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SAZETAK RADA
Sinteza i bioloska ispitivanja novih 4-alkil-1,2,3-triazolnih derivata

benzimidazo[l,2-a]kinolina

Cilj ovog diplomskog rada bila je sinteza novih 4-alkil-1,2,3-triazolnih derivata
benzimidazo[1,2-alkinolina s potencijalnim bioloSkim djelovanjem s posebnim naglaskom na
antitumorsko djelovanje. U tu svrhu provedena je sinteza spojeva 2-10 koji u svojoj strukturi
strukturu mnogih lijekova. Ciljani spojevi su pripremljeni reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije
uz Cu(l), kao katalizator. Sinteza je provedena uz nastajanje azidnog derivata benzimidazol[1,2-
alkinolina (spojevi 2, 71 9 ) iz kojih su reakcijom uz Cu(OAc), kao katalizator i metanol s
razli¢itim alkinima dobiveni 4-alkil-1,2,3-triazolni derivati benzimidazo[1,2-a]kinolina, ¢ija
sinteza predstavlja krajnji cilj ovog rada. Strukture svih novopriredenih spojeva potvrdene su

spektrima 'Hi °C NMR.

Kljucne rijeci: benzimidazo[1,2-aJkinolin, benzimidazol, klik kemija, 1,3-dipolarna cikloadicija,

1,2,3-triazol.



SUMMARY
Synthesis and biological evaluation of new 4-alkyl-1,2,3-triazolyl substituted
benzimidazo[1,2-a] quinolines

The aim of this work was the synthesis of novel 4-alkyl-1,2,3-triazolyl substituted benzimid-
azo[1,2-a] quinolines with potential biological activity with special emphasis on the antitumor
activity. The synthesized compounds 2—10 contain in their structure the triazole, benzimidazole
and quinoline ring, which alone or in combination are building blocks of many known drugs.
The target compounds were prepared by 1,3-dipolar cycloaddition reaction with Cu(I), as a cata-
lyst. Firstly, the synthesis of azide derivatives of benzimidazo[1,2-a]quinoline (compounds 2, 7
and 9) was carried out that subsequently with various terminal alkynes in the presence of
Cu(OAc); gave 4-alkyl-1,2,3-triazolylbenzimidazo[1,2-a]quinolones, as target compounds. The

structures of all newly synthesized compounds were confirmed by 'H- and ?C-NMR spectrosco-

py.

Key words: benzimidazo[1,2-a]quinoline, benzimidazole, click chemistry,1,3-dipolar cycloaddi-

tion, 1,2,3-triazole.



POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU:

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ctDNK (cirkuliraju¢a tumorska DNK) — polinukleotid iz timusa teleta

dsDNK — dvostruka uzvojnica DNK

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

ECs (eng. effective concentration) — koncentracija spoja koja rezultira 50%-tni citostatski u¢inak
ITU — infekcija urinarnog trakta

CNS - sredi$nji ziv€ani sustav

UV (eng. ultraviolet) — ultraljubicasto zracenje

UV/VIS (eng. ultraviolet-visible) — ultraljubicasta vidljiva spektroskopija

HIV — virus humane imunodeficijencije

TLC — tankoslojna kromatografija
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1. UVOD

S obzirom da se medicinska kemija bavi kemijskim promjenama u organizmu moze se
smatrati nekom vrstom primijenjene biokemije. Zadaca medicinske kemije je dizajnirati i
pripremiti farmakoloski aktivne supstance odnosno lijekove za lijecenje i prevenciju bolesti kod
ljudi i Zivotinja.' S obzirom na poveéanu pojavu razli¢itih vrsta karcinoma raste potreba Govjeka,

za otkrivanjem novih spojeva s citostatskim djelovanjem.

Karcinom (rak) razara strukturu i normalno funkcioniranje tkiva Covjeka i zivotinja.
Tocan uzrok raka jo$ nije utvrden, medutim poznate su Cinjenice da razliCite zaraze i1 vanjski
¢imbenici poput zraCenja i kemijskih tvari mogu izazvati preobrazbu normalnih stanica u

, . 2
zlo¢udne tvorevine.

S ciljem otkrivanja novih lijekova u ovom slucaju citostatika, raste broj objavljenih
znanstvenih radova i obujam istrazivanja usredotoen na razrjeSavanje osnova djelovanja
lijekova koji se vezu za DNK, odredivanje prirode DNK, otkrivanje mogu¢ih uzroka promjena
DNK pod utjecajem okoliSa te moguénost kontrole osnovnih funkcija DNK radi primjene u

dijagnostici te genskoj terapiji.’

Lijekovi ulaze u reakciju s molekulom DNK putem kovalentnih i nekovalentnih
interakcija. Govorimo li o kovalentnom vezanju lijeka za DNK govorimo o kompletnoj inhibiciji
funkcija DNK, §to dovodi do smrti stanice. Nekovalentno vezanje lijeka za DNK je reverzibilno 1
znatno pozeljnije od kovalentnog, uzimajuéi u obzir metabolizam lijeka i potencijalno toksi¢no
djelovanje. Jedan od glavnih principa kemije DNK je molekularno prepoznavanje §to predstavlja
proces pri kojemu molekule selektivno prepoznaju jedna drugu. Molekulsko prepoznavanje
obuhvaca nekoliko tipova interakcija: elektrostatske interakcije, Van der Walsove i vodikove

veze. Stabilnost odredenog lijeka ovisi o intenzitetu tih interakcija.*



Opéenito, male se molekule vezu s molekulom DNK na 3 nacina (slika 1):
1) elektrostatsko vezanje izmedu kationskih vrsta i negativno nabijene fosfatne skupine DNK
2) vezanje u utore DNK Van der Walsovim silama ili vodikovim vezama
3) interkalacijsko vezanje lijeka izmedu parova baza.

Osim toga, postoji moguénost kombinacije interkaliranja s vezanjem u mali utor DNK, pri ¢emu

molekula koja se veze sadrzi skupine koje interkaliraju i skupine koje se vezu u mali utor DNK.

Slika 1. Nagini vezanja s molekulom DNK’

U pronalasku farmakoloski aktivnih supstanci s antitumorskim djelovanjem veliku
vaznost imaju heterocikli¢ki spojevi, koji su prisutni u gotovo svim strukturama lijekova koji se
nalaze u razli¢itim fazama klini¢ke upotrebe.® U novije vrijeme sve vise i vise raste interes za
proucavanjem spojeva i otkrivanjem novih derivata benzimidazola koji se zbog svoje bioloske
aktivnosti i mogucnosti interkalacije u molekulu DNK te sli¢nosti sa purinom upotrebljavaju kao
farmakologki aktivne supstance.” S obzirom da je meta veéine supstanci s antitumorskim
djelovanjem molekula DNK, nastoje se razviti lijekovi koji su selektivni s obzirom na mjesto
vezanja na dvostruku uzvojnicu DNK. Od izuzetne vaznosti je da potencijalni citostatik bude

selektivan prema tumorskim stanicama u odnosu na normalne stanice, da je toksican u §to manjoj



mjeri, vazno je poznavati njegova fizikalna i kemijska svojstva, te nacin i mehanizam vezanja za
molekulu DNK.* Vezanje molekule lijeka s DNK predstavlja kljuéan faktor za ispitivanje

aktivnosti molekule kao potencijalnog citostatika.’

Imaju¢i na umu kako su 1,2,3-triazolni prsten te benzimidazolni i kinolinski prsten
sastavni dio strukture mnogih lijekova cilj ovog istrazivanja je bio prirediti 4-alkil-1,2,3-triazolne

derivate benzimidazo[ 1,2-a]kinolina kako bi se ispitala njihova bioloSka aktivnost.
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2. OPCI DIO

2. 1. Benzimidazol: struktura, svojstva i osnovne metode za sintezu benzimidazola

Benzimidazol pripada skupini benzazola’ odnosno heterociklickih aromatskih spojeva

(slika 2) sastavljenih od peteroclanog prstena s dva dusikova atoma koji ¢ine imidazolni prsten

D

Slika 2. Struktura benzimidazolnog prstena

kondenziran na aromatsku benzensku jezgru.'’

Benzimidazol je kristalini¢an spoj, slabo topljiv u vodi, a vrlo dobro topljiv u organskom
otapalu poput etanola. U odnosu na imidazol (slika 3) neSto je manje bazi¢an sa konstantom pK

baze u vrijednosti od 5,68.

/ N
N)
H
Slika 3. Imidazolni prsten

Supstituirani benzimidazoli pokazuju anularnu tautomeriju (slika 4).""

R N R i
T =115
u N

R R
N N
) — )
N N

Slika 4. Anularna tautomerija supstituiranih benzimidazola



Interes za prou¢avanjem benzimidazola potjece jos iz 40-ih godina proslog stolje¢a’ kada
je njegova struktura potvrdena u mnogim prirodnim spojevima od kojih se najviSe isti¢e njegova
struktura u N-ribozildimetilbenzimidazolu gdje sluzi kao aksijalni ligand atomu kobalta u
vitaminu By, (slika 5).

