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SAZETAK

Cilj ovog rada bila je sinteza i strukturna karakterizacija novih pirimidinskih derivata u
svrhu ispitivanja njihovog bioloskog djelovanja protiv tumorskih stani¢nih linija porijeklom iz
covjeka. Reakcijom N-alkiliranja citozina uz prisustvo baze (NaH) kao deprotonirajuceg
sredstva i propargil-bromida kao alkiliraju¢eg reagensa pripravljeni su N-1 propargilirani
derivat citozina (1), N,N-1,3-dipropargilirani citozinski derivat (2) te biciklicki derivat 3, Koji
je dobiven 6-endo-dig ciklizacijom monopropargiliranog citozinskog derivata 1.
Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom N,N-1,3-dipropargilcitozina (2) i odgovarajuéih
azida uz bakar kao katalizator pripravljeni su N-1-triazolil-N-3-propargilni citozinski derivati
(6 17), te N-1-triazolilni citozinski derivati (4, 5 i 8) pri ¢emu je uveden 1,2,3-triazolni prsten
u polozaju N-1 citozina. "Click” reakcijom N,N-1,3-dipropargiliranog citozinskog derivata (2)
i 1-azido-4-klorbenzena uz bakar kao katalizator sintetizirani su N-3-triazolilni (8), te N,N-
1,3-ditriazolilni citozinski derivat s p-klorfenilnim supstituentom u polozaju 4 na 1,2,3-

triazolnoj jezgri (9).

Strukture novosintetiziranih spojeva potvrdene su *H NMR spektroskopijom.

Kljuéne rijeci: pirimidin; citozin; 1,2,3-triazol; ,,click® reakcija.



SUMMARY

The aim of this work was the synthes and structural characterization of new
pyrimidine derivatives in order to determine their activities against human malignant tumor
cell lines. N-1 propargylated cytosine derivative (1), N,N-1,3 dipropargylated cytosine
derivative (2) and bicyclic derivative 3 were synthesized by N-alkylation reaction of cytosine
using NaH as base and propargyl bromide as alkylating reagent. Bicyclic product 3 was
synthesized via 6-endo-dig cyclization reaction of the monopropargylated cytosine derivative
1. Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition reaction of N,N-1,3-dipropargylcytosine (2) with
corresponding azides, in the presence of copper as a catalyst, gave N-1-triazolyl-N-3-
propargylated cytosine derivative (6 and 7), and N-1-triazolyl cytosine derivative (4, 5 and 8)
wherein the 1,2,3-triazole ring was introduced into N-1 position of cytosine moiety. ,,Click*
reaction of N,N-1,3-dipropargylated cytosine derivative (2) and 1-azido-4-chlorobenzene with
copper as a catalyst gave N-1-triazolyl cytosine derivative (8) and N,N-1,3-ditriazolyl cytosine
derivative (9) containing p-chlorophenyl substituent at position 4 on 1,2,3-triazole moiety.

The structures of the newly synthesized compounds were confirmed by 'H NMR

spectroscopy.

Key words: pyrimidine; cytosine; 1,2,3-triazole; ,,click® reaction.
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1. UVOD

Rak je bolest koja se oc€ituje brzim i nekontroliranim umnaZanjem zlo¢udnih
tumorskih stanica i smatra se glavnim uzrokom smrti nakon kardiovaskularnih bolesti. Prema
posljednjim podatcima o novooboljelima i umrlima od raka, Hrvatska je zemlja srednje
incidencije raka, ali visokog mortaliteta. Do progresije raka dolazi zbog gubitka kontrole
biokemijskog mehanizma rasta stanica. U lijeCenju raka primjenjuju se kirurski zahvati na
mjestima u organizmu gdje su takvi zahvati moguci, radioterapija i sustavna kemoterapija.
Sintetski kemicari od samih pocetaka borbe u lijecenju raka sudjeluju u otkri¢u 1 razvoju
protutumorskih lijekova, a jedno od takvih bilo je i slu¢ajno otkri¢e dusikovih iperita koji su
jos uvijek u upotrebi kao protutumorski lijekovi. Veéina protutumorskih lijekova u klinickoj
primjeni ima citostatsko djelovanje. Problemi koji se ocituju u primjeni citostatika u
kemoterapiji raka su nespecifi¢no djelovanje na tumore, rezistentnost tumora na lijekove, dok
je glavni problem razlika izmedu obecavajucih rezultata in vitro te rezultata in vivo
ispitivanja.! Medu vodeé¢im klasama spojeva u tom podruéju su nukleozidni analozi, derivati
pirimidina i purina. Strukturna raznolikost nukleozida sa antivirusnom i antikancerogenom
aktivno$¢u ukazuje da su novi analozi nukleozida vrijedni istrazivanja. Aromatski
heterociklic¢ki prsteni prisutni u raznim ljekovitim sredstvima €esto su izomeri triazola, 1,2,3-
triazoli i 1,2,4-triazoli koji posjeduju razliCite bioloske aktivnosti, kao primjerice
antikancerogeno, antifungicidno, antibakterijsko, antituberkulozno i antivirusno djelovanje.
Uvodenje triazolnog prstena u nukleozide dovelo je do poboljSanja njihove bioaktivnosti za
antitumorsku ili antivirusnu primjenu.? Prvi takav triazolni nukleozid sa $irokim spektrom

