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SAZETAK RADA
Sinteza purina, pseudopurina i L-askrobinske kiseline s 1,2,3-triazolnom premosnicom

Cilj ovog rada bila je sinteza novih potencijalno bioloski aktivnih hibrida purinskih
izostera i L-askorbinske kiseline (15 — 19) povezanih preko 1,2,3-triazolne poveznice. U tu
svrhu priredeni su N-propargilni purinski i pseudopurinski derivati (6 — 10), te 6-azido-2,3-

0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (14) viSestupnjevitom sintezom.

1,4-disupstituirana 1,2,3-triazolna premosnice pripravljena je Cu(l) kataliziranom
regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom 6-azido derivata L-askorbinske kiseline (14) i
odgovarajucih terminalnih alkina purinskih izostera (6 — 10). Ciljani hibridi (15 — 19)
pripravljeni su ,,click” reakcijom potpomognutom ultrazvu¢nim (metoda A) i mikrovalnim
(metoda B) zracenjem koriste¢i CuSO4 i Cu(0), kao izvor Cu(l) iona, te klasicnom sintezom

primjenom Cu(OAc), u metanolu na sobnoj temperaturi (metoda C).

Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su 'H NMR, ®C NMR i MS
spektroskopijom.

Kljuéne rijeci: molekulski hibridi, L-askorbinska kiselina, purinski izosteri, Huisgenova 1,3-

dipolarna cikloadicija, ultrazvu¢no i mikrovalno potpomognute reakcije



SUMMARY
Synthesis of purine, pseudopurine and L-ascorbic acid with 1,2,3-triazole linker

The aim of this work was the synthesis of novel biologically active of purines,
pseudopurines and L-ascorbic acid hybrids (15 — 19) connected through 1,2,3-triazole linker.
For this purpose, N-propargylated purine and pseudopurine derivatives (6 — 10) and 6-azido-

2,3-0,0-dibenzyl-L-ascorbic acid (14) were prepared in a multistep syntheses.

The 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole spacer was synthesized using Cu(l)-catalyzed
regioselective 1,3-dipolar cycloaddition reaction of 6-azido-L-ascorbic acid derivative (14)
with the corresponding purine isostere terminal alkynes (6 — 10). The target hybrids (15 — 19)
were prepared by ultrasound (method A) and microwave (method B) assisted “click”
reactions using CuSO,4 and Cu(0), as catalysts, as well as using classical synthetic protocol
with Cu(OAc), in methanol (method C).

The structures of all synthesized compounds were confirmed by *H NMR, *C NMR

and MS spectroscopy.

Keywords: molecular hybrids, L-ascorbic acid, purine isosteres, Huisgen 1,3-dipolar

cycloaddition, ultrasound and microwave assisted reactions.
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1. UVOD



Nukleozidni analozi pronasli su primjenu kao antivirusni, antitumorski i antibakterijski
lijekovi. S obzirom na ograni¢enja u primjeni postojecih lijekova, zbog njihove citotoksi¢nosti
i nedovoljne selektivnosti, stalna je potreba za pronalaskom boljih, selektivnijih i
djelotvornijih sredstava. Povezivanjem dva ili viSe farmakofora, razli¢itih bioloSkih
aktivnosti, nastaje molekulski hibrid.! Novonastali hibridi zadrzavaju funkcionalnost
farmakofora, te se primjenjuju u raznim terapijama, posebno u lijecenju tumora i neuroloskih

bolesti, ali i u lijeenju tuberkuloze, AIDS-a, malarije i dr.?

Purini 1 purinski izosteri primjeri su prirodnih farmakofora, Sirokog spektra bioloske
aktivnosti. Strukturne su jedinice bioloski vaznih molekula, poput DNK i RNK, temeljnih
struktura u prenoenju geneticke informacije.® Postoji veliki broj lijekova koji sadrze purinsku
bazu u svojoj strukturi, kao Sto su 6-merkaptopurin, koji se koristi u lije€enju tumora, te
aciklovir, karbovir i ganciklovir, lijekovi za lijeenje virusne infekcije Herpsea i AIDS-a.
Sirok spektar bioloske aktivnosti purina, potaknule su mnoge znanstvenike na prouc¢avanje
bioloskih i1 kemijski sli¢nih heterocikli¢kih sustava, poput 7-deazapurina, koji takoder imaju

. v . v . .. . e v . .. 4
izrazeno biolosko djelovanje i vaznu ulogu u lije€enju tumora i virusa.

L-Askorbinska kiselina, takoder je zanimljiv prirodni, heterociklicki spoj s izrazenim
bioloskim djelovanjem. Askorbinska kiselina vazna je biomolekula, koja sudjeluje u sintezi
karnitina iz lizina, sintezi neurotransmitera, te kao antioksidanas.” L-Askorbinska kiselina,
poznata kao vitamin C, pokazala je antitumorsko djelovanje.® Njeni derivati su takoder
pokazali bioloSku aktivnost, tako 5,6-O-modificirani derivati askorbinske kiseline pokazuju
antitumorsko djelovanje, dok C2-O- i C3-O- alkilirani derivati sprje¢avaju peroksidaciju

lipida biomembrana.’

U zadnjih nekoliko godina intenzivno se proucavaju 1,2,3-triazolni derivati nukleozida
1 njihovih analoga, medu kojima je i1 askorbinska kiselina. Razlog tomu su obecavajuca
svojstva 1,2,3-triazola, koji pokazuje antivirusno, antibakterijsko i citostatsko djelovanje, a u
strukturama sudjeluje kao bioizosteri ili premosnica. Sintetski se 1,2,3-triazol moze dobiti
bakar kataliziranom azid-alkin cikloadicijom (CuAAC), koja spada u podrugje 'Click' kemije.?
CuAAC pokazala se pogodna reakcija za sintezu 1,2,3-triazola, jer omogucava visoko
iskoristenje, upotrebu ne toksicnih otapala, dok se vrijeme reakcije, osim bakrom kao
katalizatorom, dodatno skracuje djelovanjem mikrovalnog ili ultrazvu¢nog zracenj a.® Tako se
u ovom radu provodi sinteza purina, pseudopurina i L-askorbinske Kkiseline sa 1,2,3-

triazolnom premosnicom u svrhu ispitivanja antivirusnog i antitumorskog djelovanje.



2. OPCI DIO
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2.1. Purini i pseudopurini

2.1.1. Purini

Purin ili imidazo[4,5-d]pirimidin jedan je od najrasSirenijih dusikovih heterocikla u
prirodi.’ Sastoji se, kako i sam naziv kaze od medusobno povezanog imidazolnog i
pirimidinskog prstena (Slika 1). Nobelovac Emil Fischer prvi je sintetizirao bezbojne kristale
purina 1899. godine, a nakon toga dao mu je i naziv 'purin’ (purum uricum).™ Purini podlijezu
reakcijama sa elektrofilima i nukleofilima, na ugljikovom atomu (C-8) peteroclanog prstena,

te pretezno nukleofilnim reakcijama na ugljiku (C-2 i/ili C-6) Sesteroclanog prstena.

N N R :H e
(D=0 =00 =01

. 3 Hopuri
1 H-purin 9H-purin 7H-purin purin

Slika 1. Strukturni prikaz tautomera purina®

Nesupstituirani purin nije pronaden u prirodi, dok su njegovi derivati, posebno
adeninski derivati ukljueni u niz metaboli¢kih procesa. Adenozin 5'-trifosfat (ATP) glavni je
izvor energije u Zivim stanicama. Adenozin 3',5'-ciklofosfat (ciklicki-AMP; cAMP) sudjeluje
u kontroli aktivacije kinaznih proteina, koncentracije K* iona, te sudjeluje u transkripciji.
Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD; NAD") i flavin adenin dinukleotid (FAD) su koenzimi
ukljuceni u stani¢ne oksido-redukcijske procese. Vazno je spomenuti i acetil-koenzim koji
posjeduje visoki potencijal prijenosa C,- skupine. Purinske i pirimidineske baze sastavni su
dio deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i ribonukleinskeke kiseline (RNK).'

Osim $to su vazne komponente metabolickih procesa, mnogi analozi purina pokazuju
bioloSku aktivnost, te se primjenjuju u farmaceutskoj industriji kao lijekovi, protiv leukemije
(tiopurin, pentostatin), antivirusni lijekovi (aciklovir, peniciklovir, genciklovir, abacavir),
imunosupresivna sredstva (tioazapurin), antitrombozni lijekovi (kengreal) i antitumorska
sredstva (fludrabin, kladribin, klofrabin, tenofovir) (Slika 2). Purini su vazni farmakofori koji
sudjeluju u sintezi i funkcioniranju DNK i enzima, te su jedni od najvaznijih heterocikla koji

se koriste za razvoj inhibitora protein-kinaze.™
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Slika 2. Strukturni prikaz nekih od derivata purina koji se koriste u lijeenju virusnih

infekcija poput herpesa (a), AIDS-a (c) i karcinoma (b).**

Polifukcionalni purini, supstituirani na mjestima 2-, 6- i 8- pripravljaju se iz
odgovarajucih aktiviranih purinskih intermedijara reakcijama nukleofilne supstitucije na
ugljikovom 1 heteroatomu, reakcijama povezivanja uz pomo¢ prijelaznih metala kao

katalizatora, N-alkiliranjem/aciliranjem te Vorbriiggen-ovim reakcijama.**

Astma

Alergije

Induktor interferona

b-AST-IV PDE

EST Antibakterijsko
Antidiabetik sredstvo
Metabolizam kalcija / [p3K
Antivirotik
PDE7