H,NOG

R = 5'-deoksiadenosil, Me, OH, CN

Slika 5. Struktura vitamina B,

Benzimidazol i njegovi derivati osobito su vazni za podru¢je farmacije i medicine s
obzirom da pokazuju antimikrobnu, antiparazitsku, antiviralnu i antitumorsku aktivnost.'”

Benzimidazol je prvi sintetizirao Hoebrecker 1872. redukcijom 2-nitro-4-metilacetanilida
na koji su bile vezane dvije metilne skupine na drugom i petom te drugom i Sestom mjestu (slika

6).



N02 Sn NH2 -H20
oL —
HCI NHCOCH;

NHCOCH;

Slika 6. Hoebrecherova sinteza benzimidazola

Benzimidazoli se jo§ mogu dobiti 1 iz o-fenilendiamina u reakciji sa karboksilnim kiselin-
ama, koji se lako dalje pretvara u odgovarajuci benzimidazol pod utjecajem topline. Kao produkt

reakcije se dobivaju 2-supstituirani benzimidazoli u vrlo visokim prinosima (slika 7).

NH, N
+ RCOOH —» @[ YT+ 2HO
NH; NH

Slika 7. Reakcija dobivanja benzimidazola iz o-fenilendiamina

Umjesto karboksilnih kiselina za sintezu benzimidazola mozemo koristiti i dibazi¢ne
kiseline. Tim na¢inom sinteze benzimidazola koristio se Fischer 1905. godine provodeci sintezu
benzimidazola reakcijom o-fenilendiamina s viskom kiseline uz zagrijavanje. Kada se 2 ili vise
molova o-fenilendiamina se zagrijavaju s 1 molom dibazi¢ne kiseline kao produkt reakcije u

L . v . . .. . . 10
vedini slucajeva su bisbenzimidazoli (slika 8).



N

NH, CHo D
C[ +  (CH2W(COOH) — @ ' N
H

NH,
Slika 8. Reakcija dobivanja bisbenzimidazola reakcijom o-fenilenamina s dibazi¢nim kiselinama

Metodu je dvadeset i tri godine kasnije modificirao Philips uvodenjem postupka u
kojemu dolazi do refluksa s mono-bazi¢nom i o-fenilendiaminom kiselinom u 4 N klorovodi¢noj
kiselini. Nedostatak metode bio je nemoguénost primjene aromatske monobazne kiseline.

Nadalje, benzimidazol mozemo dobiti i redukcijom iz aciliranih o-nitroanilina. Ako u
reakciji koristimo N-supstituirane acilirane o-nitroaniline tada kao produkt dobivamo 1-
supstituirane benzimidazole. Kao primjer mozemo dati dobivanje 1,2,5- trimetilbenzimidazola

redukcijom N-metil-2-nitro-4-metilacetanilida (slika 9).'" '?

NO2 oy HsC N
O el
NCOCH; N
! HCI ‘
CH3 CH3
Slika 9. Dobivanje 1,2,5- trimetilbenzimidazola redukcijom N-metil-2-nitro-4-metilacetanilida

Benzimidazol tvori dvije tautomerne strukture (slika 10).

3
4 3 4
5 H
5 N N
ve=—m (10
6 N 6 N
7 1 7 1

Slika 10. Tautomerne strukure benzimidazola

Dusik na koji je vezan vodikov atom moze se alkilirati ili acilirati, dok se drugi dusikov atom

mozZe samo protonirati.'’



Benzimidazol ima velik znacaj u farmaciji i medicinskoj kemiji posebice zbog svoje sli¢nosti sa

purinom zbog Cega se derivati benzimidazola koriste kao antibiotici.’

2. 2. Antimikrobna svojstva benzimidazola

Godine 2002. objavljen je rad na temelju provedenih ispitivanja na Institutu za kemiju u
Poljskoj gdje se ispitivala antibakterijska i antiprotozoalna aktivnost nitro i halogeno-

supstituiranih benzimidazolnih derivata (slika 11).

O,N N i
2 R N
N 2
PN T e
O,N N Rj N
R H
R=CH2CH2N(CH3)2 R1=R2,R3=H, R4=CH20H2N(CH3)2
R=CH,CH,N(C3Hs), R,R3=H,R,=COOH
/ \ Cl
HzCHzC_N O

Slika 11. Nitro 1 halogeno-supstituirani benzimidazolni derivati istraZeni na

Institutu u Poljskoj

Neki od tioalkilnih derivata pokazali su izvanrednu aktivnost u borbi protiv bakterije roda
Stenotrophomonas malthophilia koja je uzro¢nik meningitisa, pneumonije, ITU i infekcije rana,
&ija je pojava esta u bolni¢kim uvijetima.'*'*

Nadalje, ispitivala se antibakterijska aktivnost derivata benzimidazola protiv Bacillus
subtilis, Escherichie coli, Candide albicans, Aspergillus niger i Aspergillus flavus. Testirani
derivati prikazani su na slici 12. Derivati su pokazali ve¢u ucinkovitost u borbi protiv gram-

pozitivnih bakterija. Jaki lipofilni karakter molekula igrao je bitnu ulogu u antibakterijskoj

aktivnosti.

10



N
@i \>/CH3 CeHs, 4-Br CgHs, 2-C1 Cg H,
N ON-N AT R= 4-C¢Hj, 2-OCH;C¢H,, 4-OCH;C¢H,,

(G ol 2-OHC¢H,, 4-OHCH,

Slika 12. Testirani derivati benzimidazola protiv Bacillus subtilis, Escherichie coli, Candide al-

bicans, Aspergillus niger i Aspergillus flavus

Kod 2-tiohalogenonitrofenil benzimidazolnih derivata (slika 13) testirana je antifugalna
aktivnost prema Helmithosporium sativum, A. niger 1 Fusarium oxysporum metodom germini-

zacije spora. Zabiljezen je postotak inhibicije spora kod 10 ppm-a.
N
S—sR
NH
Slika 13. 2-tiohalogenonitrofenil benzimidazolni derivati kojima je testirana antifugalna
Aktivnost
Ghoneim 1 tim istrazivaca proveli su sintezu 2-[(4-aminofenil)sulfonil] derivata
benzimidazola testiraju¢i antimikrobnu aktivnost analiziranih spojeva protiv E. coli koriste¢i

agar difuzijsku metodu. Svi testirani 2,4-diaminofenilsulfonil i 4-amino benzimidazolni derivati

pokazali su antimikrobnu aktivnost (slika 14)."2

H

N 9 —R

=S\ 7

N O
R=4-NH,, 2,4-diNH,

Slika 14. 2-[(4-aminofenil)sulfonil] derivati benzimidazola

11



U nesto novije vrijeme 2016. godine objavljen je joS jedan rad u kojemu je opisana
sinteza metalnih kompleksa benzimidazola baziranih na fenilsulfonamidima (slika 15) te je

ispitana njihova antimikrobna aktivnost.

(0]
- - R
NH o-fenilenediamin
S ksilen N // S \\
N\ R= < o)
o/ 7o “<L o
H
M(acetat),
MeOH/H,0

[MLy(H,0),]  n=2 M=Mn?2
n=0 M=Co 3, Ni 4
Cu5,Zn6

Slika 15. Sinteza metalnih kompleksa benzimidazola baziranih na fenilsulfonamidima

Ispitivanje je provedeno na metalnim kompleksima Mn(II), Co(II), Ni(Il), Cu(Il) i Zn(Il) i
ispitana je antimikrobna aktivnost analiziranih spojeva na 6 vrsta bakterija (Micrococcus luteus,
Bordetella bronchiseptica, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogens,
Escherichia coli) 1 gljiva (Mucor species, Aspergillus nigar, Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Alternaria species, Fusarium solani) koriste¢i agar disk difuzijsku metodu.

Rezultati su pokazali da najvecu antimikrobnu aktivnost pokazuju metalni kompleksi kobalta i
cinka. Antibakterijska aktivnost spojeva moZe se usporedit s koriStenim antibakterijskim

lijekovima, dok su svi spojevi pokazali negativan rezultat u borbi protiv gljivica."’

2. 3. Antivirusna svojstva benzimidazola

V. K. Pandey, A. Shukla objavili su rad na temelju istrazivanja provedenog u Indiji 1999.
godine gdje su proveli sintezu izokinonil benzimidazola i ispitivali njihovu biolosku aktivnost.
Neki od sintetiziranih spojeva 7-(arilamidoalkil)-3,4-difenil-izokinolinil-[1,5-c]-benzimidazola

(slika 16) testirani su in vivo protiv virusa influence.

12



R=H, R'=salicilamido

Slika 16. 7-(arilamidoalkil) -3,4-difenil-izokinolinil- [1, 5-c] —benzimidazoli testirani protiv

virusa influence in vivo

Od ispitanih spojeva najveéu antivirusnu aktivnost pokazao je derivat izokinonil benzimidazola s

nikotinamidnom skupinom.'®

Nadalje, K. StarCevi¢ 1 ostali suradnici proveli su sintezu serije 2-supstituiranih-5-
amidino-benzimidazola (slika 17) koji sadrze amidino supstituent na C-5 polozaju benzimidazol-

nog prstena i razlic¢itu heterociklicku jezgru na C-2 mjestu te su ispitali njihovu antivirusnu i an-

titumorsku aktivnost.