antivirusne aktivnosti bio je ribavirin.®

Osnovni cilj ovih istraZzivanja bio je sinteza novih triazolnih derivata citozina u
uvjetima Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije uz bakar kao Kkatalizator radi njihovog

antitumorskog djelovanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Nukleozidi i nukleotidi

Nukleozidi su biomolekule c¢iju strukturu c¢ine purinske (adenin i1 gvanin) ili
pirimidinske (timin, citozin i uracil) baze (Slika 1). Najzastupljeniji nukleozidi su g-glikozidni
derivati D-riboze ili D-2'-deoksiriboze. Cetiri nukleozidne jedinice u ribonukleinskoj kiselini
(RNK) jesu adenozin, gvanozin, citidin i uridin (Slika 2), a u deoksiribonukleinskoj kiselini

(DNK) su deoksiadenozin, deoksigvanozin, deoksicitidin i deoksitimidin (Slika 3).*
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Slika 1. Strukture purinskog i pirimidinskog prstena, te nukleozidnih baza
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Slika 3. Nukleozidne jedinice u DNK



Nukleinske kiseline DNK i RNK su linearni polimeri izgradeni od povezanih
medusobno sli¢nih jedinica. Svaka monomerna jedinica unutar polimera je nukleotid.
Nukleotid je nukleozid povezan esterskom vezom s jednom ili viSe fosfatnih skupina. U
prirodnim nukleotidima uobifajeno mjesto vezanja fosfata jest hidroksilna skupina na
polozaju C-5 Sec¢era. Nukleotidi su potrebni za replikaciju genoma i transkripciju genetske
informacije u RNK, sluze kao izvor energije za odredene skupine bioloskih procesa, sudjeluju
u biosintetskim procesima i bitne su komponente puteva za prijenos signala. Adenozin
trifosfat (ATP) univerzalna je energetska valuta sposobna pohraniti i transportirati energiju

unutar stanica (Slika 4).
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Slika 4. Struktura ATP-a

Postoje dvije vrste puteva za biosintezu nukleotida : sintetski putevi de novo i putevi
koji iskoriStavaju metabolicki otpad. U sintezi de novo nukleotidne baze nastaju iz
jednostavnijih spojeva. Najprije nastaje okosnica pirimidinske baze, a potom se veze riboza-
fosfat, dajuc¢i pirimidinski nukleotid. Nasuprot tome, purinska se okosnica sintetizira iz
dijelova koji se kao takvi najprije povezuju s ribozom, tako da se nukleotidna baza gradi na
riboza-fosfatu. U sintezi koja iskoriStava metabolic¢ki otpad uzimaju se ve¢ sintetizirane baze i

ponovno povezuju s ribozom.>



2.2. Citozin

Citozin je jedna od 5 glavnih nukleozidnih baza koje se koriste za skladiStenje i
prijenos genetskih informacija u stanici unutar nukleinskih kiselina DNK i RNK. Derivat je
pirimidina, heterociklickog aromatskog prstena s dva supstituenta, amino skupinom u
polozaju C-4 i keto skupinom na polozaju C-2.% Nukleotid citozina je citidin, a biomimetik
citidina koji inhibira primarno DNK-polimerazu, te ribonukleotid-reduktazu (RNR) naziva se
gemcitabin, a primjenjuje se u poboljSanju stanja bolesnika oboljelih od metastatskog raka
gusterace, raka jajnika, raka pluéa, mjehura, glave i vrata.” U DNK citozin i timin stvaraju
vodikove veze sa komplementarnim purinskim derivatima gvaninom i adeninom (Slika 5). U

RNK komplementarna baza adenina je uracil umjesto timina.
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Slika 5. Prikaz stvaranja vodikovih veza izmedu baza u DNK (G-C, T-A)

Citozin takoder moze biti dio nukleotida, a da nije povezan sa DNK ili RNK. Kao
citidin-trifosfat (CTP) moZe se ponaSati kao kofaktor za enzime i donirati fosfatnu skupinu
adenozin-difosfatu (ADP) za pretvorbu u ATP. Citozin takoder moze biti metiliran u 5-

metilcitozin uz pomo¢ enzima DNK-metiltransferaze (Shema 1), te kao takav moze biti



ukljucen u regulaciju transkripcije gena. U tom slucaju, DNK zadrzava istu sekvencu dok
oblik metiliranih gena moze biti promijenjen. Proucavanjem ovih promjena se bavi

epigenetika.*®
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Shema 1. Sinteza 5-metilcitozina iz citozina in vivo