Leukemia

Astma

HSP90
Cdk

Upala crijeva

Karcinomi Diferencijacija matiénih

Ber-Abl stanica

MV Resorpcija matice kosti

Osteoporoza

Anksiolitik Parkinson

Antidepresiv  Alzheimer

Slika 3. Shematski prikaz potencijalnog djelovanja purinskih derivata kao lijekova, unutar

kruga prikazane su mete djelovanja, a izvan kruga bolesti na koje se odnosi meta.**

Sintetski derivati purina interferiraju s enzimima, pri ¢emu djeluju kao antivirusna
sredstva, induktori interferona, antibakterijska sredstva, inhibitori leukotrien A4 hidrolaze,

Hsp90, cisteinske proteaze katepsina K, fosfodiestera, te u inhibiciji nukleozidnog transporta



te razli¢itih kinaza poput Src tirozin kinaze, P38 MAP kinaze, Inozitol-1,4,5-trifosfat-3-kinaze
(Slika 3).*

Nukleozidni analozi takoder su pokazali snazno antivirusno i antitumorsko djelovanje.
Nukleozidi su gradeni od dusi¢ne baze (purinske ili pirimidnske) i Secera, medusobno
povezani N-glikozidnom vezom. Nukleozidni analozi nastaju pri strukturnim promjenama na
dusi¢noj bazi ili SeCernoj komponenti. Istrazivanja su pokazala da 6-klorpurinski derivati
purina (¢ija potencijalna djelovanja su dio i ovog rada) i L-askorbisnke kiseline, koja imitira
SeCer, pokazuju Snaznu inhibitornu aktivnost prema zlo¢udnim tumorskim stanicama:
leukemije limfoblasta (CEM), migje leukemije (L1210)," karcinoma vrata grlica maternice
(HeLa) i karcinoma gusterace (Mia-PaCa-2) (Slika 4.).*° Osim antikancerogenog, pokazali su

i antivirusna svojstva na herpes simpleks tipa 1 i tipa 2 ( HSV-1, HSV-2) te varicella zoster

virus (VZC).®
Ry
y \ N 1 2
b@ T
N/ N

R, OBn OMe

(o] R;  OH OMe

R, Rs
Slika 4. Strukturni prikaz nukleozidnog analoga

2.1.2. Deazapurini

Obzirom na izrazito Siroko djelovanje purina, struktura purina postala je inspiracija za
sintezu novih heterociklickih spojeva, ¢ija se kemijska i bioloska svojstva i danas istrazuju. Ti
spojevi nazivaju se deazapurini (pseudopurini) odnosno deazapurinski bioizosteri.**
Bioizisteri, opc¢enito, su spojevi kod kojih je izmijenjen osnovni skelet molekule 1/ili
supstituent na molekuli, pri ¢emu, novonastali spojevi zadrzavaju biolosku aktivnost poc¢etnog
spoja. Bioizosteri imaju Siroku primjenu, posebno u medicinskoj kemiji.'” Deazapurini su
purinski izosteri kod kojih je dusikov atom zamijenjen ugljikovim (Slika 5), te pokazuju

antivirusno, antitumorsko i antituberkulostatsko djelovanje.*®*°
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NH\> |/NH\> m MN//

1-deazapurin 3-deazapurin ‘7-deazapuri.n‘ » 9-deazapurin
3H-imidazo [4,5,-b]piridin  1H-imidazo[4,5-c]pidin 7H-pirolo[2,3-d]pirimidin 5H-pirolo[3,2,-d]pirimidin
N \ \ NH \
S (I LD
NH N/ NH N/ Y
1,3-dideazapurin 1,7-dideazapurin 1,9-deazapurin 3,7-dideazapurin
1H-benz[d]imidazol 1 H-pirolo[2,3,-b]piridin 1H-pirolo[3,2,-b]piridin 1 H-pirolo[3,2,-c]piridin
N D m m
3,9-dideazapurin 7,9-dideazapurin 1,7,9-trideazapurin

1 H-pirolo[2,3,-c]piridin 7H-ciklopentan[d]pirimidin 7H-ciklopentan[b]pirimidin

N
\ N| X \
G NH
1,3,9-trideazapurin 3,7,9-trideazapurin 1 ,3,7—trid'eazapurin
3H-indol 5H-ciklopentan[c]piridin 1H-indol

Slika 5. Prikaz deazapurinskih izostera

Kako su u ovom radu priredeni 7-deazapurinski derivati (7H-pirolo [2,3,-d]pirimidini)

istaknut ¢emo neke vazne strukture i svojstva tih bioizostera.
2.1.2.1. 7-deazapurini (7H-pirolo [2,3,-d]pirimidini)

Pirolopirimidini, u koje spadaju 7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin i 5H-pirolo[3,2,-
d]pirimidin pirolopirimidini, posjeduju antibakterijska, antivirusna, antikancerogena, anti-
inflamatorna te anti-hiperglikemi¢na djelovanja. Kod ovih deazapurinkih izostera je sedmi
odnosno deveti heteroatom dusika pirolopirimidinskog prstena zamijenjen ugljikom. Poznati
su 7-deazapurinski analozi koji se koriste kao antibiotici poput tubercidina, toyocamycina i
sagicamycina (Slika 6) izolirani iz razli¢itih bakterija vrste Streptomyces. Sagicamycin (Slika
6¢) selektivno i reverzibilno inhibira sintezu stani¢ne RNK, te sintezu virusne DNK, dok za

tubercidin nije poznata specifi¢na meta citostatskog djelovanja (Slika 6a).”°



OH

\\\\\
.

n,
0/
7OH

HO a) Tubercidin (R=H)
b) Toyocamycin (R=CN)
¢) Sagicamycin (R (1-5)= CONH,, F, CI, Br, I)

Slika 6. Stukturni prikaz Tubercidina (a), Toyocamycina (b) i Sagycamycina c).?

Halogenirani purinski izosteri pokazali su dobru biolosku aktivnost, poput 6-
klorpurinskih analoga prikazanih na slici 4, koji djeluju na tumorske stanice misje leukemije
(L1210/0), karcinoma dojke misa (FM3A) i leukemije limfoblasta (Molt4/C8 i CEM/0).%
Uzevsi u obzir biolosku aktivnost purina i deazapurina, u ovom radu priredeni su derivati

razli¢itih purinskih izostera (Slika 7).

N N N TR N

Adenin 6-amino-7-deazapurin 6-klor-9H-purin
9H-purin-6-amin 7H-pirol[2,3,-d]pirimidin-6-amin

Cl

¢ Br
ﬁﬁ D
K k F

N/ NH N NH
6-klor-7-deazapurin 7-brom-6-klor-7-deazapurin

6-klor-7H-pirol[2,3,-d]pirimidin 7-brom-6-klor-7H-pirol[2,3,-d]pirimidin

Slika 7. Strukturni prikaz purina i deazapurina koristenim u ovom radu.



2.2 L-askorbinska Kkiselina

L-Askorbinska kiselina, poznata i kao vitamin C, je ketolakton molekulske formule
CsH1206. Po strukturi je vrlo slicna glukozi i topljiva je u vodi. Sudjeluje u mnogim
biokemijskim procesima, poput reakcija hidroksilacije, pri ¢emu se oksidira do
dehidroaskorbinske kiseline (Slika 8).?> U organizmu, pri fizioloskim uvjetima (pH~7,4),

askorbinska se kiselina nalazi u obliku askorbatnog aniona.?

L- askorbinska kiselina L-dehidroaskorbisnka kiselina

Slika 8. Shematski prikaz oksidacije L- askorbinske kiseline

Cetiri hidrokislne skupine pokazuju razli¢itu reaktivnost u bazi¢nim uvjetima, te
visoko hidrofilni karakter. Zbog toga askorbinska kiselina nije topljiva u organskim otpalima.
Cesto se zbog toga hidroksilne skupine supstituiraju sa skupinama topljivim u organskim

otapalima.®

Askorbinska kiselina sudjeluje u sintezi kolagena (vezivnog tkiva), koji organizmu
daje &vrstoéu i potporu.®* Nedostatak kolagena uzrokuje skorbut, bolest koja dovodi do
promjena na zubnom mesu, pucanje krvnih Zila, slabljenja zglobova i imunoloskog sustava, a
u krajnjem slucaju moze do¢i 1 do smrti. Osim kolagena, askorbinska kiselina neophodna je za
sintezu karnitina iz lizina, sintezu neurotransmitera, aktivnost citokroma P-450, metabolizam
kolesterola, a smatra se 1 najvaznijim antioksidansom u izvanstani¢noj tekucini. Glavni izvor
L-askorbisnke kiseline su proizvodi biljnog i zZivotinjskog podrijetla. Posebno veliki udio
vitamina C nalazi se u agrumima, papaji, jagodama, rajcici, brokuli, zeljastom povréu i

sli¢no.?®

Istrazivanja su pokazala da L-askorbinska Kiselina i njeni derivati pokazuju
antikancerogeno i antivirusno djelovanje.?®?’ Smatra se da askorbinska kiselina inhibira
apoptozu izazvanu oksidacijskim stresom u stanicama HL-60 mijeloi¢ne leukemije,?® dok
neki derivati L-askorbinske kiseline poput 6-bromo-, 6-amino- i N,N-dimetil-6-amino-6-

deoksi-L-askorbinska kiselina inhibiraju rast zlo¢udnih tumorskih stanica: vrata maternice