NH, N
/©i ' OHC\H1 /CE />_R1
EtOH(abs) R N

Rz NH> 2
p-benzokinon
H o
N M Q B NH,Cl
R1= l\'lr Vs /(:) | P R2= K.
H CH, x NH,'CI’
o 0 [ A
N N AN
n CH, N H
N
Wl 3 S ~
N N N
CH,

Slika 17. 2-supstituirani-5-amidino-benzimidazoli
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Testirana je aktivnost spojeva na coxsackie i echo virus. Najveca aktivnost prema coxsackie i
echo virusu utvrdena je kod spoja koji sadrzi vezani piridinski prsten na polozaju C-2."7

2010. godine Miller i suradnici proveli su sintezu novih tipova N-supstituiranih
benzimidazola koji sadrze ciklicke aminske lance i testirani su kao potencijalni anti-HIV agensi.

Spoj prikazan na slici 18 pokazao je visoku anti-HIV aktivnost.'®

R= CH3

Slika 18. Struktura N-supstituiranog benzimidazola s anti-HIV aktivnosti

2. 3. Antitumorska svojstva benzimidazola

Hranjec 1 suradnici 2011. godine proveli su sintezu benzimidazola supstituiranih
Schiffovim bazama reakcijom aromatskih aldehida s odgovaraju¢im 2-aminobenzimidazolima.
(slika 19). Testirana je antiproliferativna aktivnost supstituiranih ScHiffovih baza in vitro i
prema rezultatima vidljiva je nespecificna antiproliferativna aktivnost spojeva na testiranim

staniénim linijama pri najvisim testiranim koncentracijama.'’
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ool
R N

R=H, Ar= —@N R=CN, Ar=
—_—, ICM3
R=CH,, Ar= _< >—~
\
R=H, Ar= ﬂ CHy

N> RENO, A=

R=CN, Ar=

0.
R= CH,.Ac}ﬂ R=CN, Ar= OH o
R=CH,, Ar= i
R=CN, Ar= CH, @—»f—
R=CH, Al () R=NO, A= \—cH,
s

R= NO,, Ar= R=H, Ar=

Slika 19. Sinteza benzimidazola supstituiranih Schiffovim bazama

Nadalje, Gellis i suradnici 2008. godine proveli su sintezu serije benzimidazol-4,7-diona
supstituiranih na polozaju 2 (slika 20) reakcijom potpomognutom mikrovalovima. Spojevi su
testirani na stanicne linije karcinoma debelog crijeva, dojke i plu¢a. Rezultati su pokazali da je
citotoksi¢nost dobivenih spojeva usporediva s citostatikom mitomicinom C. Mitomicin C je
citostatik koji pripada u skupinu alkiliraju¢ih agensa koji djeluju uzrokujuéi ukrizeno
povezivanje lanca. Potice se stvaranje slobodnih radikala i lomova DNK. Na taj nac¢in inhibira

sintezu i funkciju DNK, a u vi§im koncentracijama i RNK.*

HyC
i
¢l N o
:\N .\
0O ) \
N i
\
o CHy

Slika 20. Sinteza serije benzimidazol-4,7-diona supstituiranih na polozaju 2

Sondhi i suradnici 2010. godine proveli su sintezu razli¢itih heterociklickih derivata ben-
zimidazola (slika 21) sinteziranih kondenzacijom sukcinatne kiseline, homopalinske kiseline i

2,3-pirazindikarboksilne kiseline s razliitim supstituiranim diaminom koriste¢i reakciju potpo-
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mognutu mikrovalovima. Svi spojevi pokazali su antikarcenogenu aktivnost 50 mg/kg po-

kazujuéi tako dobru kancerogenu aktivnost na stani¢ne linije karcinoma jajnika, dojke i CNS-a.*!

? [o]
@:ﬁN CH, ©:<<N oHy
L, L,
o] o]
L, GO

Slika 21. Heterociklicki derivati benzimidazola sintezirani kondenzacijom sukcinatne kiseline,
homopalinske kiseline i 2,3-pirazindikarboksilne kiseline s razli¢itim supstituiranim diaminom

koristec¢i reakciju potpomognutu mikrovalovima.

U novije vrijeme vrSe se ispitivanja ciklickih derivata benzimidazola poput benzimid-
azo[1,2-alkinolina, benzimidazo[1,2-c]kinazolina, benzimidazo[2,1-b]izokinolina 1 ispituje
njihovo antitumorsko djelovanje (slika 22). Ciklicki derivati benzimidazola postali su zanimljivi
ponajvise zbog vrlo dobrog antitumorskog djelovanja. Zbog svoje planarne strukturu mogu in-
terkalirati izmedu parova baza dvostruke uzvojnice DNK i na taj nacin djelovati kao antitumor-

ski lijekovi.®

Iskoridtenje

Spoj X Y R (%)
CONH—R—HNOC
1 CH - 6-CONH(CH,),NMe, 79 > \
2 CH - 6-CONH(CH,),Npiperidin 81 N . . N
3 N - 6-CONH(CH,),NMe, 26 7N ¢ U
4 CH 6-Me  1-CONH(CH,),NMe, 72 = —
5 CH 6,11-  1-CONH(CH,),NMe, 85
-diMe
6 CH 5-CN,  9-CONH(CH,),NMe, 53 \
6-Me
7 CH 5-CN, 11-CONH(CH,),NMe, 55
6-Me \)9
8 CH 5-CN, 11-CONH(CH,),NMe, 77
6-Me,
9-Cl
9 CH - (CHy,NH(CH,);NH(CH,), 21
N - (CH,),NH(CH,);NH(CH,), 17

Slika 22. Ispitivani cikli¢ki derivati benzimidazola
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2. 5. Struktura 1 bioloska vaznost kinolina

O vaznosti kinolina i1 njihovih derivata govore mnogi znanstveni ¢lanci. Sam kinolinski
prsten nema djelovanja, medutim njegovi derivati pokazali su znac¢ajnu farmakolosku aktivnost.
Tako se derivati kinolina koriste kao antimalarici, antivirotici, antibakterijski agensi, kao lokalni
anestetici, antipsihotici, citostatici i drugo.

Kinolinski prsten (slika 23) ima vaznu ulogu u razvoju citostatika, jer su njegovi derivati

pokazali antitumorsko djelovanje na razlicite stani¢ne linije tumora.

AN

~

N

Slika 23. Struktura kinolinskog prstena

Neki od trenutno dostupnih antitumorskih lijekova poput Camptothecina, Topotecana i

Irinotecana kao dio strukture sadrze kinolinski prsten (slika 24).

1
Camptothecin 18 HO  ©
CleECI
~o N NH
_
\\f\?(jo\
N/ O/V\N/ﬁ

Bosutinib K/N\

Lenvatinib I Cabozantinib

Slika 24. Dostupni antitumorski lijekovi koji sadrze kinolinski prsten
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Postoji velik broj znanstvenih radova koji naglaSavaju potencijal derivata za razvoj
antitumorskih lijekova sa razli¢itim mehanizamom djelovanja djeluju¢i kao inhibitori
topoizomeraze, inhibitori protein kinaze, inhibitori telomeraze, inhibitor farnezil-transferaze,

inhibitori uglji¢ne anhidraze i drugo.”
2. 6. Benzimidazo[1,2-a]kinolini: struktura, svojstva i osnovne metode za sintezu

Benzimidazo[1,2-aJkinolini (slika 25) su cikli¢ki derivati benzimidazola sastavljeni od

. . . . . . 23
kinolinske jezgre kondenzirane na benzimidazolni prsten.

2\
NS \N
Slika 25. Struktura benzimidazo[1,2-a]kinolina

Benzimidazo[1,2-aJkinolin su prvi put sintentizirali G. Cooper i W. J. Irwin reakcijom
fotokemijske dehidrociklizacije trans-2-stirilbenzimidazola uz koriStenje joda kao katalizatora i

UV Zivine lampe prema reakciji prikazanoj na slici 26.

H hy /@ hv
N >_//—© —e N — -

@ 4 %NH L N/Q
N = N

benzimidazo[1,2-alkinolin

Slika 26. G. Cooperova i W. J. I[rwinova sinteza benzimidazo[ 1,2-a]kinolina

Reakcija se provodila pomoéu UV lampe koja je osvjetljavanjem uzrokovala reakciju
izomerizacije kojom je trans-izomer presao u cis-izomer nakon Cega je doslo do reakcije

ciklizacije 1 nastajanja benzimidazokinolina kao produkta. Ova reakcija predstavlja jedan od
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sintetskih puteva za pripravu ciklickih molekula prilikom ¢ega se stvara C-N veza izmedu o-C-

atoma fenilne i N-atoma benzimidazolne jezgre.