5-azacitidin jedan je od bioloski aktivnih derivata citozina koji je pokazao Siroki
raspon antimetabolicke aktivnosti testirane protiv Stanica raka, te efektivnost kao
kemoterapijski agens za lijeCenje akutne mijeloi¢ne leukemije. Decitabin (5-aza-2"-
deoksicitidin) lijek je za lijecenje mijelodisplasti¢nih sindroma (stanja u kojima su odredene
krvne stanice disfunkcionalne) i za akutnu mijeloi¢nu leukemiju. Njegovo biolosko djelovanje
ima slian uzrok kao 1 azacitidin, osim S§to se decitabin moze ugraditi samo u rastu¢i lanac
DNK, dok azacitidin moze biti ugraden u rast DNK i RNK lanaca. Svojstvo 5-azacitidina da
inhibira DNK metiliranje povecalo je upotrebu 5-azacitidina i 5-aza-2"-deoksicitidina (Slika
6) te ukazalo na povezanost gubitka metiliranja u specifi¢nim genskim regijama i aktiviranja

povezanih gena.®°
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Slika 6. Strukture 5-azacitidina i 5-aza-2"-deoksicitidin



2.3. N-alkiliranje

N-alkiliranje je reakcija koja se odvija izmedu alkil halogenida i amonijaka ili amina.
To je reakcija nukleofilne aromatske supstitucije, gdje je reakcijski produkt vise supstituirani

amin (Shema 2).

R1 R1
| |

H—N: + R3X — tN—Rs + HX
| I

Rz R2
primarni ili alkil supstituirani halogena kiselina
sekundarni amin alkil halogenid amin

Shema 2. Osnovni prikaz reakcije N-alkiliranja

Amini i amonijak uglavnom lako podlijezu direktnom alkiliranju u blagim uvjetima.
Tesko je kontrolirati takve reakcije jer produkt ¢esto vise nukleofilan od prekursora ima veéu
tendenciju reagirati sa sredstvom za alkiliranje. Za laboratorijske svrhe N-alkiliranje je ¢esto
ogranieno na sintezu tercijarnih amina. Iznimka je reaktivnost a-halogenih karboksilnih
kiselina koje omogucuju sintezu primarnih amina sa amonijakom. Intramolekularna reakcija
halogenih amina X-(CH2)n-NH2 daje cikli¢ke aziridine, azetidine i pirolidine (Slika 7).1* N-
alkiliranje pirimidina jedan je od nacina aktiviranja pirimidinskog prstena kako bi postigao
vazna fizikalna i bioaktivna svojstva. N-alkilirane baze nukleinskih kiselina poznate su po
tome $to su najefektivniji antivirusni i antitumorski agenti te pokazuju antiupalnu i herbicidnu
aktivnost. Serija N-(4-supstituiranih-benzil)-pirimidina prepoznata je kao potencijalna i
selektivna serija inhibitora timidin-monofosfat-kinaze Micobacterium tuberculosis.? 1,3-
dialkilpirimidinski derivati pripravljeni su N-3 alkilacijom 1-alkilpirimidina ili N,N-1,3
dialkilacijom pirimidinskih nukleotidnih baza. U tu svrhu upotrijebljena je nekolicina baza
kao $to su: natrijev hidrid (NaH), kalijev fluorid (KF), kalijev karbonat (K>COz), magnezijev
oksid (MgO) 1 kalij hidroksid (KOH). Upotreba ovih baza ima i odredene nedostatke: spore
reakcije, slaba iskoriStenja, teski uvjeti reakcija u kojima je upotreba alkilirajuéeg agenta
niskog vrelista otezana i upotreba dimetilformamida (DMF-a) kao otapala sa loSom obradom
reakcijske smjese.!® Upotreba kombinacije DMF-a sa kalijevim karbonatom (K2COs)
pokazala se dobrim rjeSenjem prilikom ¢ega su reakcije tekle glatko i dale samo N-1 alkilirane

produkte.*



2.4. ,,Click« kemija

Sintezu 1,2,3-triazola prvi je proucavao Huisgen 1960-ih godina. 1,3-dipolarna
cikloadicija ukljucuje reakciju alkina i azida C¢iji su rezultat 1,4- i 1,5-disupstitirani triazolni

