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SAZETAK

Cilj ovog rada bila je sinteza novih 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata s 7-
deazapurinom i 7-hidroksikumarinom kao potencijalnih bioloski aktivnih spojeva. Azidni derivat
6-klor-7-deazapurina 2, kao kluéni prekursor, pripravljen je iz N-brometilnog derivata 7-
deazapurina 1. Derivati 6-klor-7-deazapurina i 1,2,3-triazola (3 - 13) medusobno povezanih
etinilnom premosnicom pripravljeni su “click” reakcijom potpomognutom mikrovalovima
organskog azida i terminalnih alikina kataliziranom bakrom. Nadalje, Huisgenovom 1,3-
dipolarnom cikloadicijom pripravljeni su derivati 1,2,3-triazola i 7-hidroksikumarina (14 - 17)

iz kumarinskog azida i odgovarajuc¢ih terminalnih alkina.
Strukture svih pripravljenih spojeva potvrdene su *H i *C NMR spektroskopijom.

Provedena su ispitivanja antibakterijskog djelovanja spojeva 14 - 17 na osam bakterijskih
vrsta (Cetiri Gram-pozitivne i Cetiri Gram-negativne beakterijske vrste). Spojevi 16 i 17 pokazali
su bolju ucinkovitost na Gram-pozitivne bakterije Enterococcus faecali od antibiotika
ceftazidima (CAZ) i ciprofloksacina (CIP).

Klju¢ne rijeci: 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli, 7-deazapurini, kumarini, 1,3-dipolarna

cikloadicija, "click™ kemija



SUMMARY

The aim of this work was the synthesis of novel 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole
derivatives of 7-deazapurine and coumarin as potential biologically active compounds. The
organic azide of 6-chloro-7-deazapurine, as a key precursor, was prepared from N-bromoethynyl
derivative of the 7-deazapurine 1. Derivatives of 6-chloro-7-deazapurine and 1,2,3-triazole (3 -
13) bound via ethynyl linker were prepared by copper catalyzed “click™ chemistry approach
under microwave irradiation between organic azides and terminal alkynyl. Furthermore,
derivatives of 1,2,3-triazole and 7-hydroxycoumarin (14 - 17) were prepared by Huisgen 1,3-
dipolar cycloadition from the coumarin azide and corresponding terminal alkynes.

The structures of all synthesized compounds were confirmed by 'H i ¥C NMR

spectroscopy.

The anti-bacterial activity of the synthesized compounds 14 - 17 was performed in vitro
against four Gram-positive bacterial species and four Gram-negative bacterial species. The MIC
values of the tested compounds compared with those of ceftazidime and ciprofloxacine.
Compounds 16 and 17 have shown anti-bacterial activity, which was higher than ceftazidime
against Gram-negative bacteria Enterococcus faecali.

Keywords: 1,4-disupstituted 1,2,3-triazoles, 7-deazapurines, coumarines, 1,3-dipolar
cycloadition, "click™ chemistry
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1. UvOD



Heterociklicki dusikovi spojevi Siroko su rasprostranjeni u prirodi. Nalaze se u purinima,
aminokiselinama te u raznim molekulama koje susastavni dio stanica zivih bica te sudjeluju u
biokemijskim reakcijama Zivih organizama. Purinske i pirimidinske baze sa Se¢erima ribozama 1i
deoksiribozama ¢&ine nukleotide, koji su osnovne gradivne jedinice lanaca DNK i RNK.! Izosteri
purina su vazni inhibitori DNK i RNK polimeraze pa kao takvi inhibiraju procese Sirenja tkiva
tumora. Purinski analozi, 7-deazapurini, veZu se na receptore te zbog male razlike u strukturi u
odnosu na purine djeluju kao inhibitori raznih kinaza u stanicama. Poznati su mnogi purinski i 7-
deaza purinski lijekovi, medutim zbog razvijanja rezistencije i visoke toksi¢nosti istrazuju se
novi spojevi te njihova primjena.®

Posljednjih nekoliko desetljeca veliku su paznju privukli triazoli zbog Sirokog spektra
bioloske aktivnosti. Nova istazivanja su pokazala da vodikove veze i dipolne interakcije triazolne
jezgre s biomolekulama pomazu u vezanju triazola na biomolekulu te se na taj na¢in povecava
njihova topljivost.?® Supstitucijom razli¢itih molekulskih skupina na N-1 atomu triazolnog
prstena izravno se utjeCe na svojstva triazola. Triazoli su najSire koriSteni kao antifungalni
lijekovi, iako su u zadnjih nekoliko desetljeca istrazena i druga podru¢ja primjene. Tako je,
primjerice, ribavirin prvi triazolni nukleozid sa Sirokim spektrom antivirusnog djelovanja, a
koristi se kao lijek protiv virusa Hepatitisa C.2° U posljednjih nekoliko godina na vaznosti su
dobili kumarinski konjugati 1,2,3-triazola zbog $irokog spektra bioloske aktivnosti.

Povezivanje biomolekula je u sintezi novih lijekova vrlo vazno,a izvodi se azid-alkin
cikloadicijom kataliziranom Cu(l) u kojoj nastaju produkti 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli.
Takva reakcija je regioselektivna, visokih iskoriStenja te ne zahtjeva uporabu otapala Stetnih za
okolis§, dok se primjenom mikrovalnog zracenja odvija brze nego klasi¢nim putem te kao takva

udovoljava zahtjevima zelene kemije.®



2. OPCI DIO



2.1. Purini

Purin je heterociklicki aromatski spoj koji se sastoji od fuzioniranog pirimidinskog i
imidazolnog prstena (slika 1). Emil Fischer prvi je sintetizirao purin (imidazo[4,5-d]pirimidin)
1899. godine te pokazao kroz seriju transformacija da neki prirodni purinski spojevi odgovaraju
razli¢itim hidroksi i amino derivatima purina.® Purin moZe postojati u dva tautomerna oblika,
7H-purin i 9H-purin (slika 2), koji se u otopinama nalaze u podjednakim koncentracijama. U

&vrstom stanju dominantniji je 7H-oblik.?

7H-purin 9H-purin

Slika 2. Tautomerija purina

Purin podlijeZe reakcijama s elektrofilima i nukleofilima. Protoniranje purina odvija se na
polozaju N-1, dok se reakcija alkiliranja moze provoditi na polozajima N-7 i N-9. Nukleofilnu
aromatsku supstituciju (SnAr) moguce je izvesti na halo-, alkoksi- te alkilsulfanilpurinima, kao i
na samom purinu. Primjer je Ci¢ibabinova reakcija purina s KNH; u teku¢em amonijaku, gdje je

produkt 6-aminopurin (adenin).?