1939. benzimidazo[1,2-alkinolini su dobiveni klasiénim putem reakcijom pikrinske
kiseline i 2-aminokinolina.’

Njemacki sintetiCar D. Gienther je 1978. godine razvio i patentirao sintetsku metodu za
izravno dobivanje dvadeset razliCito supstituiranih benzimidazo[1,2-alkinolina reakcijom 2-
alkoksibenzaldehida i1 2-fenilsulfonilmetilbenzimidazola uz piperidinijev acetat kao bazu (slika
27, tablica 1).

AN

Slika 27. Razli¢ito supstituirani benzimidazo[1,2-a]kinolini dobiveni reakcijom 2-

alkoksibenzaldehida i 2-fenilsulfonilmetilbenzimidazola uz piperidinijev acetat kao bazu

Novi derivati benzimidazo[ 1,2-a]kinolina dobiveni su uz jako dobra iskoriStenja od 70-93 % .
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Tablica 1. Prikaz sintetiziranih spojeva 1978. godine

Spoj R R; R,

I. SO,CsHs H H

2. CN H H

3. COOHCOOH H H

4. SO,CsHs 4-CH;0 H

5. CN 4-CH;0 H

6. CH;0 H H

7. 5,6-difenil H 5,6-difenil
8. CN H 5,6-difenil
9. SO,CsHs H NHCOCH3
10. SO,CsHs H CH;

1. CN 4-OH CH;

12. SO,CsHs 4,5-diOCHj; H

13. CN 4,5-diOCHj; H

14. SO,CsHs 4-OH H

15. SO,CsHs H NO;

16. SO,CsHs H NH»

17. CN H NH;

18. SO,CsHs 4-NHCOCH3 H

19. COCH3 4-NHCOCH3 H

20. SO,CsHs 4-NH, H
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Prema radu objavljenom 1979. V. U. Shenoy i S. Sesardi sintetizirali su derivate 7-

dietilaminobenzimidazo[ 1,2-a]kinolina (slika 28) prema ranije objavljenom patentu iz 1975. go-

e

NeN
R

. 6,24
dine.”

Et,

NS

CH
R=CO,Et, p-nitrofenil, 2-benzimidazolil

Slika 28. Derivati 7-dietilaminobenzimidazo[1,2-a] kinolina (V. U. Shenoy i S. Sesardi, 1979.)

Nadalje, C. Venkatesha je zajedno sa suradnicima razvio novu sintetsku metodu za
dobivanje derivata benzimidazo[1,2-aJkinolina uz upotrebu paladija kao katalizatora objavljenu
u radu 2005. godine razvijenu od strane odjela za kemiju na Indijskom institutu za tehnologiju.
Kao pocetni prekursori koriSteni su novosintetizirani 2-(2’-bromanilino)kinolini  koji
kataliziranom intramolekulskom Buchwald-Harwtigovom aminacijom uz paladij kao katalizator

daju ciklizirane derivate benzimidazo[1,2-a]kinolina prikazano na slici 29.%

R, Re
R 10mol% Pd(PPhs),
R4 Br R DMF/ K2CO3
N= 2 e R
\©: 130-140 °C Re N/
NN\ / \(:[ /4
H N

R3

R4=H, OCH3, R,,R3= H,CH3 , R4=CHg, i-Pr, H, OCHj;

Slika 29. Derivati benzimidazo[1,2-a]kinolina (C. Venkatesha i suradnici, 2005.)
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Qian Cai, Zhengqiu Li i suradnici objavili su 2010. godine jos jedan rad koji opisuje
nesto noviji nacin priprave benzimidazo[1,2-aJkinolina. Nova metoda sinteze benzimidazo[1,2-
aJkinolina temelji se na bakrom kataliziranim kaskadnim reakcijama (slika 30). U usporedbi s
dosadasnjim nacinom sinteze benzimidazo[1,2-a]kinolina ova metoda daje znatno bolje rezulta-

te. Metoda je jednostavna i djelotvorna, a kao rezultat dobivaju se dobri prinosi produkata.

N [Cu}/ hgand | AN |/ N\
@[ N
baza/solvent

Slika 30. Sinteza benzimidazo[ 1,2-a]kinolina temeljena na bakrom kataliziranim kaskadnim

reakcijama
2. 7. Svojstvo fluorescencije benzimidazo[1,2-a]kinolina

Ispitivanje spektroskopskih karakteristika benzimidazo[1,2-a]kinolina potvrdilo je
njihovu mogucu primjenu kao laserskih boja zbog njihove jake zeleno-zute, odnosno crveno-

v 6
narancaste fluorescencije.

Sukladno s time 2011. godine Natasa Perin zajedno s M. Hranjec i suradnicima ispitivali
su mogucénost upotrebe derivata benzimidazo[1,2-aJkinolina (slika 31) kao fluorescentnih DNK
proba. Proveli su sintezu benzimidazo[1,2-a]kinolina supstituiranih sa piperidinom, pirolidinom,
piperazinom koriste¢i nekataliticku aminaciju potpomognutu mikrovalovima. Sinteza
potpomognuta mikrovalovima smanjuje vrijeme reakcije potrebno za dobivanje produkta,
postupak dobivanja zeljenog produkta je time jednostavniji te se spojevi dobivaju s vecim

prinosom.
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H ci cl cl Cl cn
O onen O e ~
N
N CHO = |
N

l2 | EtoH
02 | hv
1
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x HCI .
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— acetonitril \ N
8N EtOHabs  { N MW \D
Y N\ 40 bar N N
NC N NC N

Slika 31. Sinteza benzimidazo[1,2-a]kinolina supstituiranih sa piperidinom, pirolidinom, pipera-

zinom

Moguénost koristenja spojeva kao fluorescencijskih DNK proba istrazena je i utvrdena na temel-
ju emisijske fluorescencencijske spektroskopije. Na temelju rezultata emisijskih fluorescencij-
skih spektara utvrdeno je da bi se amino-supstituiranih benzimidazokinolini zbog visokog inten-

ziteta fluorescencije te jakog afiniteta vezanja za DNK mogli upotrebiti kao DNK probe. *’
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2. 8 Antitumorsko djelovanje benzimidazo[1,2-a]kinolina

Objavljeni su mnogi radovi kojim se istrazivalo djelovanje derivata benzimidazo[1,2-

aJkinolina kao potencijalnih antitumorskih agensa te se istrazivao njihov nacin vezanja i interak-

cije s DNK.

Neki od radova objavljenih na tu temu provodile su znanstvenice M. Hranjec 1 G. Kar-

minski-Zamola sa nizom suradnika.

M. Hranjec i G. Karminski-Zamola provele su sintezu benzimidazolil-supstituiranih akri-

lonitrila (slika 32.) objavljenu u radu 2007. godine koji reakcijom fotokemijske dehidrociklizaci-

je daju odredene mono- i1 dicijano-supstituirane benzimidazo[1,2-aJkinoline. Svi sintetizirani

benzimidazo[1,2-a]kinolini posebice cikli¢ki benzimidazo[1,2-a]kinolini pokazali su se kao po-

tencijalno bioloski aktivni agensi uz pretpostavku da djeluju kao DNK interkalatori.*®

O N,
. "\_< |
CHO \NQ

l piperidin

EtOHabs

Slika 32. Sinteza benzimidazolil-supstituiranih akrilonitrila (Hranjec; Zamola, 2007.)

EtOH
hV, 1z,0;

1. HCl(g)
EtOH abs.
—_—
2. R-NH; N

EtOH abs. N

S Wi
s

o
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Iste godine objavljen je jos jedan rad M. Hranjec i G. Karminski-Zamole sa timom
suradnika gdje je opisan postupak provodenja sinteze ciano- i amidino- supstituiranih derivata
stiril-2-benzimidazola 1 benzimidazo[l,2-a]kinolina. Istrazeno je njihovo antitumorsko
djelovanje te DNK vezanje. Sinteza spojeva je provedena kondenzacijskim reakcijama,
fotokemijskom dehidrociklizacijom i dehidrohalogenom ciklizacijom. Rezultati provedenog
istazivanja su pokazali da ciklicki spojevi benzimidazo[l,2-alkinolina, odnosno njihovi
pozitivno nabijeni analozi interkaliraju u dsDNK S§to otvara moguénost znacajnog
antiproliferativnog djelovanja. Osim toga, radom je utvrdena jaka citostatska aktivnost amidno-
supstituiranih  benzimidazo[1,2-a]kinolina u usporedbi s komercijalno tada dostupnim
citostatskim agensima §to je otvorilo moguénost daljnjeg istrazivanja te klase spojeva kao

buducih interkalatora i inhibitora topoizomeraze I1.”