regioizomeri (Shema 3).%°

Shema 3. Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija

Na pocetku Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija nije se uklapala u definiciju ,,click*
kemije koja opisuje niz jakih, pouzdanih i selektivnih reakcija koje daju produkte brzo
povezuju¢i male jedinice preko veze ugljika i heteroatoma (C-X-C). Svojstva ,,click” reakcija
su: modularnost, Siroka upotreba i1 veliko iskoriStenje sa raznoliko$¢u polaznog materijala.
Nusprodukt se mora mo¢i lagano otkloniti bez upotrebe kromatografskih metoda a i reakcija
mora biti stereospecificna. Razvoj Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije i svrstavanje u
,,click™ kemiju omogudili su zasebno Meldal i Sharpless upotrebom bakrom kataliziranih azid-
alkin cikloadicijskih reakcija §to je dovelo do nastajanja 1,4-regioizomera, dok je rutenijem

katalizirana cikloadicija dala 1,5-regioizomere (Shema 4).1°
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Shema 4. Bakrom (CuAAC) i rutenijem (RUAAC) katalizirane Huisgenove cikloadicije



CUAAC je najsire upotrijebljena metoda ,,click® kemijske reakcije zahvaljujuci svojoj
jednostavnosti i velikoj selektivnosti. Standardni uvjeti upotrebljavaju Cu(l) ili Cu(ll) soli sa
reduciraju¢im sredstvom u organskom otapalu ili smjesu vode i tert-butil alkohola na sobnoj
temperaturi. Sharpless i suradnici pokazali su da je in situ priprema katalizatora redukcijom

Cu(Il) soli efikasnija, jeftinija i ¢is¢a od Cu(I) soli.
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Shema 5. Kataliticki krug bakrom katalizirane Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije

Na shemi 5 prikazan je mehanizam CuAAC reakcije koja ukljucuje koordinaciju bakra
na acetilen pri ¢emu nastaje bakrov acetilid, nakon ¢ega azid zamijeni drugi ligand 1 veze se
na bakar. Tada je formiran neobican Sesteroflani Cu(Ill) metalni krug. Stvaranjem
peteroclanog triazolilnog bakrenog derivata dolazi do ukrucivanja prstena Sto je popraceno
protoniranjem pri &¢emu nastaje triazolni produkt i zatvara se kataliticki krug.!’

Mikrovalovima potpomognuta reakcija pomno je istrazivana jer mikrovalno zracenje
dozvoljava efikasan prijenos topline i time se smanjuje vrijeme reakcije, a povecava
iskoriStenje. 1,2,3-triazoli pripravljeni su "one pot” metodom iz benzil-halida, natrij-azida i
alkina u velikom iskoristenju upotrebom Cu na SiO2 u vodi potpomognuto mikrovalovima. S
obzirom na to da su 1,2,3-triazoli aromatski heterocikli¢ki spojevi, prepoznati su kao izosteri
aromatskog prstena i dvostruke veze, a kao ,linkeri“ su reaktivni i mogu stvarati z-7
interakciju sa aromatskim prstenom, te posjeduju veliki dipolni moment (5,2-5,6 D). Jaki
dipolni moment triazola polarizira vodik na polozaju C-5 do stupnja da moze djelovati kao

slab donor vodikove veze. Mnogi poznati 1,2,3-triazoli posjeduju razli¢ito biolosko djelovanje



poput antitumorskog, antigljivicnog, antibakterijskog, antituberkuloznog i antivirusnog i to
zahvaljujué¢i tome da mogu biti ,,linkeri* u molekulama i tako zamijeniti atome i elektronska
svojstva peptidne veze bez osjetljivosti na hidrolizu. Takoder su poznati i po svojoj primjeni
kao materijali, primjerice biciklicki [1,2,3] triazoli sa zanimljivim fotozaStitnim svojstvima
pripravljaju se u bezmetalnim uvjetima u reakcijama potpomognutim mikrovalovima. Razvoj
novih metoda za sintezu 1,2,3-triazola i dalje je od velikog interesa zbog primjene u otkricu

novih lijekova.>1®

2.5. Bioloski aktivni derivati triazola

Strukturna raznolikost nukleozida sa antivirusnom i antitumorskom aktivnoscu
ukazuje da su novi analozi nukleozida vrijedni istrazivanja. Brojni analozi nukleozida se
koriste za lijeCenje bolesti uzrokovanih virusima humane imunodeficijencije (HIV), hepatitisa
B (HBV), hepatitisa C (HCV), herpes simpleks virusa (HSV), citomegalovirusa (CMV) i
varicella-zoster virusa (VZV). Nekoliko nukleozida koristi se u lije¢enju tumorskih oboljenja
i to kladribin, Kklofarabin, kapecitabin, citarabin, fludarabin, gemcitabin, decitabin i
floksuridin. Aromatski heterocikli¢ki prsteni prisutni u raznim ljekovitim sredstvima

uglavnom su izomeri triazola, 1,2,3-triazoli i 1,2,4-triazoli (Slika 8).