Purin kao takav nije prisutan u prirodi, medutim, njegovi derivati su sastavni dijelovi
vaznih biomolekula. Adenin i gvanin (Slika 3) su purinske baze prisutne u nukleotidima,
gradivnim jedinicama molekula DNK i RNK. U DNK i RNK adenin i gvanin se sparuju s

komplementarnim pirimidinskim bazama — citozinom, timinom i uracilom.!
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Slika 3. Purinske baze

Adenin je prisutan u adenozin-5'-trifosfatu (ATP), koenzimu A i nikotinamid-adenin-
dinukleotidu (NADH). To su molekule vazne za stani¢ne procese. Gvanin se nalazi u gvanozin-
S'-trifosfatu, ¢ijom se hidrolizom dobiva energija za prevodenje oksaloacetata u fosfoenolpiruvat
u procesu glukoneogeneze. Drugi prirodni derivati purina su mokraéna kiselina, hipoksantin i
ksantin (slika 4). Derivati ksantina su kafein, teobromin i teofilin. Kafein je prisutan u zelenim
zrnima kave i djeluje stimulacijski na sredi$nji ziv€ani sustav. Teofilin se nalazi u listovima ¢aja,
a djeluje kao diuretik i vazodilatator. Teobromin se nalazi u zrnima kakaovca 1 jaci je diuretik od

teofilina ili kafeina.?

jesiposecIDes
: | | T

ksantin . .
teofilin teobromin kafein

Slika 4. Ksantin i derivati ksantina



2.1.1. Derivati purina i njihova bioloSka aktivnost

Purini 1 njihovi derivati su vazni spojevi koji se nalaze u svim oblicima Zivota te su
kljucni za odvijanje bioloskih procesa. Oni sudjeluju u prijenosu signala preko stani¢nih
membrana, translaciji i sintezi proteina, dok se u obliku purinskih nukleozida ponasaju kao
neurotransmiteri u raznim tkivima.* Sintetski derivati purina pokazali su djelovanja na $iroko
podrucje bioloSkih meta te se primjenjuju u lijeCenju raka, sistemne mastocistoze, virusnih
infekcija poput herpesa, hepatitisa C i AIDS-a te u sludaju odbacivanja transplantata.’
Najpoznatiji purinski imunosupresivni lijek je 6-merkaptopurin (slika 5), a primjenjuje se u
lijecenju akutne limfoblasticne leukemije te nekih autoimunih bolesti poput ulceroznog kolitisa i
sistemnog eritemskog lupusa. Ganciklovir i aciklovir (slika 5), analozi 2'-deoksigvanozina, su

antivirotici i koriste se u lije¢enju herpesnih virusa.

SH
OH
A \>

N ‘ \> OH
K N

N H ganciklovir o

6-merkaptopurin \>
OH

o
aciklovir

Slika 5. Purinski lijekovi

U poslijednje vrijeme posebno su zanimljivi novi purinski spojevi koji su pokazali
potencijalnu primjenu kao inhibitori enzima i receptori agonista i antagonista. Mogu djelovati
kao induceri interferona, antagonisti receptora adenozina, modulatori receptora za otpustanje
kortikotropina ili inhibitori nakupina mikrotubula, Hsp90, sulfotransferaze, leukotrien As
hidrolaze, katepsina K, proteina za transport nukleozida, fosfodiesteraze te raznih kinaza (slika
6).
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Slika 6. Potencijana primjena purinskih derivata kao lijekova; unutar kruga oznacene su mete
djelovanja purinskih derivata, a izvan kruga potencijalna primjena purinskih derivata s obzirom
na naznac¢enu metu, dok upitnik ukazuje na jo§ nepoznatu primjenu s obzirom na metu

djelovanja 3



2.2. 7T-deazapurini

7-deazapurini (pirolo[2,3-d]pirimidini) su analozi purina kod kojih je dusik na polozaju 7
purinskog prstena supstituiran ugljikovim atomom (slika 7). 7-deazapurini primijenjuju se u
razvoju lijekova zbog Sirokog spektra bioloske aktivnosti i biomimetic¢kih karakteristika. Zbog
manje razlike u strukturi u usporedbi s purinom, 7-deazapurini se naj¢e$ée primjenjuju kao

antimetaboliti u metabolizmu purina s ciljem inhibicije replikacije RNK i DNK.

Slika 7. 7-deazapurin

Mehanizam djelovanja 7-deazapurina temelji se na interkalaciji u lanac DNK tijekom
replikacije umjesto dusi¢nih baza koje su u DNK prirodno prisutne. Time se zaustavlja dioba
stanica zaraZzenih virusom, kao i stanica tumora. Trifosfatni nukleozidni analozi 7-deazapurina,
kao $to su 7-deaza-2'-C-metiladenozin i 7-deaza-2'-C-metilgvanozin (slika 8), su potencijalni
inhibitori NS5B polimeraze kod virusa hepatitisa C.°> Bolje djelovanje pokazuje 7-deaza-2'-C-
metiladenozin zbog slabijeg toksicnog djelovanja na zdrave stanice 1 boljih farmakokineti¢kih

parametara.®

o) NH,

HN \ N\\
PN

H,N N N N N
CHJ CHJ
HO O— HO O-

OH OH OH OH
7-deaza-2'-C-metilgvanozin 7-deaza-2'-C-metiladenozin

Slika 8. Nukleozidni analozi 7-deazapurina



Prirodno prisutni nukleozidi 7-deazapurina su tubercidin i tojokamicin (slika 9).
Tubercidin je analog adenozina, a moze se naci u filtratima kulture Streptomyces tubercidicus.
Istrazivanja su pokazala da tubercidin, osim antibiotskog, ima potencijalno antitumorsko i
antivirusno djelovanje.® Tojokamicin jeprvi put izoliran iz Streptomyces toyocaensis 1956. a

inhibitor je enzima fosfatidilinozitol-3-kinaze, koji sudjeluje u provodenju signala medu

stanicama.

HO

tubercidin tojokamicin

Slika 9. Tubercidin i tojokamicin

U laboratoriju se 7-deazapurini primjenjuju kao zamjena za prirodne nukleozide kako bi
se u polimeraznim lan¢anim reakcijama (eng. Polymerase chain reaction, PCR) dobile DNK s

poboljsanim svojstvima. Na taj se nacin, primjerice, moze povecati stabilnost heliksne uzvojnice

DNK.’



2.3. Kumarini

Kumarin (1,2-benzopiron) je heterocikli¢ki aromatski spoje koji sadrzi u svojoj strukturi
dva atoma kisika (slika 10). Kumarin i njegovi derivati su rasprostranjeni u prirodi i nalaze se u
mnogim biljkama, voéu i povréu, a zbog svoje bioloske aktivnosti mnogi su se koristili u
tradicionalnoj medicini dugi niz godina. Kumarin je poznat je po svom ugodnom mirisu Koji
podsjeca na vaniliju. Istrazivanje kumarina zapocelo je prije 200 godina, a prvi puta kumarin je
izoliran iz biljke Coumarouna odorata Aube (Dipteryx odorata) 1820. g., po kojoj je i dobio

ime.8

Slika 10. Kumarinski prsten

S obzirom da na kumarinskom prstenu postoji 6 poloZzaja na kojima se moze odvijati
supstitucija, poznati su mnogi derivati kumarina, bilo sinteti¢kih ili prirodnih (slika 11). Takva
strukturna raznolikost uzrok je razligite bioloske aktivnosti.® Eskuletin je hidroksilni derivat
kumarina iz biljke Cichorium intybus, a ima antikoagulantno djelovanje te se koristi u lijeCenju
varikoznih vena. Ostol je metoksilni derivat kumarina prisutan u biljkama Cnidium monnieri i
Angelica pubescens koji regulira krvni tlak i ima antifungalno djelovanje. Bergapten je
furokumarin koji se nalazi u citrusnom vocu bergamotu (Citrus bergamia). U proslosti se
koristio u tradicionalnoj medicini kao antimalari¢no sredstvo, dok se danas istrazuju njegova

antituberkulozna svojstva.