Nadalje, 2010. godine objavljen je joS§ jedan od znacajnih radova M. Hranjec i G. K.-
Zamolom sa suradnicima. Provedena je sinteza 2,3-disupstituiranih akrilonitrilnih derivata
benzimidazola, benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila te heteroaromatskih fluorena dobivenih

prema slici 33. s razliito vezanim supstituentima prikazanih u tablici 2.

l,'—\\
_— H o l» O2 c“. Ar';
piperidin N, EXOH —
>—C CN ————————= || | P eeees .
W Ha ArCHO N/>_§_(.‘ P — 4 N
! ¥ \
b NG N
2-benzimidazolil supstituirani akrilonitrili benzimidazo[},2-alkinclin-6-karbonitrili

i heteroaromatski fluoreni

Slika 33. Sinteza 2,3-disupstituiranih akrilonitrilnih derivata benzimidazola, benzimidazo[1,2-

a]kinolin-6-karbonitrila te heteroaromatskih fluorena
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Tablica 2. Supstituenti vezani za spojeve prikazane na slici 33.

: : OCH, (HJCHZCkN\EI)H

Spojevi su testirani na pet stani¢nih linija tumorskih stanica: karcinoma vrata maternice (HeLa),
karcinoma gusterace, karcinoma debelog crijeva, karcinoma dojke i karcinoma plu¢a. Od
ukupnog broja ispitanih spojeva samo 2 nisu pokazali antiproliferativnu aktivnost na svih 5
stani¢nih linija tumorskih stanica. IstraZivanje je pokazalo da ne postoji znaCajna razlika u
bioloskoj aktivnosti izmedu fuziranih i ne-fuziranih derivata benzimidazola. Studijom je jasno
utvrdeno da cijano skupina predstavlja vazan ¢imbenik koji daje dobru aktivnost ispitivanih
spojeva, medutim prisutnost cijano skupine ne utjee na selektivnost spojeva pri inhibiciji rasta
tumorskih stanica. Svi spojevi dobiveni studijom pokazali su znacajan afinitet vezanja s ctDNK.
Sintetizirani fuzirani spojevi pokazali su znacajno stabilizirajuce djelovanje prema ctDNK. Pre-
ma rezultatima svi spojevi dobiveni tijekom istrazivanja ulaze u interakciju s ctDNK, Sto je

potvrdeno na temelju UV/VIS i florescentne emisijske titracije.
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Nadalje, vazno je spomeniti da je struktura molekula benzimidazo[1,2-a]kinolina planar-
na $to im omogucuje da se smjeste izmedu parova baza u molekuli DNK te se kao takve mogu
primjeniti i kao fluorescentne probe koje sluze za obiljezavanje bioloskih molekula poput DNK,

RNK, proteina i enzima te za njihovu detekciju.*

2. 9. Klik kemija

Pojam klik kemije je prvi put spomenuo i opisao K. B. Sharpless na istrazivackom insti-
tutu u Kaliforniji 2001. godine. Klik kemija nedvojbeno predstavlja jedan o najpopularnijih pri-
stupa u organskoj kemiji, a obuhvaca niz jednostavnih Siroko primjenjivih klik reakcija kojima
dobivamo stabilne produkte uz visoka iskoriStenja reakcije te malu koli¢inu nusporodukata koji
se lako mogu ukloniti nekromatografskim metodama.

Postavljeni su odredeni kriteriji koje reakcija mora imati da bi se smatrala klik reakcijom.
Osim ve¢ navedenih svojstava vazno je da klik reakcije zahtjevaju jednostavne reakcijske uvi-
jete, da reakcije nisu osjetljive na vodu 1 kisik, da su stereospecificne, da koriste lako dostupne
reagense, da zahtjevaju otapala koja se lako mogu ukloniti ili da su benigna poput vode te nam
omogucuju laku izolaciju produkata. Neke od reakcija koje zadovoljavaju te navedene uvijete su:
nukleofilna reakcija otvaranja prstena i reakcije cikloadicije kao sto su hetero-Diels-Alderova
reakcija i 1,3-dipolarna cikloadicija.’" >

Od posebne vaznosti je Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija alkina i azida koja je prvi
put provedena 2001. godine, a dobila je poseban znacaj uvodenjem bakra kao katalizatora 2002.

godine.” Kao produkt reakcije dobivamo 1,2,3-triazol.
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2. 10. Triazolni prsten i triazoli

Strukturu triazolnog prstena ¢ine 3 atoma dusika i 2 atoma ugljika povezana u jednu
cjelinu.** S obzirom na polozaj dusikovih atoma unutar triazolnog prstena razlikujemo 2 izomera

triazola (1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol) od kojih svaki sadrzi 2 tautomera prikazana na slici 343

H
A : /N\:
N\\ / - H N\ B
N N

1,2,3-triazol

N\L?_‘-__;: N\/\/_?-l

1,2,4-triazol

Slika 34. Tautomerne strukture triazola

Zbog specifi¢nih svojstava 1,2,3-triazola njihova upotreba u otkrivanju potencijanih
lijekova sve vise 1 viSe raste. Od izrazite vaznosti je primjena triazolnog prstena kao poveznice
dviju farmakologkih supstanci.®

Jedno od specificnih svojstava 1,2,3-triazolnog prstena je njegova visoko stabilna
aromatska struktura koja nije podlozna bazi¢noj i kiseloj hidrolizi, stabilna je u oksidativnim 1
reduktivnim uvijetima i otporna je prema metabolickoj degradaciji.

Osim toga triazolni prsten ima i visoki dipolni moment i aktivno sudjeluje u stvaranju
vodikove veze kao i u dipol-dipol interakcijama. Triazolni prsten strukturno je sli¢an amidnoj
vezi te kao takav moze oponasati Z ili E amidnu vezu ovisno o vezanim supstituentima $to otvara

moguénost oponasanja i peptidne veze.
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U odnosu na amidnu vezu (slika 35.) vidimo da ulogu karbonilnog kisika kao akceptora
vodikove veze kod triazolnog prstena “zamjenjuju” tri duSikova atoma, polarizirana C-H veza u
polozaju 5 kod triazola djeluje kao donor vodikovih veza na isti nacin kao i amidna N-H veza,
dok elektrofilni i polarizirani C4 je elektronski sli¢an karbonilnom ugljiku. U odnosu na amidnu
vezu ukupni dipolni moment triazolnog sustava je nesto vec¢i dipolnog momenta amidne veze.
Prema slici 35 vidimo da je i udaljenost izmedu supstituenata zbog cikli¢ke strukture triazola
nesto veca nego kod amidne veze.

akceptor H-veze
akceptor H-veze

udaljenost 3.9 A / :
\ N

0 ini uolii =N,
\gb elektrofilni ugljik ~ N\ N-R,
R
Ry N %
‘ H / \donor H-veze

ottor Hoveze udaljenost 5.0 A

elektrofilni ugljik

Slika 35. Usporedba amidne veze i veza triazolnog prstena

Triazolni prsten sluzi kao idealna poveznica molekula s obzirom da osigurava dobru
topljivost u vodi, strukturno je slican amidnoj vezi i relativno je otporan na hidrolizu pa je kao
takav dovoljno stabilan u bioloskim uvijetima. Osim toga triazolni prsten je iznimno krut zbog
cega dvije povezane tvari ne mogu medusobno djelovati. Zbog tih osobina triazolni prsten se
promatra kao neaktivan linker ili poveznica, iako nije isklju¢ena ni moguénost njegova

djelovanja kao samostalne biologke jedinice.”’
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2. 11. 1,3-dipolarna cikloadicija azida i terminalnog alkina

Dipolarna cikoadicija predstavlja jednu od najzastupljenijih reakcija unutar koncepta klik
kemije kod koje kao produkt dobivamo 1,2,3-triazol. Reakcija ukljucuje reakciju terminalnog ili

internog alkina i azida poznatu ve¢ vise od stotinu godina.”'

Prvi 1,2,3-triazol sintetiziran je 1893. godine iz fenil-azida i acetilen-dikarboksilata.
Istrazivanjem reakcije dipolarne cikloadicije 50-ih godina proslog stolje¢a Huisgen i suradnici
utvrdili su da je reakcija u termodinamickom smislu egzotermna s relativno visokom energijom
aktivacije Sto znacajno utjeCe na brzinu reakcije te je ona za neaktivne reaktante na sobnoj tem-
peraturi vrlo spora. Alkin i azid vrlo su selektivni prema reaktivnosti, inertni su prema vecini
funkcionalnih skupina i stabilni u velikom broju otapala pri razli¢itim temperaturama i pH vri-
jednostima.

Nekatalizirana reakcija prema tome zahtijeva visoku temperaturu i odredeno vrijeme tra-
janja reakcije te kao produkt nastaje smjesa dvaju regioizomera: 1,4-disupstituiranih 1,2,3-
triazola 1 1,5-disupstituiranih 1,2,3-triazola (slika 36). Kako bi izbjegli nastajanje dvaju regioi-

zomera te ubrzali 1 pojednostavili reakciju, kao katalizator uveo se bakar.