NH —NH
/ \N N/ \N
W N

1.2 3-triazol 1.2 4-triazol

Slika 8. 1zomeri triazola (1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol)

Uvodenje triazolnog prstena u nukleozide dovelo je do poboljSanja njihove
antitumorske ili antivirusne aktivnosti. Prvi triazolni nukleozid sa Sirokim spektrom
antivirusne aktivnosti, odobren od strane americke organizacije ,,Food and Drug
Administration “ (FDA) za terapiju HCV oboljenja i koji se trenutno koristi $irom svijeta bio
je ribavirin. Razvoj azidotimidina (AZT) i ribavirina (Slika 9) kao antivirusnih lijekova
potaknuo je sintezu i bioloska ispitivanja 1,2,3-triazolnih nukleozida.’® AZT se pokazao
ucinkovit pri sprjecavanju replikacije HIV-a u stanicama, a studije su pokazale da djeluje

putem selektivne inhibicije HIV reverzne transkriptaze pomocu metabolizma trifosfata. Ova
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otkrica su postavila temelje za prvu klasu antiretrovirusnih sredstava: nukleozidni i

nukleotidni inhibitori reverzne-transkriptaze. Tijekom godina razvijeni su kao glavna

komponenta antiretrovirusnih kombinatornih lijekova koji se sada koriste za lijeCenje svih

populacija HIV zaraZenih pacijenata.®

HO N

OH CH

Ribavirin

Slika 9. Struktura ribavirina i azidotimidina (AZT)

Neki od potencijalnih lijekova koji sadrze 1,2,3-triazolnu jedinicu su antikancerogeni

spoj karboksiamidotriazol (CAIl), nenukleozidni inhibitor reverzne transkriptaze (TSAO), f-

laktamski antibiotik tazobaktam, cefatrizin, cefalosporin i mnogi drugi (Slika 10).

/
O
\N/\ = /
N=n NH.,
CAl
HO_
N ——=0
0‘\ N
AN N \\\ D~ " N
// \\:a/
§ /o
o)
Tazobaktam

N\
N. NH
TBSO\ N>\i( 2

O\J fo)

TSAO
N==N
/
il
S — OH
A 7
\-\ / e S\ / A\
—~— /, \Y
) \ " ¢ A\
“\ // \.\ \
.,"’N‘H” g NewiiNH Ne—=/
HO / g /

-
O:\
O.

Ny~
/I\

Cefatrizin

Slika 10. Potencijalni lijekovi bazirani na 1,2,3-triazolu (CAI, TSAO, tazobaktam, cefatrizin)
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U odnosu na druge aza-heterocikle 1,2,3-triazolni prsten nije protoniran pri
fizioloskom pH zbog svoje slabe luznatosti, stoga neprotonirani sp? dusikov atom moze bolje
oponasati parcijalni pozitivni naboj anomernog ugljika u prijelaznom stanju glukozidaza
katalizirane reakcije u odnosu na odgovaraju¢e duSikove atome imino-Secera. U seriji
nukleozidnim analozima u kojima je duSi¢na baza zamijenjena 1,2,3-triazolnim prstenom
pojavili su se analozi 1,2,3-triazol-S-D-ribofuranozil-3-spiro-5-oksatiol-dioksida (TSAQ)

analozi koji su pokazali jaku i selektivnu aktivnost protiv HIV-a.2°
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Opce napomene

Sva koristena otapala susena su i pro¢is¢avana prema preporu¢enom postupku susenja
agensima 1i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A. Tijek reakcije praéen je
tankoslojnom kromatografijom (TLC), koja je provodena na plo¢ama 60F — 254 presvucenim
slojem silikagela Merck u odgovarajuéem sustavu otapala. Za detekciju izoliranih
komponenata koristena je UV-svjetlost valne duljine 254 nm. Kromatografija na koloni
provedena je na silikagelu Fluka (0,063 — 0,2 nm), a staklene kolone su punjene pod
utjecajem gravitacije te je kao eluens koriStena smjesa diklormetan : metanol u
odgovarajuéem omjeru. Spektri *H-NMR su snimljeni na spektrometru Bruker Avance 300
MHz. Svi su uzorci otopljeni u DMSO-ds i mjereni pri 298 K u NMR cjev¢ici promjera 5
mm. Kemijski pomaci (5) u 'H-NMR spektrima izraZeni su u jedinicama ppm u odnosu na
tetrametilsilan (TMS, 6 = 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedina¢ne
rezonancije asignirane su na temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta signala,
multipliciteta signala i konstanti sprega H-H. Reakcije potpomognute mikrovalnim zra¢enjem

provedene su u Milestone Start S mikrovalnoj peénici u kvarcnim posudama.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Priprava spojeva

