi
benzimidazola 153-155, 161-163, 165, 171a-175a, 171b-175b i 171c-175c inhibiraju
p38 MAP kinazu s aktivnos¢u ispod 100 nM.
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Prilog 1. 2D NMR spektri spoja 14
a)

C13 (ppm)

H2 ' CH," | CH:
HB\ HS - Hg" QJ Ha"
H6"
| I 1 Al
r0
r10
r20
1 r30
— 540,10, 40
S 50
r60
70 £
] o
r80 £
90 =
{6.76,102.29} “
] N {5.55,109.00} 100
(6.80,112.92, p S F110
(8.30,124.16}\ {7.64,125.77} r120
— r130
E r140
— {8.96,151.02} 8.82,151.55
\ / ' 150
r160
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
H1 (ppm)
H2 ' CH," | CH2
H8 Ho He" .
A | ‘ H5" H6" H3
| i J
r30
%g r40
{5.55,49.28) CH,"

. N 50
r60
r70
r80
90

{6.81,102.51} C8"
" r100

3 (6.31,100.29)  {5.87,109.28) C42

— 16.75,113.05}4 F110
E ce" ¥ 16.75,109.20} {5.55,109.24}
{8'96'122'04}\) C5 {5.87,124.38}, . §5.85,124.30} F120

T ' C5'
r130

_; {8.31,143.23; C4' car {5.85,143.24}, +140

{7.64,150.28}, {5.85,151.22} ,5.87,150.33}
— ey {7.63,155.01 {6.76,154.95} c8 r150
E \ N\ C8a" (5.55.159.87)
{8.97,161.61} {7.63,161.64% ° 16.75,161.67} : 160
3 c4 S Ner c2"
18.81,161.58}
170

10.5 10.0 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 4.0
H1 (ppm)

Slika p-1. *H-*C HSQC NMR (a) i *H-*C HMBC NMR (b) spektri spoja 14.
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Prilog 2. Interakcije vezanja 3GFE strukture sa spojem 46

a) 3GFE b) 46-3GFE kompleks

c)

Slika p-2. Interakcije vezanja: 3GFE strukture s purinskim ligandom (a). Interakcije spoja 46
u 3GFE proteinskoj strukturi (b) Struktura spoja 46 unutar aktivnog mjesta 3GFE proteinske

strukture (c).
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Prilog 3. Ispitivanje interakcija s polinukleotidima

Slika p-3. UV/Vis spektri titracija ispitivanih spojeva s polinukleotidima
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OZNAKE | KRATICE

AChE acetilkolin-esteraza

AcCoA acetil-koanzim A

ADMET apropcija, distribucija, metabolizam, izlu¢ivanje i1 toksi¢nost
AR adenozinski receptor

Asp asparaginska kiselina

AST aril-sulfon-transferaza

ATP adenozin-trifosfat

BTK Burton-tirozin-kinaza

CAMP ciklicki adenozin-monofosfat
CD cirkularni dikroizam

CDK kinaza ovisna o ciklinu

c-di-GMP cikli¢ki di-gvanozin-monofosfat

cGMP ciklicki gvanozin-monofosfat

CLK CDC-sli¢ne kinaze

CK kasein-kinaza

CmMvV citomegalovirus

CuAAC azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom

CYP citokrom P450

DFG Asp-Phe-Gly aminokiselinski motiv u veznom mjestu ATP-a
DFG-in aktivna konformacija protein-kinaze

DFG-out ne-aktivna konformacija protein-kinaze

DIPEA N,N-diizopropiletilamin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

CtDNA deoksiribonukleinska kiselina izolorana iz timusa teleta
EGFR receptor epidermalnog faktora rasta

ekv. ekvivalenta

ERK kinaza regulirana izcanstani¢nim signalima

EtsN trietilamin

EtOH etanol

ESBL rezistentnost na p-laktamske antibiotike



OZNAKE | KRATICE

FAD
Glu
Gly
GSK
GTP
GPLD1
HMBC
HOACc
HOMO
HSP
HSQC
HSV
ICso
1Cq0
IGFR
IPK
JAK
JNK
log D
log P
LUMO
MAAC
MAO
MAPK
MCR
MEK
MeOH
Met
MM-GBSA
M;
MRSA
MSSA
MW

flavin-adenin-dinukleotid

glutaminska kiselina

glicin

glikogen-sintaza

gvanozin-trifosfat

glikozil-fosfatidil-inozitol specifi¢na fosfolipaza D1
eng. heteronuclear multiple bond correlation
octena kiselina

najvisa popunjena molekulska orbitala

protein toplinskog Soka

eng. heteronuclear single quantum correlation
herpes simpleks virus

koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibiciju rasta stanica
koncentracija koja uzrokuje 90 % inhibiciju rasta stanica
receptor faktora rasta slican inzulinu
inozitol-fosfat-kinaza

Janus-kinaza

c-Jun N-terminalna kinaza

distribucijski koeficijent

particijski koeficijent

najniZa ne popunjena molekulska orbitala
azid-alkin cikloadicija katalizirana metalima
monoamino-oksidaza

kinaza aktivirana mitogenom

mutikomponentna reakcija

MAPK kinaza

metanol

metionin

eng. molecular mechanics generelized surface area
molekulska masa

S. aureus rezistentan na meticilin

S. aureus osjetljiv na meticilin

mikrovalno zracenje



OZNAKE | KRATICE

NAD nikontinamid-adenin-dinukleotid
NF-«xB nukleinski faktor xB

NiAAC azid-alkin cikloadicija katalizirana niklom
NMR nuklearna magnetska rezonancija
PARP poli-(ADP-ribozna)-polimeraza
pApU poliA-poliU

pCpG poliC-poliG

PDE fosfodiesteraza

PDGFR receptor faktora rasta deriviran iz trombocita
Phe fenilalanin

pol polimeraza

PPB vezanje za proteine plazme

Raf kinaza brzo rastucih fibrosarkoma
RNA ribonukleinska kiselina

dsRNA dvolancana ribonukleinska kiselina
miRNA mikro-ribonukleinska kiselina

Ro5 Lipinskijevo pravilo 5

SK1 sfingozin kinaza 1

ST sulfontransferaza

s.t. sobna temperatura

TAR protein trans-aktiviraju¢eg podrucja
t-BuONO tert-butil-nitrit

TGM2 transglutaminaza 2

Thr treonin

TK tirozin-kinaza

TMSN3 trimetilsilil azid

ATm promjena temperature meksanja
TPSA ukupna polarna povrSina

UsS ultrazvuéno zracenje

UV/Vis ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija
VEGFR receptor vaskularnog endotelijalnog faktora rasta
VRE E. faecium rezistentan na vankomicin

VzZV varicela zoster virus
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