U biljkama se kumarini sintetiziraju hidroksilacijom, glikolizom te ciklizacijom cimetne
kiseline, dok se u laboratorijski moze prirediti sintetskim metodama, od kojih su najpoznatije

Perkinova, Knoevenagelova i Pechmannova sinteza. '
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Slika 11. Kumarini prisutni u prirodi

2.3.1. Bioloska aktivnost kumarina i njegovih derivata

Za kumarine je dokazano da pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti zbog niske
toksicnosti te se istrazuju zbog svojeg potencijalno povoljnog utjecaja na ljudsko zdravlje. Neka
farmakoloska svojstva koje kumarini posjeduju su anti-HIV, antikoagulantna, antibakterijska,
antioksidativna i antilipidna aktivnost.'? Takoder je dokazano da inhibiraju peroksidaciju masti te
da djeluju vazodilatacijsko, protuupalno i antikarcinogeno.!® Ostale biologke aktivnosti uklju¢uju
i inhibiciju citokroma P450 i steroidne Sa-reduktaze  dok neki kumarini mogu uzrokovati
znadajne promjene u regulaciji imunoloskog odgovora, rastu stanica i diferencijaciji./* Kumarin
je prirodan spoj ¢iji je aktivni oblik u organizmu 7-hidroksikumarin (slika 12). Nedavna
istrazivanja su pokazala da kumarin i 7-hidroksikumarin imaju direktno antitumorsko i

imunomodulatorno djelovanje.!®

(0] o OH

X

Slika 12. 7-hidroksikumarin



2.4. Triazoli

Triazoli su heterocikli¢ki spojevi kod kojih je jedan atom ugljika supstituiran atomom
dusika u imidazolnom prstenu. Najjednostavniji primjer triazolnog spoja je sam triazol. To je
blijedozuta kristalini¢na tvar karakteristicnog slabog mirisa, topljiva u vodi i alkoholu. Triazol
se pojavljuje u obliku dva izomera, 1,2,3-triazola i 1,2,4-triazola (slika 13).1° Oba triazola
tautomeriziraju. 1,2,3-triazol se pojavljuje u dva tautomerna oblika, 1H- i 2H- oblik, od kojih je u

otopinama stabilniji 2H-oblik dok 1,2,4-triazol postoji u 1H- i 4H-obliku, od kojih je u

1,2,3-triazol 1,2,4-triazol

otopinama stabilniji 4H-oblik.?

Slika 13. 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol

Triazolni prsteni nisu pronadeni u prirodnim spojevima.l’ Najéesée se primjenjuju u
medicini u obliku razli€itih lijekova zbog svoje izraZene bioloske aktivnosti. Takva aktivnost je
posljedica strukture triazolnog prstena, koji je aromati¢an i bogat elektronima. Zbog takve
strukture triazolni derivati se mogu vezati na razne enzime i receptore u bioloSkom sustavu
putem medumolekulskih interakcija, kao $to su koordinacijske, vodikove i van der Waalsove
veze te ion-dipolne interakcije.’® Triazolni heterocikli imaju potencijalnu primjenu kao
agrokemikalije, novi umjetni materijali, umjetni akceptori, supramolekularni ligandi i

biomimeti¢ki katalizatori.®
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2.4.1. Bioloska aktivnost triazola

Triazoli i njihovi derivati privlae paznju istrazivaca u posljednjim desetlje¢ima zbog
njihove bioloSke aktivnosti. Mnogi triazolni derivati pokazali su Sirok spektar farmakoloske
aktivnosti, poput antibakterijskog, antifungalnog, antituberkuloznog, analgetskog, protuupalnog,
anestetskog, antikonvulzantnog, antineoplasti¢nog, antimalarijskog, antivirusnog,
antiproliferativnog i antikarcinogenog.'®?° U posljednjih tridesetak godina istrazivan je odnos
izmedu strukture i aktivnosti triazolnih derivata. Ta Su istrazivanja pokazala da se najveca razlika
u strukturi i svojstvima postize supstitucijom N-1 atoma razli¢itim supstituentima.'® Novija
istazivanja su pokazala da vodikove veze i dipolne interakcije triazolne jezgre s biomolekulama
pomazu u vezanju triazola na biomolekulu te tako poveéava njihova topljivost.?’ Flukonazol
(slika 14) je 1,2,4-triazolni antifungalni lijek koji se pokazao iznimno uspjeSan u lijeCenju
infekcija uzrokovanima gljivicama Candida albicans i Cryptococcus neoformans, medutim,
zbog ulestale primjene doslo je do razvijanja otpornosti. Modifikacijom alkilnog lanca postize se
poboljsanje farmakoloskih svojstava.’® Drugi poznati lijekovi koji su 1,2,4-triazolni derivati su

anastrozol (antineoplastik) i trapidil (vazodilatant).*®

/

OH

N N
( \N N/ w CH
CHg 3
\—/ \—/
F N=—=
CHg
NH
N/
] N/ \N
\/
flukonazol
anastrozol

Slika 14. 1,2,4-triazolni lijekovi flukonazol i anastrozol
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Cefatrizin je 1,2,3-triazolni antibiotik, kod kojeg se takoder modifikacijom alkilnog lanca postize
poboljsanje farmakoloskih svojstava. Od 1,2,3-triazolnih lijekova poznat je i antiepileptik banzel
(slika 15).

HO (0]
HN
SN
N\

N\N S = N_‘/o — N

)ﬁ i F

OH
< N

banzel

NH,

cefatrizin

Slika 15. 1,2,3-triazolni lijekovi cefatrizin i banzel
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2.5. "Click™ kemija

Koncept "click™ kemije prvi su opisali K. B. Sharpless i njegovi suradnici 2001. godine.?
To je pojam koji opisuje reakcije koje su Sirokog kruga djelovanja,, visokog iskoristenja te koje
stvaraju bezopasne stereospecifi¢ne produkte, koji se iz reakcijske smjese lako izdvajaju. Koriste
se jednostavni rakcijski uvjeti, spremno dostupni polazni reagensi i materijali te otapala koja nisu

toksi¢na i nemaju $tetnog utjecaja na okolis.??

Iako je tesko udovoljiti svim uvjetima "click" reakcija, odredene reakcije pokazale su se
dovoljno dobrima u ispunjavanju tih uvjeta. To su reakcije nukleofilnog otvaranja prstena, poput
epoksida i aziridina; nealdolne reakcije karbonilnog tipa, kao $to je formiranje urea, oksima i
hidrazona; adicije na dvostruku vezu izmedu dva C-atoma, od kojih su vazne reakcikao $to su
reakcija oksidativnog formiranja epoksida i Michaelova adicija Nu-H reaktanata; te reakcije
cikloadicije, od kojih su najvaznije Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija i Diels-Alderova
cikloadicija (slika 16). %

—O- A

R
C = C adicija
Diels-Alderova cikloadicija V% [0]
katalizator
— NuC
HO>_<
// R' NuC

nukleofilno otvaranje
prstena

Huisgenova 1,3-cikloadicija R"O——NH,

Y
%O -~
py)
(@]

nealdolna karbonilna
kemija

Slika 16. Reakcije koje ispunjavaju uvjete "click" kemije 23
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"Click" kemija se pokazala kao brz i djelotvoran pristup sintezama novih spojeva sa
zeljenim djelovanjem te se zbog toga koristi u istrazivanju novih lijekova i1 materijala,
biokonjugaciji, makromolekularnom inZenjerstvu, razvoju nanomaterijala, oznacavanju DNK i

sintezi oligonukleotida.?*2®

2.5.1. Huisgenova cikloadicija

U reakcijama cikloadicije najceS¢e dolazi do nastanka ciklickog produkta, kod kojeg
nastaju dvije nove c-veze na raéun dviju m-veza.?’ Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija je
reakcija u kojoj reagiraju 1,3-dipol i dipolarofil dajuéi peteroclani prsten. Tom reakcijom
moguée je sintetizirati triazole (slika 17).2% 1,3-dipol je organski spoj koji u svojoj strukturi
sadrzi jedan ili viSe heteroatoma i moze se prikazati pomocu barem jedne rezonantne strukture u
kojoj atomi na poloZajima 1 1 3 imaju pozitivan i negativan naboj. Takvi spojevi su, primjerice,
azidi, nitrilni oksidi ili diazoalkani. Dipolarofili su organski spojevi koji reagiraju s 1,3-dipolom,
a u svojoj strukturi sadrZze dvostruku 1ili trostruku vezu. Dipolarofili mogu biti alkeni, alkini ili

karbonili. Reakcijom 1,3-dipola i dipolarofila nastaje smjesa 1,4- i 1,5-disupstituiranih triazola.