Reakcije 1,3- dipolarne cikloadicije

N=N azid
/
R—N-

+ alkin Katalizi kil
nekatalizirana reakcija R\% 1zirana reakcya
1,3- dipolarne cikloadicije A w& 1,3- dipolarne cikloadicije

1 N 1,N_
Reb M RN N R-N“N
NN + —
- \—/ \—(
4 R 5 R
R
1,4-disupstituirani 1,2 3-triazol i 1,4-disupstituirani  1,2,3-triazol

1,5-disupstituirani  1,2,3-triazol

Slika 36. Reakcije 1,3-dipolarne cikloadicije
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Bakrom katalizirana reakcija ulazi u Zariste interesa sintetske organske kemije. Ova
reakcija je od tada poznata kao Cu(I)-katalizirana azid-alkinska cikloadicija (krat. Cu-AAC, engl.
Copper Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition). Istrazivanja su pokazala da Cu(I)-katalizirana
1,3-cikloadicija je do 107 puta brza od nekatalizirane reakcije.

Za odvijanje reakcije nije potrebna povisena temperatura ve¢ se reakcija odvija pri tem-
peraturi od 0- 25 °C, pri ¢emu steriCka i elektronska svojstva supstituenata ne utjeCu znatno na
tijek katalizirane reakcije.”®

Cu(I)-kataliziranom azid-alkinskom cikloadicijom tako regioselektivno nastaju 1,4-
disupstituirani 1,2,3-triazoli koji su stabilni u hidrolitickim i oksidoredukcijskim uvjetima te pri
visokim temperaturama. >’

Bakar(I) kao katalizator u reakciji dipolarne cikloadicije se uvodi u reakciju izravno ili se
moze pripremiti in situ. Ovisno o reakcijskim uvjetima izabire se i odgovarajuci bakrov kataliza-
tor. Ako je supstrat polaran, najcesce se primjenjuje vodeni medij te CuSO4 uz odgovarajuce
redukcijsko sredstvo, koje ¢e in situ generirati potrebni Cu(I). Osim ve¢ navedenog bakrovog
sulfata kao izvor bakra mogu biti soli poput Cul ili kao u nasem slu¢aju mozemo koristiti bakrov
acetat. U vecini slucajeva zbog svojstva soli Cu(I) da podlijezu redukcijskim procesima pri nor-
malnoj atmosferi nastajanje Cu(I) uglavnom je posljedica oksido-redukcijskih reakcija.*

Nadalje, vazno je napomeniti da rad s bakrom kao katalizatorom zahtijeva rad u inertnoj
atmosferi, dok in situ priprava Cu(l) iona nastalog kao posljedica okido-redukcijskih procesa ne
zahtijeva inertnu atmosferu.*'

Neke od prednosti koriStenja bakra kao katalizatora su te da se reakcija moze odvijati se u
Sirokom rasponu pH vrijednosti te da je Cu(l) kao katalizator vrlo jeftin i jednostavan za

)
rukovanje.
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2. 12. Mehanizam djelovanja 1,3-dipolarne cikloadicije

Govorimo li o mehanizmu djelovanja 1,3-dipolarne cikloadicije (slika 39) vazno je

napomenuti da u reakciji sudjeluje isklju¢ivo terminalni alkin.

R" = alkil-, aril-, heteroaril-

R =alkyl-, aryl-, heteroaryl-
RZ = alkil-, aril-
|: Rl—==—H :| R? =alkyl-, aryl-
1 i

1
N R [ cuL,]
— B +
' NENSL R
R [uL,)
3 t
+
5 N;NQN/RZ
N +
Né \N/RZ NZN\-N/R
/ /
R1/&%CUL,] 4 R1%ICUL]

Slika 37. Mehanizam djelovanja 1,3-dipolarne cikloadicije

U prvom koraku navedene klik reakcije Cu' koordinira m-elektrone alkina i nastaje -

kompleks bakra i alkina (A). Koordinacijom iona Cu' na trostruku vezu ugljik-ugljik smanjuje se

pKa terminalnog protona alkina te dolazi do deprotonacije i nastanaka bakrovog acetilida (B).

Nastali kompleks bakrovog acetilida dalje koordinira azid, pri ¢emu nastaje intermedijar (C), iz

kojeg pregradnjom nastaje Sesteroclani prsten (D) koji u sebi sadrzi bakar iz kojeg dalje nastaje

triazol.(E). Protoniranjem triazolila (E) oslobada se bakar i nastaje produkt 1,4-supstituirani-

1,2,3-triazol.*®

32



3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3. 1. Op¢e napomene

Sva otapala su suSena te pro¢iS¢avana prema preporu¢enom postupku suSenja agensima i/ili
destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3 A. Za tankoslojnu kromatografiju (TLC)
koriStene su ploce 60F-254 prevucene slojem silikagela Merck, a za detekciju izoliranih
komponenata koristena je UV svjetlost valnih duljina 254 nm i 366 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2 mm). KoriStene su
staklene kolone punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens koriStena je smjesa otapala
diklormetan/metanol dodana u razli¢itim omjerima.

Tocke taliSta sintetiziranih spojeva odredene su na instrumentu Kofler (Reichert, Wien) i
nisu korigirane.

Spektri 'H i ?C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci su
otopljeni u DMSO-ds i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u 'H i °C NMR spektrima
izrazeni su u ppm u odnosu prema signalu tetrametilsilana na & 0,0 ppm za 'H i prema signalu
DMSO § 39.50 ppm za C. Pojedine rezonancije su pridruzene na temelju kemijskih pomaka,

intenziteta signala, multipliciteta signala i H-H konstante sprege.
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3. 2. Pregled sintetiziranih spojeva

N; N
CN
7
cl
)

P

N, N
CN

9

10
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3. 3. Postupci za pripravu spojeva 2-10

5-azido-benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (2)

U suspenziju 5-klorbenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila (1) (148.0 mg, 0.533 mmol) u
acetonitrilu (25 ml), dodan je natrijev azid (77.0 mg, 1.184 mmol, 2.22 eq). Reakcijska smjesa je
homogenizirana u ultrazvucnoj kupelji te potom mijeSana na temperaturi refluksa 2h. Otapalo je
upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon wuparavanja proc¢iS¢en je kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 50 : 1). Izoliran je smedi praskasti spoj 2

(121. 2 mg, 80%).

'"H NMR (600 MHz, DMSO) & 8.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.69 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.30 (dd, J =
8.1, 1.2 Hz, 1H), 8.05 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.68 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.59
(t,J=7.3 Hz, 1H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, DMSO) & 145.09, 145.01, 144.11, 135.41, 134.45, 130.56, 130.05, 125.78,
125.20, 125.06, 123.38, 119.90, 116.91, 116.22, 114.63, 112.31.

5-(4-decil-1,2,3-triazol-1-il)benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (3)

Suspenziji azidnog derivata benzimidazo[1,2-a] kinolina (2) (100 mg, 0.352 mmol) u metanolu
(5 ml) doda se Cu(OAc), (5.1 mg, 0.028 mmol) i dokapa se 1-dodecin (0.09 ml, 0.422 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSa se 1h na temperaturi refluksa. Nakon zavrSetka reakcije otapalo se
upari pri snizenom tlaku i ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom na
silikagelu 1 aluminijevom oksidu (diklormetan : etil-acetat = 50 : 1; diklormetan : metanol = 100

: 1). Izoliran je zuti praskasti spoj 3 (91.6 mg, 56%, T,=212—-213 °C).
'H NMR (600 MHz, DMSO) § 9.02 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.84 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 8.60 (s, 1H, H-
triaz.), 8.21 — 7.96 (m, 2H), 7.81 — 7.62 (m, 3H), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 2.86 (t, J = 7.5 Hz,

2H), 1.88 — 1.67 (m, 2H), 1.48 — 1.15 (m, 14H), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H).
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BC NMR (151 MHz, DMSO) & 147.94, 144.24, 143.52, 142.04, 135.86, 134.74, 130.58, 126.34,
125.88, 125.69, 125.37, 124.50, 120.61, 118.34, 116.60, 115.20, 112.23, 100.43, 31.23, 28.93,
28.91, 28.69, 28.65, 28.37, 24.73, 22.03, 13.89.

5-(4-(2-hidroksietil)-1,2,3-triazol-1-il)benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (4)

Suspenziji azidnog derivata benzimidazo[ 1,2-a]kinolina (2) (100 mg, 0.352 mmol) u metanolu (5
ml) doda se Cu(OAc), (5.1 mg, 0.028 mmol) i dokapa se 3-butin-1-ol (0.03 ml, 0.422 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSa se 1h na temperaturi refluksa. Nakon zavrSetka reakcije otapalo se
upari pri snizenom tlaku i ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom na
silikagelu 1 aluminijevom oksidu (diklormetan : etil-acetat = 50 : 1; diklormetan : metanol = 100

: 1). Izoliran je Zuti praskasti spoj 4 (84.6 mg, 68%, T, = 250— 251 °C).

'"H NMR (300 MHz, DMSO) & 9.04 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.93 — 8.81 (m, 1H), 8.65 (s, 1H), 8.13
(t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.82 — 7.60 (m, 3H), 7.42 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 4.87 (t, J = 5.3 Hz, 1H),
3.82 (dd, J=12.1, 6.7 Hz, 2H), 3.03 (t, J = 6.7 Hz, 2H).