9



(HeLa), grkljana (Hep2) i gusterade (MiaPaCa 2).2* U kombinaciji sa vitaminom K
pokazuje antitumorsku aktivnost protiv stani¢nih linija karcinoma prostate (DU145).% Vazno
je 1 napomenuti da purinski i pirimidinski derivati L-askorbinske Kkiseline pokazuju
antitumorsko djelovanje na stanice mi$je leukemije (L1210/0), karcinoma dojke miSa

(FM3A)), i zloéudno preobrazenih T-limfocita (Molt4/C8 i CEM/0).*

Kako je u prethodnom odlomku navedeno, L-askorbinska kiselina i njeni derivati
pokazuju i antivirusno djelovanje. Tako L-askorbinska kiselina-2-fosfat pokazuje antivirusno
djelovanje protiv humanog citomegalovirusa (CMS), sojeva u ljudskim stanicama fibrioblasta
(HFF) i endotelnih stanica (EC).?® Ve¢ spomenuti purinski i pirimidinski derivati L-
askorbinske kiseline pokazuju antivirusno djelovanje na varicella zoster virus (TK'VZV i TK’
VZV) i citomegalovirus (CMV) (Slika 9).*

a) b)
R’=H, F, Cl, Br, I, CF; E R=Cl, pirol
o) Bn= benzil Bn= benzil
N=—
HN 4 / 7N
g LA
O N N
6 0
3 o} — o}
BnO OBn BnO OBn

Slika 9. Strukturne formule a) pirimidinskih i b) purinskih derivata 2,3-dibenzil-4,5-dihidro-
5,6-dideoksi-L-askorbinske kiseline koji pokazuju antitumorsko i antivirusno djelovanje na
varicella-zoser virus (TK+VZV i TK-VZV) i citomegalovirus (CMV).*
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Rai¢-Mali¢ i suradnici priredili su razli¢ite pirimidinske nukleozidne analoge od kojih
je najizrazenije citostatsko djelovanje pokazao spoj koji sadrzi trifluorometilnu skupinu u
polozaju 5 uracilne jezgre (IC50=0,9uM) na stanice Molt4/C8 (stanice zloc¢udno preobrazenih
T-limfocita), dok spoj 6-(N-pirolil)purin najvec¢u selektivnost u antitumorskom djelovanju
(Slika 10).3*

a) b)

o O
HO -
BnO OBn R%0 OH
RS H. F. CE R3= CH,Ph, H
e s R°=H, F, CF;

Slika 10. Strukturni prikaz pirimidinskih derivata a) 2,3-O,0-dibenzil-6-deoksi-L-askorbinske
kiseline i b) 4,5-didehidro-5,6-dideoksi-L-askorbinske kiseline koji pokazuju antitumorski i

antivirusno djelovanje.

Nukleozidni analozi koji sadrze peteroclani triazolni prsten od velikog su interesa,
posebno nakon dokaza o antivirusnom djelovanju ribavirina.®® Istoimeni lijek koji se koristiti

za lijeCenje infekcija uzrokovanih respiratornim sinsicijskim virusom (RSV) i virusom

hepatitis C (HCV) (Slika 11).*

HO O )

N
\N/ NH,
HO

OH

Slika 11. Ribavirin, istoimeni lijek koji se koristi u lijeCenju infekcija uzrokovanih

respiratornim sinsicijskim virusom (RSV) i virusom hepatitis C (HCV).
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2.3 Triazoli

Triazoli, poznati i kao pirodiazoli su petero¢lani, aromati¢ni, heterociklicki spojevi.
Gradeni su od tri atoma duSika 1 dva ugljikova atoma, molekulske formule C2H3N3.35
Pojavljuju se u dva izomerna oblika: 1,2,3- Traizol i 1,2,4- Triazol (Slika 12).* 1,2,3-Triazol

kao jedinka ne postoji u prirodi.*’

a) b)

§ NG H N
L)L ()1
: ) Ty

Slika 12. Strukturni prikaz izomera triazola a) 1,2,3-triazol b) 1,2,4-triazol

Zbog svoje aromatske stabilnosti, u kiselom i bazi¢nom mediju, ne podlijezu redukciji,
oksidaciji ni hidrolizi,*® a stabilni su i u Sirokom temperaturnom podru&ju.*® Ponasaju se kao
slabe baze,*’ te reagiraju s elektrofilnim reagensima. Imaju visoki dipolni moment (oko 5
D),* te zbog toga sudjeluju u dipol-dipol i 7 interakcijama, a mogu stvarati i vodikove veze.*

Ta svojstva omoguéuju triazolima bolju topljivost i lak3e vezivanje za bioloske mete.*®

Triazoli imaju vaznu ulogu u medicinskoj kemiji. Pokazuju S$iroki spektar
farmakoloskog djelovanja na razne bolesti poput malarije, HIV-a, alergija, karcinoma,
tuberkuloze, konvulzivnih te bakterijskih bolesti i sliéno.”* Osim &to pokazuje snaznu
bioloSku aktivnost, triazol 1 njegovi izosteri imaju nisku toksi¢nost, visoku bio dostupnost,

dobru biokompatibilnost, te pokazuju dobra farmakokineticka svojstva.®

Triazol 1 njegovi derivati ne primjenjuju se samo u medicinskoj kemiji, ve¢ se nalaze u
sastavu razli€itih bojila 1 pigmenata, sluZze kao inhibitori korozije razli¢itih metala i legura, te

kao herbicidi i fungicidi u agrokemikalijama.®®

U ovom radu prouc¢avamo hibride purina i pseudopurina sa L- askorbinskom kiselinom
povezanih preko 1,2,3-triazolne premosnice, te ¢emo vecu paznju POSvetiti njegovim

svojstvima.
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2.3.1 1,2,3-triazol

N
N

\

HN
Slika 13. Strukturni prikaz 1,2,3-triazola

U prethodnom poglavlju opisali smo neka svojstva 1,2,3- triazola i posebno istaknuli
njegovu vaznost u medicinskoj kemiji. 1,2,3-Triazol moze imati ulogu bioizostera (amidne
veze, nukleozida, trans olefinske premosnice), farmakofora ili moze biti premosnica koja
povezuje razli¢ite farmakofore, stvaraju¢i molekulske hibride koji pokazuju ucinkovitije i

selektivnije djelovanje na Zeljenu metu.***°

Najces¢i nacin sinteze 1,2,3-triazola je Huisgenova cikloadicija (1,3-dipolarna
cikloadicija).® Pocetkom dvadesetog stolje¢a opisana je ova reakcija, ali ju je tek Sezdesetih
godina (dvadesetog stolje¢a) mehanisti¢ki opisao Huisgen.38 Rijec¢ je o egzergonoj reakciji46
izmedu terminalnog alkina i azida."’ Uz primjenu pogodnog katalizatora reakcija je

regioselektivna (Slika 14), visokih iskoristenja i brza, jer su alkini slabi 1,3-dipol akceptori.*®

Najpogodniji katalizatori za Huigenovu cikloadiciju 1,4-disupstituiranog-1,2,3-triazola
su bakar i njegove soli.*® Ova vrsta cikoadicije pronasla je Siroku primjenu u raznim

% sinteza oligonukleotida,®® oznagavanje

podrucjima znanosti kao §to u biokonjugacija,5
DNK®™ te otkrivanju lijekova.>® Pokazalo se da je reakcija uspjesnija in situ, uz redukciju

Cu(ll) soli, poput bakar(I1)acetata (Cu(OAc),), koje su jeftinije i ¢is¢e od Cu(I) soli.*

Derivati 1,2,3-triazol-2,3-dideoksi-2,3-dietantioribonukleozida pokazali su visoku
citotoksi¢nost prema hepatocelularnom karcinomu jetre (HepG2), plu¢nom karcinomu (LAC)

te karcinomu vrata grli¢a maternice (HeLa) (Slika 14.).>*

13



HO R= Ph; 4-F-Ph; 4-OCHj3-Ph; N-metil-
karbamoil:;CH,OH

EtS SEt

Slika 14. Strukturni prikaz 1,2,3-triazol-2,3-dideoksi-2,3-dietantioribonukleozida i njihovog

antitumorksog djelovanja.**

Tablica 1. Prikaz antitumorskog djelovanja 1,2,3-triazol-2,3-dideoksi-2,3-

dietantioribonukleozida.**

ECso(uM)
HepG2 A549 LAC HelLa
1: R=Ph 9,6 44,2 20,7 11,2
2: R=4-F-Ph 9,6 20,2 16,2 6,9
3: R=4-OCHj3-Ph 11,0 23,4 14,5 5,7

Skupina nukleozidnih analoga, ¢ija se struktura sastoji od izoksazolidnog prstena
povezanog sa purinskom ili pirimidinskom bazom ili nekom drugom aromatskom
funkcijskom skupinom preko 1,2,3-triazolne premosnice, pokazala je antikancerogeno
djelovanje. Pokazano je da ovi trans- i cis-(1,2,3-triazol-1-il)izoksazolidini, koji sadrze
nesupstituiranu orto-, meta-fluorfenil, 2,4-diflourfenil i piridin-2-il skupinu, inhibiraju

proliferaciju stanica za 50% (CCsp) u podru¢ju koncentracija od 40 do 78 uM za karcinom
(CEM) i karcinoma vrata grlica maternice (HeLa). No izoksazolidini koji su preko 1,2,3-

triazolne premosnice povezani sa uracilom, timinom, citozinom i adeniom nisu pokazali

inhibiciju proliferacije stanica (Slika 15).%
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(0]
N N
~N" N\, Z
N
n=0,1
R= purinska ili pirimidinska baza; aromatski ili heterociklicki
(OEt),(O)P supstituent