R— = AN N .. _~N
| TN TN
_— N - N
® = /‘\/
R
N¢N\N/R R’

Slika 17. Huisgenova cikloadicija

S obzirom da reakcija nije regioselektivna i zahtjeva poviSenu temperaturu, ona ne
zadovoljava u potpunosti koncept "click” kemije. Reakcija je u odsutstvu pogodnog katalizatora
prili¢no spora zbog toga §to su alkini slabi 1,3-dipolni akceptori. Primjenom pogodnih

katalizatora reakcija se ubrzava, povecava se regioselektivnost, a produkti nastaju u vecem
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iskoristenju.?® Za dobivanje 1,4-disupstituiranih triazola koristi se Cu(l) kao katalizator, dok se

za dobivanje 1,5-disupstituiranih triazola koriste rutenijevi kompleksi.

2.5.2. Azid - alkin cikloadicija katalizirana bakrom

Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CuAAC) je regiospecifi¢na reakcija koja se
moze provoditi i u vodenim medijima, a ne zahtijeva povisenu temperaturu.?®?° Reakcija je
katalizirana bakrom te rezultira nastajanjem samo 1,4-disupstituiranin 1,2,3-triazola. Kao
direktni izvori Cu(l) iona mogu se koristiti razne Cu(l) soli, kao $to su Cul, CuOTf - CsHe ili
[Cu(NCCHj3)4][PFe], medutim, katalizator se moze pripremiti in situ redukcijom Cu(ll) soli uz
reducens askorbinsku kiselinu ili natrijev askorbat.?® Cu(I) moZze se dobiti i reakcijom

disproporcioniranja izmedu Cu(ll) soli i elementarnog bakra.®® Mehanizam reakcije je prikazan

na slici 18.
.
N N
\N/ \R R—=——H
8 2
\_) . L
H* -Ht
/'\ ) \
R’ CuL,
H R—=—CulL4
N N
X
A 3

r/—\ o ©
N§N/N\R
4
R

R ——CuL
Y\\Tul—n \ n
) N

N

N\N/N\R i

~__ 5

Slika 18. Mehanizam azid-alkin cikloadicije katalizirane Cu(l) (CuAAC)
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Reakcija zapocinje stvaranjem bakrovog acetilida (spoj 3) vezanjem bakrovog kompleksa
1 na alkin 2, koji se pritom deprotonira. Zatim azid 4 zamjenjuje jedan od liganada na bakru u
bakrovom acetilidu pa se na bakar veze atom dusika iz azida koji ima formalni negativni naboj.
Nastaje intermedijar 5, koji se ciklizira: terminalni dusikov atom napada atom ugljika na
polozaju 2 u azid-acetilid kompleksu. Ciklizacijom nastaje intermedijar 6 sa Sesterolanim
prstenom. Pregradivanjem Sestero¢lanog prstena u intermedijaru 6 nastaje spoj 7 s petero¢lanim

prstenom. Protoniranjem spoja 7 nastaje 1,4-disupstituirani triazol.?’
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2.6. Zelena kemija

Zelena kemija je grana kemije koja za procese proizvodnje produkata odabire puteve koji
su odrzivi, sigurni, ne$kodljivi za okoli$ te koriste minimum energije i materijala potrebnih za
proces proizvodnje pri ¢emu otpadne tvari ne nastaju ili nastaju u malim koli¢inama.3! Koncept
zelene kemije temelji se na prevenciji ili smanjenju uporabe i proizvodnje kemikalija koje su
toksi¢ne 1 Stetne za ljude i okoli§, bioakumulativne ili zapaljive 1 eksplozivne. Izbjegavanje
uporabe Stetnih kemikalija rezultira manjom koliCinom Stetnog otpada, ¢ime se direktno
sprjeCava ili smanjuje nastanak onecis¢enja. Pristup zelenoj sintezi i proizvodnji zelenih
kemikalija ~ podrazumijeva primjenu netradicionalnih aktivacijskih metoda, kao S§to su

mikrovalno zradenje, ultrazvuk, fotokataliza te otapala i katalizatori koji ne one¢igéuju okolis.*?

2.6.1. Sinteze potpomognute mikrovalovima

Mikrovalno zracenje je elektromagnetsko zraCenje frekvencije 0,3 do 300 GHz. Prva
uporaba mikrovalnog zracenja u kemiji opisana je u radu objavljenom 1986. godine. U pocetku
su se reakcije provodile u kuénim mikrovalnim peénicama, medutim tako nije bilo moguce
kontrolirati uvjete reakcije. Danas se reakcije potpomognute mikrovalovima provode u
mikrovalnim reaktorima koji, za razliku od ku¢nih mikrovalnih pe¢nica, omogucuju provodenje

reakcija u potpuno kontroliranim uvjetima.®

Vazni ¢imbenici koji utjeu na reakcije potpomognute mikrovalovima su polarnost
reakcijskog medija i mehanizam reakcije. Preduvjet za odvijanje reakcije pod utjecajem
mikrovalnog zracenja je stalan dipol barem jedne komponente u reakcijskoj smjesi. Upotrebom
polarnih otapala omogucena je apsorpcija izmedu mikrovalova 1 polarnih molekukula otapala te
se tako energija apsorbirana u otapalu prenosi na reakcijsku smjesu. Reakcije u takvim uvjetima
daju rezultate slicne klasicnim reakcijama koje se provode uz zagrijavanje. Upotrebom
nepolarnih otapala omogucuje se apsorpcija energije izmedu mikrovalova i reaktanata.
Apsorbirana energija se prenosi s reaktanata na otapalo. Takve reakcije ovise 0 mehanizmu pa

daju drugacije rezultate od onih klasi¢nih. Reakcije potpomognute mikrovalovima mogu se
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provoditi i bez otapala. U takvim reakcijama je apsorpcija mikrovalova ograni¢ena samo na
reagirajue vrste pa bi se njihovom primjenom povecala sigurnost, reaktivnost i selektivnost,

smanjili tro§kovi i potro$nja energije te sprijecilo onecidéenje otpadnim otapalima.®*

Velik broj reakcija koje se ovijaju klasi¢nim putem mogu se bolje provesti uz primjenu
mikrovalnog zra¢enja. Primjenom mikrovalnog zracenja u organskoj sintezi omoguceno je kraée
trajanje reakcija, uporaba netoksi¢nih otapala, veca selektivnost, manji udio nusprodukata te

vece iskoristenje. Iz tog razloga mikrovalna kemija pripada zelenoj kemiji.3*3°
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Opée napomene

Sva otapala su suSena/procis¢ivana prema preporu¢enom postupku suSenja agensima i/ili
destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A. Za tankoslojnu kromatografiju (TLC) koristene
su plo¢e 60F-254 prevucene slojem silikagela Merck, a za detekciju izoliranih komponenata

koriStena je UV svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2 mm), staklene
kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens su koriStene odgovaraju¢e smjese

CHClI,/CH30H, odnosno n-heksan/etil-acetat.

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

nisu korigirane.

Spektri *H NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci otopljeni su u
DMSO-ds i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u *H NMR spektrima izraZeni su u ppm u
odnosu prema DMSO na 62,50 ppm. Pojedine rezonancije su pridruzene na temelju kemijskih

pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i H-H konstante sprege.

Reakcije potpomognute mikrovalovima provedene su u reaktoru Milestrone Start S
koriste¢i staklene kivete pri 80°C 1 300 W uz tlak 1 bar.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Priprava spojeva

7-(2-brometil)-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (1)

6-klor-7-deazapurin (500 mg; 3,26 mmol) i dibrometan (0,34 mL; 3,91 mmol) otopljeni
su u 10 mL suhog DMF-a. Reakcijska smjesa je mijeSana pola sata na sobnoj temperaturi uz
uvodenje argona, nakon ¢ega je dodan K>COsz (540 mg; 3,91 mmol). Tijek reakcije je pracen
TLC-om. Reakcijska smjesa je mijeSana 48 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je otapalo
otpareno pri snizenom tlaku, a smjesa razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens n-

heksan:etil-acetat = 5:1. Izolirano je bijelo ulje spoja 1 (247,8 mg, 29,21%).