3.3.1. 4-amino-1-(prop-2-inil)pirimidin-2(1H)-on (1) i 4-imino-1,3-di(prop-2-inil)-
3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (2) i 4,9a-dihidropirimido[2,1-b][1,3]oksazin-8-

amin (3)

Citozin (1 g; 9,01 mmol) je otopljen u dimetilformamidu (DMF) (30 ml) te je u
reakcijsku smjesu dodan natrij-hidrid (NaH) (0,22 g; 9,01 mmol). Reakcijska smjesa je
mijesana 30 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je dodan propargil-bromid (0,68 ml;
9,01 mmol). Reakcija je mijeSana na sobnoj temperaturi preko no¢i, a tijek reakcije je pracen
tankoslojnom kromatografijom (TLC-om). Nakon zavrSetka reakcije otapalo je upareno, a
reakcijska smjesa procis¢ena kolonskom kromatografijom (CH2Cl,: MeOH =40:1;30: 11
20 : 1). Izolirani su bijeli kristali spoja 1 (39,81 mg; 5,93 %; Ti= 135 — 138 °C), zuto ulje
spoja 2 (89,2 mg; 10,58 %) i bijeli kristali spoja 3 (308,62 mg; 87,68 %; T = 186 — 189 °C).

1: 'H NMR (DMSO-ds): 6 3,46 (t, 1H, J = 2,4 Hz, H-3"), 4,77 (d, 2H, J = 2,4 Hz, H-1), 6,63

(d, 1H, J = 7,7 Hz, H-5), 7,50 (d, 1H, J = 7,7 Hz, H-6), 7,53 (s, 1H, NH-4) ppm.

2: 'H NMR (DMSO-ds): 6 2,98 (t, 1H, J = 2,4 Hz, H-3"), 3,36 (t, 1H, J = 2,5 Hz, H-3"), 4,44
(d, 2H, J = 2,5 Hz, H-1"), 4,62 (d, 2H, J = 2,4 Hz, H-1'), 5,80 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-5), 7,09
(d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6), 7,81 (s, 1H, NH-4) ppm.

3: 'H NMR (DMSO-dg): & 4,47 (d, 2H, J = 2,5 Hz, H-1), 5,72 (d, 1H, J = 7,2 Hz, H-5), 7,15
(d, 2H, J = 20,2 Hz, NH2), 7,63 (d, 1H, J = 7,2 Hz, H-6) ppm.
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3.3.2. 4-imino-1-((1-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on (4)

Spoj 1 (34,8 mg; 0,186 mmol) otopljen je u DMF-u (2,5 ml) i smjesi tert-butanol :
voda (1 : 1) (2,56 ml), a u reakcijsku smjesu dodani su 1l-azido-4-trifluormetilbenzen (0,45
ml; 0,22 mmol), CuSOs (0,029 ml) i bakar (Cu(0); 0,0118 g). Reakcija je provedena u
mikrovalnom reaktoru tijekom 60 minuta, a tijek reakcije pra¢en je TLC-om. Otapalo je
upareno, a smjesa prociS¢ena kolonskom kromatografijom (CH2Cl, : MeOH = 20 : 1 i

MeOH). Izoliran je zuti uljasti spoj 4 (6,41 mg; 10,26%).

4:'H NMR (DMSO-ds): 6 5,34 (s, 2H, H-1"), 6,62 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-5), 7,51 (s, 1H, NH-
4), 7,60 (s, 1H, J = 7,7 Hz, H-6), 7,96 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ph), 8,16 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ph),
8,85 (s, 1H, H-3"), 11,02 (s, 1H, NH-3) ppm.

3.3.3. 1-((2-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-4-imino-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on (5) i 1-((1-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-4-
imino-3-(prop-2-inil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6)

Spoj 2 (43,8 mg; 0,234 mmol) otopljen je u DMF-u (3,0 ml) i smjesi tert-butanol : voda (1:1)
(3,23 ml), a u reakcijsku smjesu dodani su 1-azido-2-fluorbenzen (0,56 ml; 0,28 mmol),
CuSO4 (0,037 ml) i bakar (Cu(0); 0,0149 g). Reakcija je provedena u mikrovalnom reaktoru
tijekom 40 minuta, a tijek reakcije pracen je TLC-om. Otapalo je upareno, a smjesa
procis¢ena kolonskom kromatografijom (CH2Cl, : MeOH = 30 : 11 20 : 1, te MeOH).
Izolirani su bijeli kristali spoja 5 (14,95 mg; 44,76 %; Ty= 137 — 140 °C) i zuti uljasti spoj 6
(9,16 mg; 24,17 %).