Slika 15. Nukleozidni analozi sastavljeni od izoksazolidinskog prstena povezanog sa
purinskom, pirimidinskom bazom, aromatskom ili heterociklickom skupinom preko 1,2,3-

triazolne premosnice i njihovo antitumorsko djelovanje.**

Tabica 2. Prikaz antitumorskog djelovanja nukleozidnih analoga izoksazolidinskog prstena
povezanih sa purinskom, pirimidinskom bazom, aromatskom ili heterocikliCkom skupinom

preko 1,2,3-triazolne premosnice.**

CCso(nM)
L1210 CEM HelLa HEL
Trans | Cis  Trans | Cis | Trans = Cis | Trans | Cis
1: R=Ph >250 | 172 | >250 | >250 @ >250 | >250 40 54
2: R=2-F-Ph 120 122 | >250 | >250 202 247 73 41

3: R=3-F-Ph >250 104 | >250 @ >250 @ >250 | 212 40 43
4: R=2,4-diF-Ph 131 124 | >250 | >250 @ 162 135 59 42
5: R=piridin-2-il | >250 | 206  >250 | >250 @ >250 | >250 62 78

n=0 za 1-5
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2.4 'Click" kemija

Koncept ‘click' kemije opisali su K. B. Sharpless i suradnici 2001. godine.*® Vazno je
da ‘click' reakcija bude modularna, stercospecifi¢na, Sirokog opsega, omogucéava visoka
iskoriStenja bez ili sa malom koli¢inom nezeljenih produkata, da proizvodi produkte koji se
jednostavno izoliraju 1 koji su neskodljivi za okolis, ima Siroka dostupnost pocetnih reagensa,
te upotrebu okolisu prihvatljivih otapala, ili otapala koja se jednostavno uklanjaju. Pozeljno je
i da se produkti reakcije ne moraju procis¢avati kromatografskim metodama, te da su stabilni
u fiziologkim uvjetima.®’ Postoji §irok spektar reakeija u podrugju 'click' kemije, koje se mogu

razvrstati u Cetiri glavne kategorije:
e Cikloadicija — prvenstveno 1,3-dipolarna cikloadicija, te hetero Diels — Alder
cikoadicija.

e Nukleofilno otvaranje prstena — odnosi se na otvaranje napetih heterociklickih

elektrofila, poput aziridina, epoksida, ciklickih sulfata, aziridinijeva iona, episulfatnog
iona i sl.

e Nealdolne reakcije karbonilnog tipa — formacija oksima, hidrazona i aromatskih

heterocikla

e Adicija na dvostruku vezu izmedu dva C-atoma — reakcije oksidacija, kao $to su

epoksidacija, dihidroksilacija, aziridinacija te nitrozilna i sulfonilna halo adicija i

Michaelova adicija Nu-H reakanata.”’

(Slika 16.)
OR" 2
R"O R' /A
R'
— C = C adicija
Diels — Alderova [O]
cikloadicija
katalizator NuC
R'
R"—N
° HO
Cu (D) [0] >—(
n=N R NuC
| R' nukleofilno otvaranje prstena
J N \}7

(0]
Huisgenova 1,3-cikloadicija
‘ R"O—NH; RO
R \ N

nealdolna karbonilna reakcija

Slika 16. Prikaz reakcija koje ispunjavaju uvijet ‘click’ kemije.*’
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Bez obzira na velike zahtjeve, 'click' kemija ima izrazito Siroku primjenu u

biokonjugaciji, modifikaciji povriina nano&estica, te farmaceutskoj industriji.”®

U vidu ovog rada ¢e se proucavati 1,3-dipolarna cikloadicija (Huisgenova

cikloadicija), s bakrom kao katalizatorom.

2.4.1 Huigenova cikloadicija

Huisgenova cikloadocija, poznata i kao 1,3-dipolarna cikloadicija, je elektrofilna,
egzergona reakcija izmedu 1,3-dipola 1 dipolarofila, pri ¢emu nastaje petroclani prs‘[en.59
Cikloadicija, opéenito sugerira nastajanje ciklickog produkta, kod kojeg nastaju dvije ¢ veze
na temelju dvije 7 veze.®® Primjer 1,3-dipolnih molekula su azidi, nitriloksidi i nitrililidi, u
kojima je centralni atom, sp hibridizirani dusik, te nitroni i kabonililidi kod kojih je centralni
dusikov atom sp2 hibridiziran. Dipolarofili sadrze dvostruku vezu i mogu biti karbonili, alkeni
ili alkini. Kona¢ni produkti cikloadicije izmedu alkina i azida su 1,4- i 1,5-disupstituirani
triazoli.**

Ro
|

NG R
N c
> \ N/
N—C

R1_CEC_R2

N=—/N—/N—R
0 \® 2
R4

Slika 17. Opceniti prikaz Huisgenove (1,3-dipolarne cikloadicije)

Huisgenova cikloadicija se provodi pri poviSenim temperaturama, te je vrijeme
reakcije izrazito sporo. Osim toga, reakcija nije regioselektivha i zahtjeva dodatno
kromatografsko proc¢is¢avanje. Problem regioselektivnosti rijeSen je upotrebom katalizatora i
to upotrebom Cu(l) ili Cu(ll) soli za sintezu 1,4-disupstituiranog triazola, dok se za sintezu

1,5-disupstituiranog triazola koriste rutenijevi kompleksi.*
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Slika 18. Strukturni prikaz Huisgen-ove cikloadicije (A) termalna rekacija cikloadicije
rezultira nastajanjem smjese 1:1 1,4- i 1,5-disupstituiranog-1,2,3-triazola, (B) reakcija
katalizirana bakrom (Cu) rezultira samo nastajanjem 1,4-disupstituiranog-1,2,3-trizola, (C)

reakcija katalizirana rutenijem (Ru) rezultira nastajanjem 1,5-disupstituiranih-1,2,3-triazola.

2.4.1.1 Azid-alkin cikoadicija katalizirana Cu(l)

Kako je u prethodnom odlomku navedeno, 1,3-dipolarnom cikloadicijom terminalnih
alkina i azida s bakrom kao katalizatorom (CuAAC) prireden je 1,4 disupstituirani triazolni
prsten. Azidi i terminalni alkini pokazuju izrazitu kineticku stabilnost te stabilnost u Sirokom
podru¢ju pH, odli¢no toleriraju kisik, vodu i standardne uvjete organske sinteze, te zbog
navedenih svojstava tih molekula, CuAAC je izrazito proucavana reakcija. Proces sinteze
pokazuje odli¢na iskoriStenja u sustavu t-BuOH:H,O, pri sobnoj temperaturi, a velika
kinetidka stabilnost, uzrokuje izrazito dugo vrijeme sinteze 1,4-disupstituiranog triazola.®®
Dugo vrijeme reakcije moze se skratiti upotrebom katalizatora u kombinaciji s mikrovalnim i
ultrazvu¢nim zracenjem, Sto je dokazano i u ovom radu. Katalizatori reakcije mogu biti Cu(I)
soli (CuX (X=CI,Br,1), CuOTf,> koje se koriste direktno u sintezi, ili in situ iz Cu(ll) soli,
poput CuSO, ili Cu(OAc), s odgovaraju¢im reducensom, poput natrijevog askorbata ili

elementarnog bakra. Bakar(I1) soli preferirane su zbog &istoée soli i produkata,.®*

Jedan od prijedloga mehanizma sinteze 1,4-disupstituiranog-1,2,3-trazola dali su J. E.
Hein i V. V. Fokin. Prema njihovom proracunu sinteza zapocinje reakcijom bakar(l)acetilida

1 i terminalnog alkina 2 (stupanj A). Ova reakcije je egzotermna, pri ¢emu nastaje m—
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koordinirani alkin—bakar kompleks 3, takav polozaj alkina obzirom na bakar zakiseljuje
sredinu, $to omogucava deprotoniranje u vodenom mediju, pri ¢emu nastaje o—acetilid. U
ovom stupnju ulazi azid koji preko N1 atoma reagira sa atomom bakra i tvori intermedijar 5
(stupanj B). Prilikom ovog procesa, azid se aktivira za nukleofilni napad C5 atoma, te zbog
blizine i elektronskog utjecaja, N3 napada C4 atom alkina (stupanj C)® zbog &ega se formira
C-N veze, §to rezultira nastankom spoja 6. Ova reakcije je endotermna i preferira nastanak
bakrova triazolida 7 (stupanj D). Kada je stericki zasti¢en, Cu-triazolil (7) moze se
jednostavno izolirati, iz CUAAC reakcije, te prevesti u spoj 8. U rijetkim slu¢ajevima, niska

razina katalizatora i velika brzina katalize moZe uzrokovati da stupanj E bude najsporiji.®®
(Slika 19)

N
Né \N/Rz
- 2
8 Ry—=——H
R, H 1
[CuL,]
H+
HY stupanj E stupanj A
PN —Re 3
R—=——=—Culy
R1 CULX Stupanj B N® @/ RZ
7 NZ=" N
N R 1 N(Ja )] 4
—
T N P
| 4 s |
/CULX Ry——CulL,
~_ 5
stupanj C

Slika 19. Prijedlog sintetskog puta 1,4-disupstituiranog-1,2,3-triazola.®®
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2.5 Molekulska hibridizacija

Molekulska hibridizacija je strategija racionalnog dizajna novih molekula, koja se
temelji na kovalentnom povezivanju dva ili vise farmakofora s ciljem da takve novonastale
molekule imaju bolje djelovanje od podetnih molekula (Slika 20).%° Hibridizacija bioloski
aktivnih molekula znacajna je metoda u pronalazenju novih lijekova koji ciljano djeluju na
razne bolesti poput malarije, karcinoma tuberkuloze, AIDS-a i drugih.®” Povezivanjem
farmakofora mogu se ublaziti nuspojave, dok novonastali hibrid pokazuje snaznije djelovanje
na ciljanu metu,?® a moguée je i djelovanje na vise meta istovremeno, analogno kombiniranoj
terapiji.>® Hibridni sojevi pokazuju vecu specifi¢nost, bolju selektivnost, manju toksi¢nost i
snaznije djelovanje od konvencionalnih terapija.®’ Na taj na¢in smanjuje se moguénost

medudjelovanja lijekova i njihove rezistentosti.”