IH NMR (DMSO) 8: 8.66 (1H, s, H-2), 7,85 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 6.69 (1H, d, J = 3.6 Hz,
H-7), 4.71 (2H, 1, J = 6.2 Hz, H-10), 3.96 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-11).

7-(2-azidoetil)-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (2)

Spoj 1 (247,8 mg, 0,951 mmol) otopljen je u acetonitrilu (10 mL) te je dodan NaN3
(167,4 mg; 1,904 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h na temperaturi refluksa (80°C).
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Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon 24 h otapalo je otpareno pri snizenom tlaku , a smjesa
je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens n-heksan:etil-acetat = 5:1. Izolirano je zuto
ulje spoja 2 (189,2 mg, 95,34%).

IH NMR (DMSO) &: 8.67 (1H, s, H-2), 7.83 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 6.71 (1H, d, J = 3.6 Hz,
H-7), 4.49 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-10), 3.81 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-11).

4-Klor-7-[1-(4-(4-fluor-N-metilfenilsulfonamidil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (3)

Spoj 2 (20 mg; 0,096 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (4,98 mg; 0,096 mmol), 1M otopina CuSOs - 5H20 (0,02 mL) i 4-fluoro-N-
(prop-2-inil)benzen sulfonamid (26,6 mg; 0,115 mmol). Reakcija je provedena pod utjecajem
mikrovalova 90 minuta pri 80°C i snazi od 300 W. Tijek reakcije pra¢en je TLC-om. Nakon
zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana
kromatografijom na koloni uz eluens CH>Cl>:CHsOH = 80:1. Dobiven je bijeli prah spoja 3
(10,1 mg, 24,17%, Ty = 178-179°C).

IH NMR (DMSO) &: 8.59 (1H, s, H-2), 8.13 (1H, s, H-12), 7.83 (1H, d, J = 5.3 Hz, NH), 7.81
(2H, d, J = 7.0 Hz, Ph-1'), 7.48 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-8), 7.41 (2H, t, J = 8.8 Hz, Ph-2"), 6.60 (1H,
d, J = 3.5 Hz, H-7), 4.80 (2H, t, J = 5.7 Hz, H-10), 4.72 (2H, t, J = 5.8 Hz, H-11), 3.96 (2H, s,
CH?2).

4-Klor-7-[1-(4-(4-metil-N-metilfenilsulfonamidil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (4)

Spoj 2 (20 mg; 0,096 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je elementarni bakar (4,98 mg; 0,096 mmol), 1M otopina CuSOs - SH20 (0,02 mL) i
4-metil-N-(prop-2-inil)benzen sulfonamid (24,07 mg; 0,115 mmol). Reakcija je provedena 45
minuta pri 80°C pod utjecajem mikrovalnog zracenja (300 W). Tijek reakcije pracen je TLC-om.

Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana

22



kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl,:CH3OH = 80:1. Dobiven je bijeli prah spoja 4
(30,3 mg, 73,19%, Tt = 190-192°C).

IH NMR (DMSO) §: 8.59 (1H, s, H-2), 7.99 (1H, t, J = 5.6 Hz, NH), 7.78 (1H, s, H-12), 7.66
(2H, d, J = 8.2 Hz, Ph-1'), 7.46 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 7.37 (2H, d, J = 8.1 Hz, Ph-2), 6.60
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.79 (2H, t, J = 5.8 Hz, H-10), 4.71 (2H, t, J = 5.7 Hz, H-11), 3.92 (2H,
d, J = 5.5 Hz, CHy), 2.38 (3H, s, CHa).

4-Klor-7-[1-(2-(4-fenil-6-metilbenzotiazolil)-N-metil)]-1,2,3-triazol-4-il)etil-7H-pirolo[2,3-
d]pirimidin (5)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSO4 - 5H20 (0,03 mL) i 4-(6-
metilbenzotiazol-2-il)-N-(prop-2-inil)benzamin (48,74 mg; 0,173 mmol. Reakcija je provedena
pod utjecajem mikrovalova 45 minuta pri 80°C i snazi od 300 W. Tijek reakcije pracen je TLC-
om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana
kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl,:CH3sOH = 70:1. Dobiven je zuti prah spoja 5 (27,3
mg, 37,90%, Tt = 228-230°C).

IH NMR (DMSO) &: 8.54 (1H, s, H-2), 7.83 (1H, s, H-12), 7.79 (4H, m, Ph-3', 8', 11'), 7.40 (1H,
d, J = 3.6 Hz, H-8), 7.27 (1H, dd, J = 8.3, 1.1 Hz, Ph-9'), 6.82 (1H, t, J = 5.9 Hz, NH), 6.68 (2H,
d, J = 8.8 Hz, Ph-4"), 6.53 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.83 (2H, t, J = 4.7 Hz, H-10), 4.73 (2H, dt, J
= 4.7 Hz, H-11), 4.31 (2H, d, J = 5.9 Hz, CH2'), 2.43 (3H, s, CHa).

4-klor-7-[1-(3,5-bis(trifluormetil)fenil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (6)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je elementarni bakar (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSOs - SH20 (0,03 mL) i
1-etinil-3,5-bis(trifluorometil)benzen (0,031 mL; 0,173 mmol). Reakcija je provedena 45 minuta
pri 80°C pod utjecajem mikrovalnog zrac¢enja (300 W). Tijek reakcije pra¢en je TLC-om. Nakon

zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana
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kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl2:CH3OH = 60:1. Dobiven je svjetlucavi prah spoja 6
(60,9 mg, 91,91%, T = 215-218°C).

IH NMR (DMSO) &: 8.80 (1H, s, H-12), 8.55 (1H, s, H-2), 8.39 (2H, s, Ph-1'), 8.05 (1H, s, Ph-
2, 7.58 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 6.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.96 (2H, t, J = 5.5 Hz, H-10),
4.83 (2H, t, J = 5.4 Hz, H-11).

4-Kklor-7-[1-(3,5-difluorfenil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (7)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu (0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSO4 - 5H>O (0,03 mL) i 1-etinil-
3,5-difluorobenzen (0,021 mL; 0,173 mmol). Reakcija je provedena pod utjecajem mikrovalova
45 minuta pri 80°C 1 snazi od 300 W. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon zavrSetka
reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na
koloni uz eluens CH2Cl>:CH3OH = 70:1. Dobiveni su bijeli kristali spoja 7 (37,3 mg, 71,90%, Tt
=187-191°C).

IH NMR (DMSO) &: 8.56 (1H, s, H-2), 8.52 (1H, s, H-12), 7.57 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 7.44
(2H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz, Ph-1'), 7.19 (1H, m, Ph-2), 6.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.93 (2H, m,
H-10), 4.81 (2H, m, H-11).

4-klor-7-[1-(4-pentilfenil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (8)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je elementarni bakar (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSO4 - 5H>0 (0,03 mL)
i 1-etinil-4-pentilbenzen (0,034 mg; 0,173 mmol). Reakcija je provedena 45 minuta pri 80°C pod
utjecajem mikrovalnog zracenja (300 W). Reakcijska smjesa je zatim mijeSana 18 h pri sobnoj
temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri
snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl2:CH30OH =

100:1. Dobiveni su prozirni kristali spoja 8 (40 mg, 70,43%, Tt = 169-174°C).
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IH NMR (DMSO) 5: 8.58 (1H, s, H-2), 8.34 (1H, s, H-12), 7.63 (2H, d, J = 8.9 Hz, Ph-1'), 7.56
(1H, d, J = 3.7 Hz, H-8), 7.24 (2H, d, J = 8.1 Hz, Ph-2), 6.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.90 (2H,
m, H-10), 4.82 (2H, m, H-11), 2.59 (2H, m, CH-1"), 1.59 (2H, dt, J = 14.5, 7.1 Hz, CH2-2"), 1.30
(4H, m, CHz-3', 4, 0.87 (3H, t, J = 6.8 Hz, CHa).