5: 'H NMR (DMSO-de): 6 5,32 (s, 2H, H-1'), 6,64 (s, 1H, H-5), 7,40-7,45 (m, 1H, NH-4),
7,54-7,63 (M, 4H, H-6, Ph), 7,78-7,84 (m, 2H, Ph), 8,61 (d, 1H, J = 1,9 Hz, H-3") ppm.

6: 'H NMR (DMSO-dg): 6 0,84 (t, 1H, J = 7,1 Hz, H-3"), 5,03 (s, 2H, H-1"), 5,27 (s, 2H, H-
1Y, 5,87 (s, 1H, H-5), 7,40-7,44 (m, 2H, NH-4, H-6), 7,51-7,61 (m, 4H, Ph), 7,78-7,84 (m,
2H, Ph), 8,37 (s, 1H, OH), 8,56 (1H, s, H-3") ppm.
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3.3.4. 4-imino-1-((1-(4-jodofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3-(prop-2-inil)-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on (7)

Spoj 2 (12,2 mg; 0,065 mmol) otopljen je u DMF-u (0,9 ml) i smjesi tert-butanol :
voda (1 :1) (0,9 ml), a u reakcijsku smjesu dodani su 1-azido-4-jodbenzen (0,16 ml; 0,078
mmol), CuSO4 (0,01 ml) i bakar (Cu(0); 4,14 mg). Reakcija je provedena u mikrovalnom
reaktoru tijekom 60 minuta, a tijek reakcije pracen je TLC-om. Otapalo je upareno, a smjesa
procis¢ena kolonskom kromatografijom (CH2Cl, : MeOH = 30 : 1 i 20 : 1, te MeOH).
Izolirani su bijeli kristali spoja 7 (8,74 mg; 31,21 %; Ty = 211 — 215°C).

7: H NMR (DMSO-de): 8 0,83 (t, 1H, J = 6,8 Hz, H-3"), 2,22 (s, 2H, H-1"), 5,27 (s, 2H, H-
1, 6,61 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H-5), 7,51 (s, 1H, NH-4), 7,58 (s, 1H, J = 7,7 Hz, H-6), 7,69 (d,
2H, J = 8,8 Hz, Ph), 7,92 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ph), 8,81 (s, 1H, H-3") ppm.

3.3.5. 1-((1-(4-klorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-4-imino-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on  (8) i 1,3-bis((1-(4-klorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-4-imino-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (9)

Spoj 2 (86,2 mg; 0,46 mmol) otopljen je u DMF-u (6,0 ml) i smjesi tert-butanol : voda
(1 :1) (6,35 ml), a u reakcijsku smjesu dodani su 1-azido-4-klorbenzen (1,11 ml; 0,553
mmol), CuSO4 (0,07 ml) i bakar (Cu(0); 0,029 g). Reakcija je provedena u mikrovalnom
reaktoru tijekom 40 minuta, a tijek reakcije prac¢en je TLC-om. Otapalo je upareno, a smjesa
procis¢ena kolonskom kromatografijom (CH2Cl> : MeOH =80 :1,70:1,50:1i30:1).
Izolirani su zuti kristali spoja 8 (41,95 mg; 60,80 %; Tt = 205 — 208 °C) i zuto ulje spoja 9
(3,0 mg; 3,48 %).

8: IH NMR (DMSO-ds): 6 5,30 (s, 2H, H-1", 6,62 (d, 1H, J = 7,7 Hz, H-5), 7,52 (s, 1H, NH-
4), 7,59 (d, 2H, J = 7,7 Hz, H-6), 7,65 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ph), 7,92 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ph),
8,82 (s, 1H, H-3") ppm.
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9: H NMR (DMSO-ds): 6 4,59 (m, 2H, H-1"), 5,12 (s, 2H, H-1"), 5,83 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H-
5), 7,64-7,68 (m, 5H, NH-4, Ph), 7,80 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-6), 7,90-7,94 (m, 4H, Ph), 8,66 (s,
1H, H-3"), 8,83 (s, 1H, H-3") ppm.

19



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Sinteze spojeva

Cilj ovog rada bio je sintetizirati nove derivate citozina supstituirane u polozaju N-1
i/ili N-3 1,2,3-triazolnom jezgrom. Glavni prekursori za sintezu, N-1-propargil (1) i N,N-1,3-
dipropargilirani derivati citozina (2) dobiveni su reakcijom N-alkiliranja citozina uz prisustvo
baze (NaH) kao deprotonirajuceg sredstva koje omogucuje nukleofilnu supstituciju s

propargil-bromidom kao alkiliraju¢im reagensom (Shema 1).