FARMAKOFOR

[ Q1=
RECEPTOR 1 M LUEK A LUEK B Ve 4 RECEPTOR 2

MOLEKULSKA | HIBRIDIZACIJA

Lijek - lijek hibridizacija Hibridizacija farmakofora

Izravno povezani LIJEK A | LUEK B povezani  Izravno povezan farmakofor ~ Farmakofor LIEKA A i LIJEKA B
LUEK A | LUEK B preko premosnice LUEKA A i LUEKA B povezan preko premosnice
0= —¢"I—= == Y i S
Kondenzirani hibrid Fleksibilna premosnica Fleksibilna premosnica
S ——
Zdrugeni hibrid Rigidna premosnica Rigidna premosnica

1w

Slika 20. Shematski prikaz molekulske hibridizacije®®

Jedan od primjera uspjesno sintetiziranih molekulskih hibrida su 1H-1,2,3-triazol-
izatin konjugati koji nastaju cikloadicijom izmedu azida 1 alkina. Pokazalo se da ovi spojevi
pokazuju citotoksi¢no djelovanje prema karcinomu pluca (A-549), prostate (PC-3), leukemije

(THP-1) i debelog crijeva (Caco-2). Dokazano je da spojevi na slici 21 imaju dva puta
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snaznije djelovanje na THP-1 stani¢ne linije (stanice akutne monocitne leukemije) od 5-

fluoruracila.”™

1: R=H, R,=H
0 o 2: R=H,R,=Cl
3: R=H, R,=CHj
N N 4: R=Cl, R,=CH,

Strukturne osobine
N3 a) vodik kao supstituent preferira se na izatinu
R 0 b) flour, koji privla¢i elektrone, smanjio bi antikancerogenu

e) aktivnost
IN: N
NTN_N AN -
o Ny !

Slika 21. Stukturni prikaz konjugata 1H-1,2,3-triazol-izatina"

U ovom radu razmatrat ¢emo sintezu i djelovanje farmakofora purina, odnosno

pseudopurina i L-askorbinske kiseline s 1,2,3-triazolnim prstenom kao premosnicom.

OL0-Fee

1,2,3-triazolna premosnica BnQ

Farmakofor 1 Farmakofor 2

X6= Cl, NH2
Y,=N, C, C-Br

Slika 22. Strukturni prikaz farmakofora purina i pseudopurina sa L-askorbinskom kiselinom,

povezani 1,2,3-triazolnom premosnicom.
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2.6 Zelena kemija

Prema definiciji Americke agencije za =zaStitu okoliSa (eng. Unites States
Environmental Protection Agency — EAP) zelena kemija je dio kemije koji osmisljava
kemijske produkte i procese neskodljive za okoli§, te na taj naCina sprjeCava nastajanje
onec“:iéc’enja.72 Zelena kemija temelji se na nekoliko nacela, poput, sprjecavanje upotrebe
hlapljivih i toksi¢nih otapala, smanjenje potrebne koliine reagensa i katalizatora, upotrebe

benignih kemikalija, smanjenje kemijskog otpada, minimalizacija potro$nje energije i druga.”

Obzirom da se veéina organskih sinteza odvija Uz poviSenu temperaturu, gdje uvjeti
zagrijavanja, putem refluksa, mogu biti preagresivni, znanstvenici su posegli za alternativnim
izvorima energije.”* Postoje Getiri skupine alternativnih izvora energije: fotokemija-reakcije
potaknute UV/ViS zracenjem, mikrovalno zracenje, ultrazvucno zracenje i mehanokemijsko
mijesanje.”

U ovom radu se sinteza propargiliranih derivata purinskih izostera i L-askorbisnke
kiseline, povezanih preko 1,2,3-triazolne premosnice, provodila potpomognuta mikrovalnim i

ultrazvuénim valovima.

2.6.1 Mikrovalovima potpomognute reakcije

Elektromagnetsko podrucje u kojem zrace mikrovalovi kre¢e se od 0,3 GHz do 300
GHz, te prema tome mikrovalno zraenje (eng. microwave MW) se nalazi izmedu

radiovalova (Rf) 1 infracrvenog podrucja (IR) frekvencija, valne duljine od 1 mm do 1 m.

v/Hz 3*10%° 3*10'®  3*10' 3*10™  3*10Z?  3*10'° 3*10° 3%10° 3*104

| I | I ] e B ]
L
ol
_ k -’§ o]
T —zIake S Infracrvene Radio valovi
= & zrake
x — zrake = : 7 | sV
) Mikrovalovi |UKV|KV| SV DV
] B [ | B B
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Slika 23. Prikaz elektromagnetskog spektra

Energija koju proizvode mikrovalovi, rezultira nastankom toplinske energije koju
razli¢iti mediji ili materijali mogu reflektirati (metali), apsorbirati (smanjuju¢i mikrovalnu
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energiju, povecavanjem topline uzorka) ili transmitirati (izolatori).73 Mikrovalno zra¢enje ima
Siroku primjenu u organskoj sintezi, pri ¢emu je glavni preuduvjet reakcije potaknute
mikrovalnim zracenjem, postojanje stalnog dipola barem jedne komponente u reakcijskoj
smjesi. Obzirom na apsorpciju mikrovalova, koriste se polarna otapala poput metanola,
etanola, DMF-a, DMSO-a, acetonitrila i etil-acetata” koji omogucavaju apsorpciju izmedu
mikrovalnog zra¢nja i polarnih molekula otapala, zatim se apsorbirana energija prenosi na
reakcijsku smjesu, a dobiveni rezultati su sli¢ni klasi¢nim reakcijama zagrijvanja. Nepolarna
otapala s druge strane ne mogu apsorbirati energiju, ve¢ dolazi do direktne apsorpcije energije
mikrovalova i reaktanata, te se apsorbirana energija prenosi na otapalo, a dobiveni rezultati se
ne podudaraju sa klasi¢énim reakcijskim uvjetima uz zagrijavanje. Osim $to ubrzavaju
selektivnu apsorpciju, mikrovalno zracenje smanjuje vrijeme reakcije, poveéava iskoristenje,
te omogucava reakcije bez upotrebe otapala, odnosno zamjenu Stetnih organskih otapala

'zelenim' otapalima, poput vode.”*

Mnoga istrazivanja pokazala su kako bakar katalizirana azid-alkin cikloadicija (eng.
copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, CuAAC) potpomognuta mikrovalovima
rezultira visokim iskoriStenjem, Cistocom produkta i kra¢im vremenom reakcije. Tako se
mikrovalno zracenje primijenilo u sintezi peptida i pseudopeptida, u modificiranju nukleotida
ili DNK, konjugaciji oligo- i polisaharida, konjugaciji nanocestica, te u sintezi manjih

molekula poput nukleotidnih triazolnih derivata.””

2.6.2 Ultrazvukom potpomognute reakcije

Ultrazvuéni valovi (eng. ultrasound — US) nalaze se na frekvencijama od 20 kHz do
100 MHz, te ih ljudsko uho ne moze opaziti (ljudski sluh osjeti frekvencije od 16 Hz do 18
kHz).”® Tako ultrazvuéni valovi imaju Siroko podrucje frekvencija, ultrazvuc¢na kemija
najcesce koristi frekvencije of 20 kHz do 1 MHz, dok se valovi iznad 1 MHz koriste u

medicini i dijagnostici.
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Slika 24. Dijagram raspona ultrazvuka.”

Ultrazvu¢ni valovi mogu biti usmjereni, mogu se reflektirati ili se mogu lomiti, ali
zahtijevaju medij s elasticnim svojstvima za Sirenje vala. Prilikom Sirenja vala, Cestice u
elasticnom mediju osciliraju i prenose energiju duz medija, te na taj nacin nastaje ultrazvucni
efekt. Dok u krutom mediju nastaju longitudinalni i transverzalni valovi, u teku¢em i
plinovitom mediju nastaju samo longitudinalni valovi. Zbog longitudinalnih vibracija
molekula u tekuéini nastaju zone visokog i niskog tlaka. Podruc¢je niskog tlaka uzrokuje
nastanak kavitacijskih mjehuri¢a, koji se $ire i sudaraju, te pri tome nastaju tzv. ok valovi.”®
Ova pojava odgovorna je za vecinu kemijskih 1 fizikalnih svojstava ultrazvu¢nih efekata.”
Ultrazvuéni valovi, poput mikrovalova, imaju Siroku primjenu, u organskoj sintezi, sintezi
nanomatreijala, homogenim i heterogenim reakcijama, te u ultrazvuénoj kemiji. Takoder

pokazalo se da ultrazvu¢ni valovi pospjeSuju selektivnost, skracuju vrijeme reakcije,

omogucuju blaZe reakcijske uvjete i imaju jednostavnu izvedbu.”