4-Klor-7-[1-(4-pentiloksifenil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-d] pirimidin (9)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSOs4 - 5H>0 (0,03 mL) i 1-etinil-4-
(pentiloksi)benzen (0,034 mL; 0,173 mmol). Reakcija je provedena pod 45 minuta pri 80°C pod
utjecajem mikrovalnog zracenja (300 W). Reakcijska smjesa je zatim mijeSana 18 h pri sobnoj
temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri
snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl2:CH30H =

100:1. Dobiven je bijeli prah spoja 9 (49,7 mg, 84,11%, T = 166-168°C).

IH NMR (DMSO) §: 8.57 (1H, s, H-2), 8.26 (1H, s, H-12), 7.62 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ph-1'), 7.55
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 6.96 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ph-2), 6.60 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.88 (2H,
dd, J = 6.0, 4.4 Hz, H-10), 4.80 (2H, dd, J = 6.5, 4.7 Hz, H-11), 3.98 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-1),
1.72 (2H, m, CH2-2), 1.37 (4H, dd, J = 9.6, 6.8 Hz, CH,-3, 4'), 0.90 (3H, t, J = 7.0 Hz, CHa).

4-Kklor-7-[1-(4-fluorfenil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (10)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSOs - 5H>0 (0,03 mL) i 1-etinil-4-
fluorobenzen (0,02 mL; 0,173 mmol. Reakcija je provedena pod utjecajem mikrovalova 45
minuta pri 80°C 1 snazi od 300 W. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije,
otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz
eluens CH2Cl2:CHsOH = 40:1. Dobiveni su bijeli kristali spoja 10 (25,8 mg, 52,34%, T: = 200-
202°C).
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IH NMR (DMSO) &: 8.56 (1H, s, H-2), 8.38 (1H, s, H-12), 7.76 (2H, m, Ph-1"), 7.56 (1H, d, J =
3.6 Hz, H-8), 7.26 (2H, t, J = 8.9 Hz, Ph-2), 6.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.91 (2H, t, J = 5.5
Hz, H-10), 4.81 (2H, t, J = 5.5 Hz, H-11).

4-Klor-7-[1-(3-klorpropil)-1,2,3-triazol-4-il]etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (11)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSO4 - 5H20 (0,03 mL) i 5-kloro-
pent-1-in (0,02 mL; 0,173 mmol). Reakcija je provedena pod utjecajem mikrovalova pri 80°C i
snazi od 300 W 90 minuta. Reakcijska smjesa je zatim mijeSana 72 h pri sobnoj temperaturi.
Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom
tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens CH.Cl,:CH3OH = 50:1.
Dobiveni su bijeli kristali spoja 11 (34,9 mg, 74,64%, T¢ = 114-116°C).

IH NMR (DMSO) &: 8.56 (1H, s, H-2), 7.67 (1H, s, H-12), 7.54 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 6.61
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.82 (2H, dd, J = 6.1, 4.5 aHz, H-10), 4.75 (2H, m, H-11), 3.55 (2H. t, J
= 6.5 Hz, CH,-1)), 2.65 (2H,t, J = 7.3 Hz, CH2-3), 1.92 (2H, m, CH2-2").

4-klor-7-(1-tolil-1,2,3-triazol-4-il)etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (12)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSO4 - 5H.0O (0,03 mL) i 4-
etiniltoluen (0,02 mL; 0,173 mmol). Reakcija je provedena 45 minuta pri 80°C pod utjecajem
mikrovalnog zracenja (300 W). Reakcijska smjesa je zatim dodatno mijeSana na sobnoj
temperaturi 18 h. Tijek reakcije pra¢en je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno

pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl2:CH3OH

= 70:1. Dobiven je bijeli prah spoja 12 (15 mg, 30,79%, T: = 198-201°C).

IH NMR (DMSO) 8: 8.56 (1H, s, H-2), 8.32 (1H, s, H-12), 7.60 (2H, d, J = 8.1 Hz, Ph-1), 7.56
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 7.22 (2H, d, J = 7.9 Hz, Ph-2'), 6.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.89 (2H,
dd, J = 6.4, 4.5 Hz, H-10), 4.81 (2H, dd, J = 6.3, 4.2 Hz, H-11), 2.31 (3H, s, CH3).
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4-klor-7-(1-oktil-1,2,3-triazol-4-il)etil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (13)

Spoj 2 (30 mg; 0,144 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3
mL). Dodan je Cu(0) (7,48 mg; 0,144 mmol), 1M otopina CuSO4 - 5H>0 (0,03 mL) i dec-1-in
(0,03 mL; 0,173 mmol). Reakcija je provedena pod utjecajem mikrovalnog zra¢enja 90 minuta
pri 80°C 1 snazi 300 W. Reakcijska smjesa je zatim mijeSana na sobnoj temperaturi 48 h. Tijek
reakcije prac¢en je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a
smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl>:CH3OH = 100:1. Dobivena je
zelena kruta tvar, spoj 13 (13,6 mg, 26,21%, Tt = 115-120°C).

IH NMR (DMSO) &: 8.55 (1H, s, H-2), 7.55 (1H, s, H-12), 7.52 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-8), 6.59
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-7), 4.80 (2H, t, J = 5.6 Hz, H-10), 4.74 (2H, t, J = 5.6 Hz, H-11), 2.47 (2H,
t, J = 7.4 Hz, CH2-1"), 1.41 (2H, m, CH,-2)), 1.25 (10H, m, CH,-3-7"), 0,86 (3H, t, J = 7.1 Hz,
CHsa).

4-((4-(4-heksil)-1,2,3-triazol-1-il)metil)-7-hidroksikumarin (14)

Spoj 4-(azidometil)-7-hidroksikumarin (30 mg; 0,138 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a
i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3 mL). Dodan je Cu(0) (7,18 mg; 0,138 mmol), 1M otopina
CuSOs4 - 5H20 (0,03 mL) i okt-1-in (0,03 mL; 0,166 mmol). Reakcija je provedena 90 minuta pri
80°C pod utjecajem mikrovalnog zraenja (300 W). Reakcijska smjesa je zatim mijeSana na
sobnoj temperaturi 18 h. Tijek reakcije pra¢en je TLC-om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je
upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens

CHCI2:CH3OH = 100:1. Dobiven je zuti prah, spoj 14 (7,5 mg, 16,61%, Tt = 200-205°C).

IH NMR (DMSO) §: 10.74 (1H, s, OH), 8.63 (1H, s, H-12), 7.64 ( 1H, d, J = 8.8 Hz, H-6), 6.80
(1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz, H-7), 6.73 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-9), 5.82 (2H, s, H-10), 5.50 (1H, s, H-
3), 2.61 (2H, t, J = 7.5 Hz, CH2-1'), 1.57 (2H, dt, J = 7.7 Hz, CH»-2"), 1.25 (6H, m, CH2-3-5),
0.83 (3H, t, J = 6.4 Hz, CHa).
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4-((4-(4-oktil)-1,2,3-triazol-1-il)metil)-7-hidroksikumarin (15)

Spoj 4-(azidometil)-7-hidroksikumarin (30 mg; 0,138 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a
i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3 mL). Dodan je Cu(0) (7,18 mg; 0,138 mmol), 1M otopina
CuSO4 - 5H20 (0,03 mL) i dec-1-in (0,03 mL; 0,166 mmol). Reakcija je provedena pod
utjecajem mikrovalova pri 80°C i snazi od 300 W u trajanju od 90 minuta. Reakcijska smjesa je
zatim mijeSana na sobnoj temperaturi 18 h. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon zavrSetka
reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana kromatografijom na
koloni uz eluens CH2Cl2:CH3OH = 100:1. Dobivena je zuta krutina, spoj 15 (7,6 mg, 15,49%, Tt
=109-112°C).