C NMR (75 MHz, DMSO) § 145.62, 144.24, 143.61, 142.07, 135.87, 134.76, 130.59, 126.42,
126.03, 125.89, 125.72, 124.53, 120.63, 118.38, 116.61, 115.23, 112.32, 100.44, 60.07, 28.98.

5-(4-ciklopropil-1,2,3-triazol-1-il)benzimidazo|[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (5)

Suspenziji azidnog derivata benzimidazo[ 1,2-a]kinolina (2) (161.3 mg, 0.567 mmol) u metanolu
(8 ml) doda se Cu(OAc), (8.24 mg, 0.045 mmol) i dokapa se ciklopropilacetilen ( 0.06 ml, 0.681
mmol). Reakcijska smjesa mijeSa se lh na temperaturi refluksa. Nakon zavrSetka reakcije
otapalo se upari pri snizenom tlaku i ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom
kromatografijom na silikagelu i aluminijevom oksidu (diklormetan : etil-acetat = 50 : 1;

diklormetan : metanol = 100 : 1). Izoliran je Zuti praskasti spoj 5 (84.8 mg, 43%, T;> 270 °C).
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'"H NMR (300 MHz, DMSO) § 9.03 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.86 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.65 (s, 1H,
H-triaz.), 8.13 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 7.78 — 7.59 (m, 2H), 7.43 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 2.28 — 1.99 (m,
1H, H-1'), 1.32 — 1.03 (m, 2H), 1.00 — 0.83 (m, 2H).

C NMR (151 MHz, DMSO) & 150.06, 144.23, 143.51, 141.90, 135.86, 134.76, 130.57, 126.43,
125.93, 125.69, 124.51, 124.26, 120.61, 118.23, 116.58, 115.20, 112.29, 100.33, 8.04, 6.40.

5-(4-(3-klorpropil)-1,2,3-triazol-1-il)benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (6)

Suspenziji azidnog derivata benzimidazo[1,2-aJkinolina (2) (62 mg, 0.218 mmol) u metanolu (5
ml) doda se Cu(OAc), (3.2 mg, 0.018 mmol) i dokapa se 5-klor-1-pentin (0.03 ml, 0.262 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSa se 1h na temperaturi refluksa. Nakon zavrSetka reakcije otapalo se
upari pri snizenom tlaku i ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom na
silikagelu i aluminijevom oksidu (diklormetan : etil-acetat = 50 : 1; diklormetan : metanol = 100

: 1). Izoliran je Zuti praskasti spoj 6 (55 mg, 65% , T, = 237-238 °C)

'"H NMR (600 MHz, DMSO) & 9.03 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.85 (dd, J = 6.9, 1.9 Hz, 1H), 8.71 (s,
1H, H-triaz.), 8.28 — 8.07 (m, 2H), 7.76 — 7.61 (m, 3H), 7.45 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 3.80 (t, J
= 6.5 Hz, 2H), 3.03 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.37 — 2.05 (m, 2H).

C NMR (151 MHz, DMSO) & 146.58, 144.20, 143.43, 141.93, 135.82, 134.70, 130.53, 126.40,
125.85, 125.64, 124.46, 120.57, 118.25, 116.52, 115.14, 112.18, 100.44, 44.48, 31.53, 22.15.

5-azido-2-fluorbenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (7)

U suspenziju 2-fluor-5-klorbenzimidazo[ 1,2-a]kinolin-6-karbonitrila (116.0 mg, 0.392 mmol) u
acetonitrilu (20 ml), dodan je natrijev azid (61.2 mg, 0.9415 mmol, 2.4 eq). Reakcijska smjesa je
homogenizirana u ultrazvucnoj kupelji te potom mijeSana na temperaturi refluksa 2h. Otapalo je
upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon wuparavanja prociS¢en je kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 50 : 1). Izoliran je smedi praskasti spoj 7

(83.0 mg, 70%).
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'"H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-8), 8.57 (dd, J = 10.4, 2.2 Hz, 1H, H-
5), 8.35 (dd, J=9.1, 6.2 Hz, 1H, H-3 vijerojatno ), 7.97 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-11), 7.65 — 7.47 (m,
3H).

2-fluor-5-(4-(3-klorpropil)-1,2,3-triazol-1-il)benzimidazo|[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (8)

Suspenziji spoja 7 (100 mg, 0.331 mmol) u metanolu (5 ml ) doda se Cu(OAc), (4.8 mg, 0.027
mmol) i dokapa se 5-klor-1-pentin (0.04 mL, 0.397 mmol). Reakcijska smjesa mijeSa se 1h na
temperaturi refluksa. Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pri snizenom tlaku i ostatak
nakon uparavanja se proc€isti kolonskom kromatografijom na silikagelu i aluminijevom oksidu

(diklormetan : etil-acetat = 50 : 1; diklormetan : metanol = 100 : 1). Izoliran je Zuti praskasti spoj

8 (78 mg, 58%).

"H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.92 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 8.80 (dd, J = 10.4, 1.8 Hz, 1H), 8.72 (s,
1H, H-triaz.), 8.12 (dd, J = 6.9, 2.2 Hz, 1H), 7.84 —7.51 (m, 4H), 3.80 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.02 (t,
J=17.4Hz, 2H), 2.32 — 2.16 (m, 2H).

5-azido-2-klorbenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (9)

U suspenziju 2,5-diklorobenzimidazo [1,2-a] kinolin-6-karbonitrila (100 mg; 0.320 mmol) u
acetonitrilu (30 ml), dodan je natrijev azid (41.7 mg, 0.641 mmol, 2 eq). Reakcijska smjesa je
homogenizirana u ultrazvucnoj kupelji te potom mijeSana na temperaturi refluksa 2h. Otapalo je
upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon wuparavanja proc¢iS¢en je kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 100 : 1). Izoliran je smedi praskasti spoj

9 (76.4 mg, 75%).

'"H NMR (600 MHz, DMSO) § 8.71 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-5), 8.67 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-8), 8.29
(d, J=8.8 Hz, 1H, H-2), 7.98 (d, J= 7.9 Hz, 1H, H-11), 7.74 (dd, J= 8.7, 1.7 Hz, 2H, H-3), 7.60
(t,J=7.3 Hz, 1H), 7.56 (t, J= 7.1 Hz, 1H).
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5-(ciklopropil-1,2,3-triazol-1-il)-2-klorbenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (10)
Suspenziji spoja 9 (50 mg, 0.158 mmol) u metanolu (2.5 mL) doda se Cu(OAc), (2.3 mg, 0.013
mmol) i1 dokapa se ciklopropilacetilen (0.02 mL, 0.189 mmol). Reakcijska smjesa mijesa se 1h
na temperaturi refluksa. Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pri snizenom tlaku i ostatak
nakon uparavanja se proc€isti kolonskom kromatografijom na silikagelu i aluminijevom oksidu
(diklormetan : etil-acetat = 50 : 1; diklormetan : metanol = 100 : 1). Izoliran je Zuti praskasti spoj

10 (30 mg, 50%).
'"H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.92 — 8.84 (m, 2H), 8.64 (s, 1H), 8.15 — 8.08 (m, 1H), 7.90 —
7.63 (m, 3H), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.26 — 2.15 (m, 1H), 1.13 — 1.00 (m, 2H), 0.99 — 0.84 (m,

2H).

C NMR (151 MHz, DMSO) & 150.16, 144.17, 143.71, 141.36, 139.55, 136.50, 130.42, 128.22,
126.25, 125.98, 124.84, 124.28, 120.61, 117.22, 115.92, 115.40, 112.16, 100.47, 8.07, 6.40.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1 Cilj rada i sinteza spojeva

Cilj ovog diplomskog rada bila je sinteza novih 4-alkil-1,2,3-triazolnih derivata
benzimidazo[1,2-a]kinolina s ciljem utvrdivanja njihove bioloSke aktivnosti. Spojevi u svojoj
strukturi sadrze tri heterociklicka prstena (triazolni, benzimidazolni i kinolinski prsten) koji
vaznosti lijekovi protiv karcinoma.

Reakcijom 5-klorbenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila (1) s natrijevim azidom u
acetonitrilu dobiven je 5-azido-benzimidazo[l,2-a]kinolin-6-karbonitril (2) (shema 1) kao

prekursor za sintezu 1,2,3-triazolnih derivata benzimidazo[1,2-a]kinolina 3—6.