Ultrazvuéni valovi su se pokazali najuspjesniji u homogenoj i u heterogenoj katalizi.®
U homogenim reakcijama, koje se odvijaju formiranjem radikala i radikalskih
meduprodukata, ultraljubicasto zracenje mozZe utjecati na reakcije. Ako su molekule u otopini
hlapljive, visoka temperatura i tlak, potaknuti kavitacijom, uzrokuju pucanje kemijske veze, te
kratkozivu¢i radikalski meduprodukti medusobno reagiraju (pri sobnoj temperaturi).
Molekule niske hlapljivosti, ne podlijeZu slicnim reakcijama, te visoki tlak, uzrokuje visoke
energije molekula, Sto rezultira nastankom Sok valova. S druge strane u heterogenim
sustavima, kavitacija uzrokuje promjene mehanickih svojstava, poput smanjenje veli¢ine

v . ;. .. vy s . - 7
Gestica, povecani prijenos mase te pro¢i§¢avanje povrine.”
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U reakcijama koje sadrze metalni katalizator, ultrazvucni valovi omogucavaju
mehanicku depasivaciju, povecavaju prijenos mase i elektrona s metala do organskog
akceptora,®® dok mikrovalovi mogu dovesti do stvaranja opasnog luka (eng. dangerous
arcing), ili je reakciju moguce provesti uz dobru rasprSenost metalnih Cestica u polarnom

otapalu, visokog vrelista.®?
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3. ESKPERIMENTALNI DIO
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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 odgovarajuce smjese CH,Cl,/CH3OH. Tocke talista

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

Spektri 1H NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci
otopljeni su u DMSO-d6 i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci () u 1H 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.

Maseni spektri zabiljezeni su na Agilent 6410 instrumentu opremljenom
elektrosprejnim suceljem i trostrukim kvadrupolskim analizatorom (LC / MS / MS). Tekuca
kromatografija visokog u€inka (HPLC) provedena je na serijskom sustavu Agilent 1100 sa
UV detekcijom (fotodiodni raspon detektor) pomocu analiticke kolone reverzne faze Zorbax
C18 (2,1 x 30 mm, 3,5 um).

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

Reakcije potpomognute ultrazvu¢nim valovima provedene su u Bandelin Bath Cleaner
(Sonorex digital 10 P) s nominalnom snoagom od 1000 W i frekvencijom od 35 kHz.
Reakcije su provedene u tikvici od 25 mL s ravnim dnom, smjeStene u srediStu kupelji Scm

ispod povrsine tekucine.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Priprava spojeva

3.3.1L Opéeniti postupak priprave propargiliranih purinskih izostera (6-10)
Odgovarajuéi purinski izoster (6-klorpurin, adenin, 6-klor-7-deazapurin, 6-amino-7-
deazapurin, 7-brom-6-klor-7-deazapurin) otopljen je u DMF-u (5-10 ml), te je dodan NaH (1
eq). Nakon pola sata dodan je propargil-bromid (1,2 eq) i reakcijska smjesa je mijesana 24
sata na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije, otapalo je
otpareno pri snizenom tlaku, a smjesa je procis¢ena kolonskom kromatografijom uz eluens

diklormetan-metanol.

3.3.1.1. 6-Klor-9-(prop-2-in-1-il)-9H-purin (6)

Spoj 6 dobiven je prema gore navedenom postupku iz 6-klorpurina (800 mg, 5,18
mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH30OH = 60 : 1) izoliran
spoj 6 kao bijeli prah (549,00 g, 72,00 %). H: & 8,83 (1H, s, H2"), 8,76 (1H, s, H8"), 5,21
(2H, d, J = 2,5 Hz, CH,CCH), 3,55 (1H, t, J = 2,5 Hz, CH,CCH). **C (151 MHz, DMSO): &
153,23 (C2"), 151,38 (C6"), 149,20 (C4"), 130,72 (C5"), 77,26 (CH,CCH), 76,67 (CH,CCH),
33.25 (CH,CCH). MS (ESI, m/z) 193.0 [M+H]".

3.3.1.2.  9-(Prop-2-in-1-il)-9H-purin-6-amin (7)

Spoj 7 dobiven je prema gore navedenom postupku iz adenina (500 mg, 3,70 mmol).
Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 20 : 1) izoliran je spoj
7 kao bijeli prah (467,769, 73 %). "H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.18 (1H, s, H2"), 8.17 (1H,
s, H8"), 7.25 (2H, s, NH,), 5.02 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,CCH), 3.44 (1H, t, J = 2,5 Hz,
CH,CCH). 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 156.46 (C6"), 153.15 (C2"), 149.55 (C4"), 140.54
(C8"), 118.97 (C5"), 78.74 (CH,CCH), 76.26 (CH,CCH), 32.69 (CH,CCH).

3.3.1.3. 4-Klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin (8)

Spoj 3 dobiven je prema gore navedenom postupku iz 6-klor-7-deazapurina (500,00
mg, 3,26 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl; : CH30H = 50
1) izoliran je spoj 8 kao bijeli prah (439,90 g, 70,51%). *H (300 MHz, DMSO): & 8,69 (1H, s,
H2"), 7,82 (1H, d, J = 3,7 Hz, H6"), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5"), 5,17 (2H, d, J = 2,5 Hz,
CH,CCH), 3,46 (1H, t, J = 2,5 Hz, CH,CCH). 3C (75 MHz, DMSO): § 150,75 (C4"), 150,51
(C2"), 150,14 (7a"), 130,71 (C6"), 116,77 (C3a"), 99,08 (C5"), 78,31 (CH,CCH), 75,76
(CH,CCH), 33,69 (CH,CCH). MS (ESI, m/z) 192.0 [M+H]".
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3.3.1.4.  4-Amino-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin (9)

Spoj 9 dobiven je prema gore navedenom postupku iz 6-amino-7-deazapurina (500,00
mg, 3,73 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH30H = 10 :
1) izoliran spoj 9 kao bijeli prah (148,30 g, 23,11 %). '"H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.08
(1H, s, H2"), 7.19 (1H, d, J = 3.5 Hz, H6"), 7.00 (2H, s, NH,), 6.58 (1H, d, J = 3.5 Hz, H5"),
4.96 (2H, d, J = 2.5 Hz, 2H, CH,CCH), 3.35 - 3 31 (1H, m, CH,CCH).

3.3.1.5. 5-Brom-4-klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin (10)

Spoj 5 dobiven je prema gore navedenom postupku iz 7-brom-6-klor-7-deazaprina
(400,00 mg, 1,72 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, :
CH30H = 60 :1) izoliran je spoj 10 kao bijeli prah (244,00 mg, 70 %). *H (300 MHz, DMSO):
88,73 (1H, s, H2"), 8,08 (1H, s, H6"), 5,15 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH5), 3,50 (1H, t, J = 2,5 Hz,
CCH). 3C (151 MHz, DMSO): § 151,26 (C2"), 150,72 (C4"), 149,61 (C7a"), 130,64 (C6"),
114,13 (C3a"), 86,34 (C5"), 77,96 (CCH), 76,32 (CCH), 34,17 (CH)).

3.3.2.  2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (12)

2,3-0,0-dibenzil-5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina, (10,00 g, 25,22
mmol) otopljena je u metanolu (101,00 ml) i 50% octenoj kiselini (252,40 ml). Reakcijska
smjesa mijeSana je preko no¢i na temperaturi od 100 °C. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po
zavrsetku reakcije otapalo je upareno na snizenom tlaku, a uljasti produkt je otopljen u etil-
acetatu (120,00 ml) te ekstrahiran sa zasi¢enom otopinom Na,COj3 (120,00 ml). Organski sloj
je suSen iznad MgSOQy, a otapalo upareno pri snizenom tlaku. Produkt je procis¢en kolonskom

kromatografijom uz eluens CH,Cl, : CH30H =40 : 1. Izoliran je spoj 12 (3,78 g, 42,05 %)

3.3.3.  6-O-tosil-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (13)

Spoj 12 (3,78 g, 10,61 mmol) otopljen je u suhom diklormetanu (31,43 ml) i suhom
piridinu (4,25 ml). Reakcijska smjesa mijeSana je na 0 °C, pri ¢emu je pola sata dokapavan p-
toluensulfonil-klorid ( 2,25 g, 11,80 mmol) otopljen u diklormetanu (21,18 ml). Reakcijska
smjesa mijeSana je preko noci na sobnoj temperaturi. Otapalo je otpareno pri snizenom tlaku,
te je ostatak otopljen u diklometanu (120,00 ml) i ekstrahiran s vodom ( 2 x 55,00 ml).
Organski sloj je suSen iznad bezvodnog MgSO,. Nakon prociS€avanja kolonskom

kromatografijom uz eluens CH,Cl, : CH3OH =100 :1 izolirani je spoj 13 (2,88 g, 53,17 %).
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3.3.4. 6-Azido-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (14)

Spoj 13 (2,88 g, 5,63 mmol) otopljen je u DMF-u (10,00 ml), te je dokapan natrijev
azid (1,83 g, 28,17 mmol) otopljen u vodi (3,00 ml). Rekacijska smjesa zagrijavana je na
temperaturi preko no¢i. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je
Upareno pri snizenom tlaku. Zatim je produkt otopljen u etil-acetatu (100,00 ml) i ekstrahiran
s destiliranom vodom (2 x 50,00 ml). Organski sloj suSen je iznad bezvodnog natrij-sulfata,
koji se zatim odfiltrira. Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl; :
CH3OH =100 : 1 izoliran je spoj 14 (570, 50 mg, 26,57 %).