IH NMR (DMSO) &: 10.86 (1H, s, OH), 7.97 (1H, s, H-12), 7.65 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-6), 6.81
(1H, dd, J = 8.8, 1.1 Hz, H-7), 6.75 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-9), 5.82 (2H, s, H-10), 5.50 (1H, s, H-
3), 2.61 (2H, t, J = 7.5 Hz, CHz-1"), 1.57 (2H, m, CH2-2"), 1.23 (10 H, CH2-3'-7"), 0.83 (3H, t, J =
7.0 Hz, CHs).

4-((4-(4-heksilfenil)-1,2,3-triazil-1-il)metil)-7-hidroksikumarin (16)

Spoj 4-(azidometil)-7-hidroksikumarin (40 mg; 0,184 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a
i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3 mL). Dodan je Cu(0) (9,57 mg; 0,184 mmol), 1M otopina
CuSOs - 5H20 (0,04 mL) i 1-etinil-4-heksilbenzen (0,05 mL; 0,221 mmol). Reakcija je
provedena pod utjecajem mikrovalova pri 80°C i snazi 300 W u trajanju 90 minuta. Reakcijska
smjesa je zatim mijeSana na sobnoj temperaturi 72 h. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Nakon
zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana
kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl2:CH3OH = 70:1. Dobiven je svijetloZuti prah spoja
16 (41,4 mg, 55,76%, Ti = 210-218°C).

IH NMR (DMSO) &: 10.73 (1H, s, OH), 8.63 (1H, s, H-12), 7.76 (2H, d, J = 8.1 Hz, Ph-1'), 7.68
(1H, d, J = 8.8 Hz, H-6), 7.26 (2H, d, J = 8.2 Hz, Ph-2"), 6.82 (1H, dd, J = 8.7, 2.2 Hz, H-7), 6.76
(1H, d, J = 2.2 Hz, H-9), 5.93 (2H, s, H-10), 5.75 (1H, s, H-3), 2.59 (2H, t, J = 7.6 Hz, CH2-1),
1.58 (2H, m, CH2-2"), 1.28 (6H, m, CH2-3"-6"), 0.85 (3H, t, J = 6.7 Hz, CHa).
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4-((4-((4-propilcikloheksilfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil)-7-hidroksikumarin (17)

Spoj 4-(azidometil)-7-hidroksikumarin (40 mg; 0,184 mmol) otopljen je u 0,5 mL DMF-a
i smjesi t-BuOH : voda = 1:1 (3 mL). Dodan je Cu(0) (9,57 mg; 0,184 mmol), 1M otopina
CuSOs - SH20 (0,04 mL) i 4-(4-propil-cikloheksil)-fenilacetilen (0,05 mL; 0,221 mmol).
Reakcija je provedena pri 80°C 90 minuta pod utjecajem mikrovalnog zraenja (300 W).
Reakcijska smjesa je zatim mijeSana na sobnoj temperaturi 72 h. Tijek reakcije pracen je TLC-
om. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a smjesa je razdvajana
kromatografijom na koloni uz eluens CH2Cl2:CH3OH = 70:1. Dobivena je zuta krutina, spoj 17
(66 mg, 80,87%, Tt = 227-232°C).

IH NMR (DMSO) : 10.66 (1H, s, OH), 7.95 (1H, s, H-12), 7.76 (2H, dd, J = 8.2, 1.2 Hz, Ph-1"),
7.68 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-6), 7.26 (2H, t, J = 8.5 Hz, Ph-2'), 6.83 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz, H-7),
6.76 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-9), 5.93 (2H, s, H-10), 5.75 (1H, s, H-3), 1.82 (2H, d, J = 11.7 Hz,
CH,-7"), 1.58 (4H, m, CH-4', 5", 1.44 (1H, d, J = 12.6 Hz, CH-3"), 1.22 (1H, d, J = 10.4 Hz, CH-
6", 1.06 (2H, m, CH,-8"), 0.85 (3H, g, J = 7.1 Hz, CHa).
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Sinteze spojeva

U ovom radu pripravljeni su potencijalni bioloski aktivni 1,2,3-triazolni derivati 6-klor-
7-deazapurina (3-13) i 7-hidroksikumarina (14-17). Spoj 1 kao klju¢ni prekursor u sintezi novih
derivata 6-klor-7-deazapurina i 1,2,3-triazola pripravljen je N-alkiliranjem kalijeve soli 6-klor-7-
deazapurina s dibrometanom. Spoj 1 je potom preveden u odgovarajuéi 7-deazapurinski azid 2 u
reakciji s NaNs u acetonitrilu. 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati (3-13) pripravljeni su
"click" reakcijom potpomognutom mikrovalnim zra¢enjem s razli¢itim terminalnim alkinima uz
Cu(l) kao katalizator. Izolirani su derivati 6-klor-7-deazapurina s alkilnim, halogenfenilnim,
alkilfenilnim i benzotiazolnim supstituentima u 4-polozaju 1,2,3-triazolnog prstena uz
iskoriStenja 24 - 92% (Shema 1). Reakcija izmedu spoja 1 i NaNs3 je takoder provedena u
dimetilformamidu (DMF) s ciljem poboljSanja reakcijskih uvjeta, medutim reakcija dobivanja

spoja 2 u tim uvjetima nije bila uspjesna.
Cl Cl Cl

NZ (i) NZ
D — LD
NN N

- RSN

(ii) N \

1 Br 2 N3
Cl
(iii)
NZ | \
P A
N VAN
N/ \\N
R

Shema 1. Reagensi i uvjeti: (i) dibrometan, K.COs, DMF, Ar, s.t., 24 h; (ii) NaNs, acetonitril,
80°C, 48 h; (iii) alkin, Cu(0), 1 M CuSOs4 - 5 H20, MW, 300 W, 80°C, 45-90 min, DMF, t-
BuOH:H0 = 1:1
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Tablica 1. Prikaz iskoristenja sinteze i vrijednosti logaritma koeficijenta raspodjele (Log P) za

sintetizirane derivate 6-klor-7-deazapurina s obzirom na supstituent R na 4-polozaju 1,2,3-

triazolnog prstena

Spoj R 1, % Log P
3 __::@ 24,17 2,53
A I _':@ 73,19 2,86
5 | - 4©—<\ j@/ 37,90 | 6,19
6 | 91,91 5,19
2 71,90 3,67
s | Q 70,43 5,51
9 ----- QO_CSHil 84,11 4’89
0!l Q 52,34 3,51
11 N 74,64 2,89
N Q 2079 | 384

31



Reakcija N-alkiliranja provedena je s 2-(2-klorfenil)benzimidazolom i 5-jodindolom
(Shema 2) uz K>CO3 kao deprotoniraju¢i agens, no reakcije nisu bile uspjesne te ciljani N-
brometilni derivati tih spojeva nisu izolirani. U reakciji 2-(2-klorfenil)benzimidazola s

dibrometanom izoliran je dimer, bis(2-(2-klorfenil)benzimidazol)-1,2-etan u slabom iskoriStenju.