NaN3
N N
S ACN NI
N3

80°C
CN CN
1 2

Cl

Shema 1. Prikaz sinteze spoja 2

Reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije uz Cu(OAc), kao katalizator u reakciji s
terminalnim alkinima sintetizirani su 1,2,3-triazolni derivati 3—6 (shema 5, sintetski put A).
Temeljna razlika u strukturi sintetiziranih spojeva (3—6) su razli¢iti supstituenti vezani na

polozaju 4 triazolnog prstena (shema 2) izabrani kako bi se istrazio odnos strukture i aktivnosti.
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Shema 2. Strukture spojeva 3—6

Nadalje, u reakciji 2-klornog ili 2-fluornog derivata benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-
karbonitrila s natrijevim azidom sintetizirani su odgovaraju¢i azidni derivati 7 1 9 (shema 3) koji
predstavljaju intermedijare u reakciji dobivanja 1,2,3-triazolnih derivata 8 i1 10. Spojevi 719 u
usporedbi sa spojem 2 sadrze halogeni atom (Cl ili F) vezan na polozaj 2 benzimidazo[1,2-

aJkinolinskog prstena.

X X
NaN3
N - N
cl X N ACN N, AN N
80°C
CN X= CI,F CN

7, X=F
9, X=CIl

Shema 3. Sinteza spojeva 719
Nadalje, spojevi 8 i 10 dobiveni su na isti na¢in kao i spojevi 3—6 reakcijom 1,3-dipolarne

cikloadicije (shema 4) uz bakar kao katalizator iz pripadajuc¢ih azidnih derivata benzimidazo[1,2-

a] kinolina (spojeva 719).
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F metanol F
Cu(OAc ),

alkin
o= 0.5

metanol

Cl
Cu(OAC )2
alkin N
N @ >—n Y
XN N= f\ll CN

CN
9 10

N;

Shema 4. Sinteza spojeva 8 1 10

Kako bi se poboljsalo iskoriStenje ciljanih produkata te imaju¢i na umunestabilnost
azidnog derivata benzimidazo[1,2-alkinolina 2, sintezi triazolnih derivata se pristupilo na dva
nacina (shema 5). U prvom sintetskom putu A provodila se sinteza i izolacija azidnog derivata 2,
a potom sinteza uz bakrov acetat i odgovarajuci terminalni alkin i izolacija ciljanih produkata 3—
6. Drugi sintetski put B bila je tandemska reakcija prevodenja 5-klor derivata benzimidazo[1,2-

aJkinolina (1) u azid a potom klik kemija in situ nastalog azida u odgovarajuée triazolne derivate.
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cl N
CN
1
NaNj
NaNj ACN
ACN B soec A
metanol
Cu(OAc ), N /Q
alkin
N N
CN metanol
2 Cu(OAc),

alkin

e Y

R\(/\N NN R\(/\I/\I YO

Shema 5. Pristupi u sintezi spojeva

S obzirom da je sintetskim putem B dobivena mala koli¢ina produkta mozemo re¢i da za
dobivanje ciljanih triazolnih derivata 3 i 6 nije prikladno koristiti tandemsku reakciju opisanu u

sintetskom putu B.

Osim toga pokusali smo provesti sintezu spoja prikazanog na shemi 6 .

cl N3
ACN
SN NaNj; XN
80°C
CN CN

Shema 6. Provedena neuspjela sinteza 2-azidobenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitrila
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Na temelju dobivenih spektara NMR ('H i "°C) utvrdili smo da reakcija nije uspjela i da nismo
dobili Zeljeni produkt.

4.2. Analiza spektara '"H NMR

Proveli smo analizu spektara sintetiziranih spojeva (2—-10) i s obzirom na dobivene
rezultate potvrdili strukturu sintetiziranih spojeva.

Na slici 38 prikazan je spektar 'H NMR spoja 2.

8.5

T T T v T g J
6.5 6.0 5.5 5.0

Slika 38. Spektar '"H NMR spoja 2
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Iz spektra "H NMR spoja 2 vidljivo je ukupno 8 signala (3 dubleta, 4 tripleta i 1 dublet dubleta) u
podrucju od 7-9 ppm-a. Sprezanja kao i broj protona odgovaraju pretpostavljenoj strukturi spoja
2.

Sukladno tome, iz spektra >C NMR spoja 2 (slika 39) vidljivo je ukupno 16 signala (8 singleta

od kvarternih C atoma i 8 signala neparnih CH atoma).

4
4.45
—~130.56
0.0
7%
11990
2]
3

{ H ‘
,WWMWM,WNW ~ MWAM’\M mew
| 1

SuIEsl

1 |

150 146 142 138 134 130 126 122 118 114 110 106 162 98 9% 99 92 90
f1 (ppm)
. 13 .
Slika 39. “C NMR spoja 2
Signali za kvarterne ugljikove atome u uglavnom su slabijeg intenziteta od signala za neparne

ugljikove atome. Na temelju analize spektara '"H i °C NMR jasno vidimo da spektri opisuju

strukturu spoja 2.
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Nadalje, na slici 40 prikazan je spektar 'H NMR 4-klorpropilnog triazolnog derivata 6.

5
2.24
3

3.03

CRCRIITTERRYY =L REISSERR
© = DL LLLE mm e MM m
- -\

10.0 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 65 60 55 5.0 45 4.0 35 30 25 20

Slika 40. Spektar '"H NMR spoja 6

Iz spektra 'H NMR vidljiv je signal vodika vezanog za ugljik triazolnog prstena koji je prema
multiplicitetu singlet, pomaka 8.71 ppm. Nadalje, vidljivi su signali koji potvrduju prisutnost
alkilnog supstituenta: CH, (triplet ) na 3,03 ppm, CH, (multiplet ) na 2,37-2,05 ppm te CH,
(triplet) na 3,80 ppm. Osim toga, vidimo signale aromatskih protona koji se nalaze unutar

podrucja 7-9 ppm.

Struktura spoja 6 dodatno je potvrdena na temelju spektra >C NMR prikazanog na slici 41.
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Slika 41. Spektar °C NMR spoja 6

Iz spektra °C NMR vidimo dvadeset signala od kojih 3 signala sa pomacima: 44.48, 31.53,
22.15 ppm ukazuju na prisutnost supstituenta (3-klorpropil). Na spektru je vidljivo i dodatnih 9
parnih signala koji odgovaraju ugljikovim atomima benzimidazo[1,2-a]kinolinskog 1 1,2,3-

trizolnog prstena.
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Na slici 42 prikazan je spektar "H NMR spoja 7 koji je strukturno sli¢an spoju 2.

14
1AM T i NV
I ! ! T
2 2 g 2 2
T T T T T T T T T T T T T T Y“ T T —~ T T T T T T
98 9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 86 8.4 8.2 8.0 78 7.6 7.4 7.2
f1 (ppm)

Slika 42. "H NMR spoja 7

Iz spektra "H NMR vidljivo je 7 signala koji pripadaju protonima benzimidazo[1,2-a]kinolinskog

prstena. U usporedbi s spektrom 'H NMR spoja 2 vidimo da imamo jedan signal manje u odnosu

na spektar spoja 2 §to ukazuje na prisutnost vezanog supstituenta odnosno atoma fluora.
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Na slici 43 prikazan je spektar '"H NMR spektar spoja 8 koji je strukturno sli¢an spoju 6.
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Slika 43. "H NMR spoja 8
U odnosu na spektar 'H NMR spoja 6 jasno vidimo da nedostaje jedan signal koji pripada
protonu benzimidazo[1,2-a]kinolinskog prstena, odnosno postoji ukupno 7 signala protona

benzimidazo[1,2-a]kinolinskog prstena Sto zajedno sa izraZenijim cijepanjem signala ukazuje na

vezani fluor.
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5. ZAKLJUCCI
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5. ZAKLJUCCI

* Uspjesno je provedena sinteza azidnih derivata benzimidazo[1,2-a]kinolina (spojevi 2, 7,
9) kao intermedijara u reakciji dobivanja 4-alkil-1,2,3-triazolnih  derivata
benzimidazo[1,2-a]kinolina

* Spojevi 3—6 s alkilnim 1 ciklopropilnim supstituentima u polozaju C-4 triazolnog prstena
uspje$no su sintezirani iz spoja 2 reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije kataliziranom
bakrom.

* 4-klorpropilni i 4-ciklopropilni 1,2,3-triazolni derivati benzimidazo[1,2-a]kinolina 8 i 10
s halogenim supstituentima u polozaju 2 pripravljeni su klik reakcijom odgovarajucih
azidnih derivata (spoj 7 za dobivanje spoja 8 i spoj 9 za dobivanje spoja 10) i alkina
pomocu bakrovog acetata u metanolu

e Strukture novopripravljenih spojeva potvrdene su spektrima 'H- i >C-NMR.

* Provedena je i tandemska reakcija za dobivanje spojeva 3 i 6 koja zbog malog
iskoriStenja nije pogodna za sintezu ovih spojeva.

e Ispitivanja bioloSke aktivnosti novosintetiziranih 4-alkil-1,2,3-triazolnih  derivata

benzimidazo[1,2-a]kinolina (3-6, 8, 10) su u tijeku.
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7. PRILOZI
Prilog 1

a) Spektar 'H-NMR spoja 3
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Prilog 2

a) Spektar 'H-NMR spoja 4
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Prilog 3.

a) Spektar '"H-NMR spoja 5
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Prilog 4
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Prilog 5

a) Spektar "H-NMR spoja 10
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8. ZIVOTOPIS:
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