3.3.5. Opceniti postupak za sintezu hibrida purina i pseudopurina s L-askorbinskom
kiselinom preko 1,2,3-triazolne premosnice

METODA A: 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina 14 (0,9 eq),
odgovarajuci propargilirani purinski izoster 6-10 (1,1 eq), Cu(0) (0,8 eq) i CuSO,4 (1M, 0,3

eq) otopljeni su u DMF-u i t-BuOH : H,O =1 : 1. Reakcijska smjese smjeStena je u
ultrazvucnu kupelj pri 80 °C, 1000 W i 35 kHz, 90 minuta. Tijek reakcije pra¢en je TLC-om.
Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa je prociS¢ena kolonskom

kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

METODA B: 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina 14 (0,9 eq),
odgovarajuci propargilirani purinski izoster 6-10 (1,1 eq), Cu(0) (0,8 eq) i CuSO4 (1M, 0,3

eq) otopljeni suu DMF-u i t-BuOH : H,O =1 : 1. Reakcijska smjese mijeSana je 90 minuta u
mikrovalnom reaktoru se pri 80 °C i 300 W. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a

reakcijska smjesa prociS¢ena je kolonskom kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

METODA C: 6-Azido-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina 8 (0,9 eq),
odgovarajuci propargilirani purinski izoster 1-5 (1,1 eq) i bakar(Il)acetat (0,05 eq) otopljeni

su u metanolu. Reakcijska smjesa mijeSana je na refluksu 24 sata. Tijek reakcije pracen je
TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa se prociséena

kolonskom kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.
3.35.1. 6-{4-[(6-kloro-9H-purin-9-il)metil]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-O,0-dibenzil-L-
askorbinska kiselina (15).

Spoj 15 dobiven je iz spoja 14 ( 356,41 mg, 0,94 mmol) i spoja 6 (200,00 mg, 1,04

mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 10 :
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1 dobiven je spoj 15 kao bijeli prah (Metoda A: 293,80 mg, 64,32 %; Metoda B: 198,20 mg,
34,18 %; Metoda C: 159,40 mg, 27,49 %; T; =106-109 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) &
8,80 (1H, s, H2"), 8,78 (1H, s, H5"), 8,20 (1H, s, H8), 7,46-7,25 (10H, m, OCH,Ph), 5,70—
5,54 (3H, m, H4; CHy), 5,20 (2H, dd, J = 25,9; 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,02-4,93 (3H, m,
OCH,Ph, OH), 4,62 (1H, dd, J = 13,7; 3,3 Hz, H6), 4,38 (1H, dd, J = 13,6; 9,6 Hz, H6), 4,19-
4,03 (1H, m, J =7,6; 3,7; 2,7 Hz, H5). MS (ESI, m/z) 574,20 [M+H]".

3.35.2.  6-{4-[(6-Amino-9H-purin-9-il)metil]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-0,0-dibenzil-L-
askorbinska kiselina (16).

Spoj 16 dobiven je iz spoja 14 (Metoda A: 396,64 mg, 1,04 mmol; Metoda B: 396,64
mg, 1,04 mmol; Metoda C: 199,08 mg, 0,58 mmol) i spoja 7 (Metoda A: 200,00 mg, 1,15
mmol; Metoda B: 200,00 mg, 1,15 mmol; Metoda C: 100,00 mg, 0,58 mmol). Nakon
procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3OH = 10 : 1 izoliran je
spoj 16 kao bijeli prah (Metoda A: 329,5 mg, 57,13 %; Metoda B: 174,50 mg, 30,28 %;
Metoda C: 203,80 mg, 70,76 %; T, = 113-115 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,17 (1H,
s, H2"), 8,15 (1H, s, H8"), 8,12 (1H, s, H5"), 7,44-7,27 (10, m, OCH.Ph), 7,19 (2H, s, NH,),
5,63 (1H, d, J = 7,0 Hz, H4), 5,43 (2H, s, CH,), 5,21 (2H, dd, J = 25,5, 11.6 Hz,OCH,Ph),
4,97 (2H, d, J = 1,6 Hz, OCH,Ph), 4,95 (1H, d, J = 1,4 Hz, OH), 4,62 (1H, dd, J = 13,7, 3,4
Hz, H6), 4,37 (1H, dd, J = 13,7, 9,5 Hz, H6), 4,20-4,07 (1H, m, H5). MS (ESI, m/z) 555,20
[M+H]".

3.3.5.3.  6-{4-[(4-Kloro-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin-7-il)metil]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-
0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (17).

Spoj 17 dobiven je iz spoja 14 (Metoda A: 358,50 mg, 0,94 mmol; Metoda B: 336,76
mg, 0,88 mmol; Metoda C: 356,97 mg, 0,94 mmol) i spoja 8 (Metoda A: 200,00 mg, 1,04
mmol; Metoda B: 188,00 mg, 0,98 mmol; Metoda C: 200,00 mg, 1,04 mmol). Nakon
proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3;OH = 100 : 1 izoliran je
spoj 17 kao bijeli prah (Metoda A: 468,40 mg, 86,96%; Metoda B: 208,40 mg, 41,33 %;
Metoda C: 273,30 mg, 50,74 %; T, = 84-87 °C). *H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,67 (1H, s,
H2"), 8,10 (1H, s, H5", 7,80 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6"), 7,49-7,22 (10H, m, OCH,Ph), 6,67
(1H, d, J =3,6 Hz, H5"), 5,62 (1H, d, J = 7,0 Hz, H4), 5,58 (2H, s, CH>), 5,24 (1H,d, J =115
Hz, OCH,Ph), 5,16 (1H, d, J = 11,6 Hz, OCH,Ph), 4,97 (2H, d, J = 6,3 Hz, OCH,Ph), 4,95
(1H, d, J = 1,1 Hz, OH), 4,60 (1H, dd, J = 13,8; 3,4 Hz, H6), 4,36 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz,
H6), 4,13-4,10 (1H, m, H5). MS (ESI, m/z) 573,10 [M+H]".
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3.3.5.4. 6-{4-[(4-Amino-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin-7-il)metil]-1,2,3-triazol-1-il}-
2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (18).

Spoj 18 dobiven je iz spoja 14 (Metoda A: 398,95 mg, 1,05 mmol; Metoda B: 199,48
mg, 0,52 mmol; Metoda C: 199,42 mg, 0,52 mmol) i spoja 9 (Metoda A: 200,00 mg, 1,16
mmol; Metoda B: 100,00 mg, 0,58 mmol; Metoda C: 100,00 mg, 0,58 mmol). Nakon
proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 10 : 1 izoliran je
spoj 18 kao bijeli prah (Metoda A: 203,40 mg, 35,67 %, Metoda B: 89,50 mg, 31,70 %;
Metoda C: 156,80 mg, 55,54 %; T;= 175-178 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,01 (1H,
d, J = 2,8 Hz, H6"), 7,95 (2H, s, H2"; H5'), 7,49-7,13 (10H, m, OCH,Ph), 6,97 (2H, s, NH,),
6,54 (1H, d, J = 3,0 Hz, H5"), 5,64 (1H, d, J = 6,6 Hz, H4), 5,36 (2H, s, CH>), 5,20 (2H, dd, J
= 25,5; 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,02-4,88 (3H, m, OCH,Ph; OH), 4,60 (1H, dd, J = 13,8; 3,4 Hz,
H6), 4,35 (1H, dd, J = 13,7; 9,6 Hz, H6), 4,19-3,99 (1H, m, H5). MS (ESI, m/z) 554,20
[M+H]".

3.3.5.5. 6-{4-[(5-Brom-4-klor-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin-7-il)metil]-1,2,3-triazol-
1-il}-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (19).

Spoj 19 dobiven je iz spoja 14 (Metoda A: 320,00 mg, 0,84 mmol; Metoda B: 255,36
mg, 0,67 mmol; Metoda C: 255,36 mg, 0,67 mmol) i spoja 10 (Metoda A: 252,16 mg, 0,93
mmol; Metoda B: 200,00 mg, 0,74 mmol; Metoda C: 200,00 mg, 0,74 mmol). Nakon
proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 50 : 1 izoliran je
spoj 19 kao bijeli prah (Metoda A: 308,30 mg, 56,30 %; Metoda B: 210,30 mg, 48,15 %;
Metoda C: 269,00 mg, 49,12 %; T, = 146-149 °C). "H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,70 (1H,
s, H2"), 8,13 (1H, s, H5'), 8,04 (1H, s, H6"), 7,43-7,28 (10H, m, OCH,Ph), 5,62 (1H, d, J =
7,0 Hz, H4), 5,56 (2H, s, CHy), 5,24 (1H, d, J = 11,5 Hz, OCH,Ph), 5,17 (1H, d, J = 11,6 Hz,
OCH,Ph), 4,97 (2H, d, J = 6,8 Hz, OCH,Ph), 4,95 (1H, d, J = 1,4 Hz, OH), 4,61 (1H, dd, J =
13,8: 3,4 Hz, H6), 4,36 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz, H6), 4,14-4,09 (1H, m, H5). MS (ESI, m/z)
653,00 [M+H]".
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4.1. Sinteza spojeva

U ovom radu pripravljeni su potencijalni bioloski aktivni 1,2,3-triazolni hibridi
purinskih izostera i L-askorbinske kiseline (15 — 19) ,.click™ reakcijom iz purinskih i

pseudopurinskih terminalnih alkina (6 — 10) i azida L-askorbinske kiseline (14).