-0
@ / ST
CE@

T O
| -

Br

Shema 2. Reagensi i uvjeti: (i) dibrometan, K.COs, DMF, Ar, s.t., 24 h
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Pokusaj "click" reakcije spoja 2 i tert-butil-4-(etiniltiokarbotiol)piperazin-1-karboksilata uz

mikrovalno zragenje nije bio uspjeSan te spoj 18 nije izoliran.

L= S)LN/\ VIR b

Shema 3. Reagensi i uvjeti: (i) alkin, Cu(0), 1 M CuSOs - 5 H.0, MW, 300 W, 80°C, 45-90 min,
DMF, t-BuOH:H,0 = 1:1

Derivati kumarina s 1,2,3-triazolnim supstituentom u polozaju C-4 kumarina pripravljeni su
"click" reakcijom izmedu 4-(azidometil)-7-hidroksikumarina i odgovarajuc¢ih terminalnih alkina.
4-(azidometil)-7-hidroksikumarin je 1,3-dipol i reagira s terminalnim alkinima, odnosno
dipolarofilima (Shema 4). Triazolni derivati kumarina 14 i 15 koji su u 4-polozaju 1,2,3
triazolnog prstena supstituirani s alifatskim lancem nastaju u znatno slabijem iskoriStenju u
odnosu na derivate s aromatskim supstituentima (spojevi 16 i 17) u 4-polozaju 1,2,3-triazolnog

prstena (Tablica 2).
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(i)

\

N3

Shema 4. Reagensi i uvjeti: (i) alkin, Cu(0), 1 M CuSOs - 5 H.0, MW, 300 W, 80°C, 45-90
min, DMF, t-BuOH:H,0 = 1:1

Tablica 2. Prikaz iskoriStenja sinteze i vrijednosti logaritma koeficijenta raspodjele (Log P) za
sintetizirane derivate 4-(azidometil)-7-hidroksikumarina s obzirom na supstituent R na 4-

polozaju 1,2,3-triazolnog prstena

Spoj R I, % Log P
15 N 15,49 4,49

6 | QH 55,76 5,47

17 | - @—O—@Hz)gcm 80,87 4,46
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4.2. Analiza spektara 'H NMR

Strukture spojeva 1 - 17 odredene su na temelju kemijskih pomaka, veli¢ine signala,

veliC¢ine 1 multipliciteta rezonancija te sprega spin-spin izmedu jezgara H-H. Osnovna

karakteristika *H NMR spektara spojeva 1 - 13 su protoni purinskog prstena H-2, H-7 i H-8 u

aromatskom podrucju te protoni etilenske premosnice H-10 i H-11 (~4.7 - 4.9 ppm). U

spektrima spojeva 3 - 13 prisutan je karakteristi¢an signal atoma vodika H-12 triazolnog prstena

u aromatskom podrucju spektra (~8 ppm) te signali pripisani atomima vodika supstituenta

smjestenog na 4-polozaju triazolnog prstena.

Primjer asignacije purinskih spojeva:

Cl
H-7
N/ \
X
H-2 N N
H-11
H-10 R =
H-12 \ \\
N
R

Ph-3'  pha Ph-11'
S CH
H
- —— N \
H
CHz N Ph-g
Ph-3  Ph4 o
Ph-2
o Ph-1
il
----——N—S F
CH, |
0 Ph-1'  ph-2
CHy-2 CH,-4' CH,-6'
A /\/2\/2\/ cs
CHpl' CHy3' CH,5' CH,-T"
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U spektrima spojeva 14 - 17 vidljivi su karakteristi¢ni signali. za protone kumarinskog
prstena H-3, H-6, H-7 i H-9, zatim signal protona metilenske premosnice H-10 i signal protona
triazolnog prstena H-12. Spektri tih spojeva takoder pokazuju i signal za vodik hidroksilne
skupine na 2-polozaju kumarinskog prstena te signale pripisane atomima vodika supstituenta na

4-polozaju triazolnog prstena.

Primjer asignacije kumarinskih spojeva:
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4.3. Ispitivanje antibakterijskog djelovanja in vitro

Antibakterijsko djelovanje spojeva 14, 15, 16 i 17 ispitano je na osam bakterijskih vrsta,
Cetiri  Gram-pozitivne: Staphylococcus aureus (ATCC 2523), Enterococcus faecali,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium (VRE: rezistentan na vankomicin) i Cetiri Gram-
negativne: Pseudomonas aeurigonsa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25925),
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Klebisiella pneumoniae (ESBL). U Tablici 1 prikazani
su rezultati djelovanja spojeva 14, 15, 16 i 17 te antibiotika ceftazidima (CAZ) i ciprofloksacina
(CIP). Rezultati antibakterijskih ispitivanja su pokazali da ispitani spojevi ne pokazuju
antibakterijsko djelovanje na Gram-negativne bakterijske vrste. Spojevi 16 i 17 pokali su vece
inhibitorno djeloanje (MIC = 16 pg/ml; MIC = 64 pg/ml) od antibiotika ceftazidima (CAZ)

(MIC = 256 pug/ml) na Gram-pozitivnu bakteriju Enterococcus faecali.

Tablica 1. Rezultati antibakterijskih ispitivanja za spojeve 14 - 17

N Supstanca MIC pg/mL Antibiotici pg/mL
Bakterijska vrsta
14 15 16 17 CAZ CIP
Staphylococcus aureus >256 | >256 | >256 | >256 o <025
ATCC 25923
Enterococcus faecalis >256 | >256 | 16 64 256 0.5
Staphylococcus aureus >256 | >256 | >256 | >256 16 <0.25
Pseudomonas aeurigonsa >256 | >256 | >256 | >256 . <0125
ATCC 27853
Escherichia coli >256 | >256 | >256 | >256 <025 <0125
ATCC 25925
Acinetobacter baumannii >256 | >256 | >256 | >256 A <0195
ATCC 19606
Klebsiella pneumoniae ESBL >256 | >256 | >256 | >256 64 >256
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5. ZAKLJUCAK



U ovom radu uspjesno je provedena sinteza novih potencijalno bioloski aktivnih hibrida

1,2,3-triazola i 7-deazapurina (1 - 13) te 1,2,3-triazola i 7-hidroksikumarina (14 - 17).

N-9-brometilni derivat 7-deazapurina 1 preveden je u 7-deazapurinski derivat azida 2 koji
je potom posluzio kao prekursor za sintezu hibrida 7-deazapurina i 1,2,3-triazolnih
derivata (3 - 13).

Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom azida i terminalnih alkina priredeni su
1,4-disupstituirani derivati 1,2,3-triazola (3 - 13) te derivati 1,2,3-triazola i 7-
hidroksikumarina (14 - 17). Ciljani derivati pripravljeni su reakcijama potpomognutima
mikrovalnim zra¢enjem u iskori$tenjima 24 - 92 % (za 3- 17) i 15 - 81% (za 14 - 17).

Novopripravljenim spojevima potvrdena je struktura primjenom spektroskopije *H i 3C
NMR.

Provedena ispitivanja antibakterijskog djelovanja spojeva 14 - 17 na osam bakterijskih
vrsta, Cetiri Gram-pozitivne: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus
faecali, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium (VRE: rezistentan na vankomicin)
I Cetiri Gram-negativne: Pseudomonas aeurigonsa (ATCC 27853), Escherichia coli
(ATCC 25925), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Klebsiella pneumoniae
(ESBL) pokazala su da ispitani spojevi nemaju uéinkovito djelovanje na Gram-negativne
bakterije. Spojevi 16 (MIC = 16 pug/ml) i 17 (MIC = 64 pg/ml) imali su bolje inhibitorno
djelovanje od antibiotika ceftazidima (CAZ) (MIC = 256 pg/ml) na Gram-pozitivnu
bakteriju Enterococcus faecali.

Novopripravljeni spojevi ispitat ¢e se na antiproliferativna djelovanja na zlo¢udne stanice

tumora kod covjeka.
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