N-alkiliranjem odgovoarajucih heterocikli¢kih baza (6-klorpurina, adenina, 6-klor-7-
deazapurina, 6-amino-7-deazapuina i 7-brom-6-klor-7-deazapurina) s propargil-bromidom i
NaH kao deprotoniraju¢im agensom priredeni su N-propargilni purinski izosteri (6 — 10) u
iskoristenju od 23% do 72% (Shema 1).

Xs Xs
Y7 \ Y7
NN . N
| \> (i M \>
N H
15 610 \
1; X¢=Cl, Y;=N 6; X¢=Cl, Y,=N
2; X,=NH,, Y=N 7; X¢=NH,, Y,=N
3; X,=Cl, Y,=C 8; X,=Cl, Y,=C
4; X¢=NH,, Y;=C 9; X=NH,, Y,=C
5; Xs=Cl, Y;=C-Br 10; X,=Cl, Y,=C-Br

Shema 1. Reagensi i uvjeti: (i) NaH, propargil-bromid, DMF, st, 24 h

Shema 2 prikazuje sintetski put za pripravljanje 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-
askorbinske kiseline (14), kao kljuénog prekursora za sintezu 1,4-disupstituiranih 1,2,3-
triazolnih hibrida. Kao pocetni spoj se koristi L-askorbinska kiselina. Zastita hidroksilnih
skupina u polozajima C-5 i C-6 u obliku ketala provodi se s acetil-kloridom u acetonu. Zatim
se Stite hidroksilne skupine laktonskog prstena u polozajima C-2 i C-3 uvodenjem benzilne
skupine.”® Uklanjanja se izopropilidenska zastitna skupina u kiselim uvjetima pri &emu
nastaje 2,3-di-O-benzil-L-askorbinska kiselina (12), koja se prevodi u dobro odlazeée tosilatnu
skupinu s p-toluensulfonil-kloridom u piridinu i bezvodnom diklormetanu. 6-tosil-2,3-O,0-
dibenzil-L-askorbinska (13) nukleofilnom supstitucijom s natrijevim azidom daje azido
derivat 14.
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HO 0
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o} O
HO (0] (0] (@) (0]
O (0]
[R—— —_—
HO OH BnO OBn
HO OH 11

L-askorbinska kiselina 5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska 2,3-0,0-dibenzil-5,6-0, 0-izopropiliden-
kiselina L-askorbinska kiselina

(i)l

HO HO He
(0]
(0] (0]
Ng o TsO o HO o
<D (i)
BnO OBn BnO OBn BnO OBn
14 13 12

Shema 2. Reagensi i uvjeti: (i) 50% octena kiselina, metanol, 100 °C, 24 h; (ii) p-
toluensulfonil-klorid, bezvodni CH,Cly, piridin, 0 — 25 °C, 24 h; (iii) DMF, voda, natrijev azid
(NaNs3), 80 °C —st, 24 h,

Hibridi purina, pseudopurina i L-askorbinske kiseline s 1,2,3-triazolnom premosnicom
(15 — 19) pripravljeni su regioselektivnom bakrom (I) kataliziranom Huisgenovom 1,3-
dipolarnom cikoadicijom azida askorbinske kiseline (14) kao 1,3-dipolom i odgovaraju¢im
purinskim dipolarofilom (6 — 10) (Shema 3). Ciljani hibridi priredeni su ,,click® reakcijom
potpomognutom ultrazvukom (Metoda A) i mikrovalovima (Metoda B) koriste¢i Cu(II)sulfat
i Cu(0), te reakcijom na sobnoj temperaturi koriste¢i Cu(IT)acetat i metanol (Metoda C) kao
izvor Cu(l) iona. Akusti¢na kavitacija u heterogenom sustavu povecala je prijenos mase i
elektrona s povrsine metala do organskog akceptora, te je pokazala bolja iskoriStenja u odnosu

na mikrovalovima potpomognute reakcije (Tablica 3).
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Xg

Xe (\ OH N \ Y7
= L >
N ° = N—N

()7 ="

BnO OBn
6-10 14 15-19 —
BnO OBn
6, X6:C1, Y7:N 15, X6:C1, Y7:N
10; X,=Cl, Y,=C-Br 19; X(=Cl, Y,=C-Br

Shema 3. Reagensi i uvjeti: ,,click“ reakcija (i) Metoda A: Cu(0), 1M CuSO,4, DMF, t-BuOH
:H,0=1":1, 80 °C, US, 90 min; Metoda B: Cu(0), 1M CuSO,4, DMF, t-BuOH : H,O =1: 1,
MW, 300 W, 80 °C, 90 min; Metoda C: st, Cu(OAc),, MeOH, 24 h
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Tablica 3. Prikaz iskoriStenja novonastalih spojeva 15 — 19, obzirom na metodu sinteze. US -
sinteza potpomognuta ultrazvu¢nim valovima, MW - sinteza potpomognuta mikrovalovima,

ST - sinteza na sobnoj temperaturi.

Baza

OH

Z/Z

Bn OBn

SPOJ STRUKTURA Us/%  MW/% ST/% | LogP
Cl

15 N7

®

57,13 30,28 70,67 1,96

16 “i\ N\> 8696 = 4133 | 5074 | 097
7
\

17 ’\i\ A 64.43 3418 | 2749 = 273
2

18 N,(%E\} 56,30 84,62 74,21 1,73
~
\

19 le AR 35,67 31,70 55,54 3,95
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4.2. Spektroskopska karakterizacija novoprpipravljenih spojeva ‘H NMR,
BC NMR i MS spektroskopijom

Strukture svih priredenih spojeva odredene su na temelju kemijskih pomaka, veli¢ine
signala, veli¢ine i multipliciteta rezonancija te H-H konstanti sprega. Osnovna karakteristika
'H NMR spektara spojeva 15 — 19 su signali protona lakotonskog prstena L-askorbinske
kiseline (H4, H5 i H6), te metilenski protoni benzilne zastite ( ~ 5 ppm) kao i fenilni protoni
benzilne zastite (~ 7,4 ppm). Prisutnost triazolnog prstena potvrdeno je karakteristicnim
signalom protona H5' 1,2,3-triazolnog prstena (~ 8 ppm). Purinski derivati 6, 7, 151 16 u
aromatskom podruc¢ju pokazuju karakteristi¢ne signale purinskog prstena H2" i H8" (Slika 28)
(Slika 25), dok 7-deazapurinski analozi posjeduju karakteristi¢ne signale pirolopirimidinskog
prstena H2" (~ 8 ppm), H5" (~ 6.6 ppm) i H6" (~ 7.7 ppm) (Slika 26).

Strukture novopripravljenih spojeva su dodatno potvrdene kvalitativnom analizom

masenom spektrometrijom (Slika 27).

mmmmmmmmmmmmm
TLTIImmaamANN -

D N X A S R MWW T FFF T FT T ¥ F AT FFF T

T PR QY 22PN

—8.15
~564
562

ety
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3
i
%;
(E

CHa

OCH-Ph OH

O T e e T e I e e o T P o, i i W i o e it e T A T | e

8.8 86 B84 82 80 78 76 74 7.2 70 68 6.6 6.f4 @ 6.% 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38
1 (ppm

Slika 25. 'H NMR spektar spoja 16
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Slika 26. 'H NMR spektar spoja 17
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Slika 27. MS spektar spoja 16
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu uspjesno je provedena sinteza hibrida purina, pseudopurina i L-
askorbinske kiseline preko 1,2,3-triazolne premosnice (15 — 19).

Sintetizirani su odgovarajuc¢i N-propargilni purinski izosteri (6 — 10) u iskoristenju od
23 % do 72 %, koji su posluzili kao dipolarofili u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji.
ViSestupnjevitom sintezom pripravljen je 6-azidni derivat L-askorbinske kiseline (14),
kao kljucni prekursor u sintezi ciljanih hibrida.

Regioselektivnom Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom 6-azido derivata L-
askorbinske kiseline (14) i odgovaraju¢ih terminalnih alkina purisnkih izostera (6 —
10) priredeni su 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni hibridi (15 — 19) uz Cu(l) katalizator
in situ prireden iz Cu(Il) soli (CuSO4ili Cu(OAC),) i odgovarajuceg reducensa.

Ciljani hibridi (15 — 19) pripravljeni su reakcijama potpomognutim ultrazvuc¢nim i
mikrovalnim zra¢enjem koriste¢i CuSO4 i Cu(0) kao izvor Cu(I) iona, te klasicnom
sintezom na sobnoj temperaturi koriste¢i Cu(OAc), kao izvor Cu(l) iona.

Reakcije potpomognute ultrazvuénim zracenjem pokazuju bolja iskoristenja u odnosu
na reakcije potpomognute mikrovalovima.

Novopripravljenim spojevima potvrdena je struktura primjenom 'H NMR, C NMR i
MS spektroskopije.

Novopripravljenim spojevima (15 — 19) ispitat ¢e se antiproliferativno djelovanje na

zlo¢udne tumorske stanice porijeklom iz ovjeka i antivirusno djelovanje.
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Slika 28. 'H NMR (a) i MS (b) spektar spoja 15.
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Slika 29. 'H NMR (a) i MS (b) spektar spoja 17.
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Slika 31. 'H NMR (a) i MS (b) spektar spoja 19.
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