NH.
2 NH
NH,

M e
NP | M )\ | . )\ |
0 M
CI)\N 0 M
H — _
citozin = —
\m 1 2

NH )NH MH- MHz
E_/“RN) — =" " N |
o}\ | — Ho)\m ) — HC'/LN _ C')\N
- L NN
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Reagensi i uvjeti: (i) NaH/ propargil-bromid/ DMF/ 24h/ sobna temperatura
Shema 1: Sinteza N-1-propargilcitozina (1), N,N-1,3-dipropargilcitozina (2) i biciklickog
produkta 3
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Biciklicki produkt 3 dobiven je 6-endo-dig ciklizacijom monopropargiliranog
citozinskog derivata 1 (Shema 1). Takoder je i izolirana smjesa nekoliko tautomera
dipropargiliranog citozinskog derivata 2, od kojih su neke od tautomernih struktura prikazane
na shemi 1. ,,Click reakcijom uveden je 1,2,3-triazolni prsten u polozaj N-1 citozinskog
prstena, odnosno Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom N-1-propargilcitozina (1) i 1-
azido-4-trifluormetilbenzena uz bakar kao katalizator dobiven je triazolilni derivat citozina, 4
kao 1,4-disupstituirani regioizomer 1,2,3-triazola (Shema 2).
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Reagensi i uvjeti: (i) 1-azido-4-trifluormetilbenzen/ CuSO4/ t-BuOH : H,O = 1 : 1/ DMF/ Cu/
60 min, 80°C, MW.
Shema 2. Sinteza 4-imino-1-((1-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-ona (4)

Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom N,N-1,3-dipropargilcitozina (2) i
odgovarajucih azida uz bakar kao katalizator pripravljeni su razli¢ito supstituirani triazolilni
derivati citozina (5-8) pri ¢emu je uveden 1,2,3-triazolni prsten u polozaju N-1 citozina
(Shema 3). "Click" reakcijom spoja 2 i 1-azido-2-fluorbenzena dobiveni su monosupstituirani
triazolilni citozinski derivat 1-((1-(2-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-4-imino-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on (5) te N-1-triazolil-N-3-propargilni derivat 6, dok je u sli¢nim
reakcijskim uvjetima ,,click reakcije s 1-azido-4-jodbenzenom, izoliran 4-imino-1-((1-(4-
jodofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3-(prop-2-inil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (7
(Shema 3).
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Reagensi i uvjeti: (i) RNa/ CuSO4/BUOH : H20 = 1 :1/ DMF/ Cu/ 40 (60) min, 80 °C, MW

Shema 3. Sinteza N-1 triazolilnog citozinskog derivata 5 i N-1-triazolil-N-3-propargilnih

derivata 617

Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom N,N-1,3-dipropargiliranog citozina (2) i
1-azido-4-klorbenzena uz bakar kao katalizator izolirana su dva produkta, monotriazolilni
derivat (8), te ditriazolilni citozinski derivat s p-klorfenilnim supstituentom na 1,2,3-triazolnoj
jezgri (9) (Shema 4).
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Reagensi i uvjeti: (i) 1-azido-4-klorbenzen/ CuSO4/ H20 : BUuOH =1 : 1/ DMF/ Cu/ 40 (60)
min, 80 °C, MW

Shema 4. Sinteze 1-((1-(4-klorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-4-imino-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on (8) i 1,3-bis((1-(4-klorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-4-imino-
3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (9)
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4.2. 'H NMR analiza novosintetiziranih spojeva (1-9)

Strukture novosintetiziranih citozinskih derivata (1-9) potvrdene su H NMR

spektroskopijom (Slika 1).

NH, - NH NH,
3" 2"
Ng,/4 > :——/\N3 4 3 N3/4 >
)2\1 6‘ /J'il )2\1 J
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1 r 3 1
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Slika 1. Prikaz struktura citozinskih derivata 1-3

U 'H NMR spektrima spojeva 1 i 2 (slike 2 i 3) prisutni su signali za protone
citozinskog prstena, pa je tako proton H-5 prisutan kao dublet na 6,63 ppm-a kod spoja 1,
odnosno na 5,80 ppm-a kod spoja 2, a kemijski pomak protona H-6 se kod spoja 1 nalazi na
7,50 ppm-a, odnosno na 7,09 ppm-a kod spoja 2. Signal za proton NH-4 se nalazi na 7,53-
ppm-a kod spoja 1, odnosno na 7,81 ppm-a kod spoja 2. Kemijski pomaci protona H-5 i H-6
su kod spoja 2 pomaknuti u visa polja u odnosu na spoj 1, dok je signal NH-4 protona kod

spoja 2 pomaknut u niza polja u odnosu na spoj 1.

U 'H NMR spektrima spojeva 1 i 2 (slike 2 i 3) takoder se mogu vidjeti i signali za
metilnske protone propargilnog supstituenta na polozaju N-1 (H-3") na ~4,70 ppm-a prisutni
kao dubleti intenziteta 2H. Signali intenziteta 1H za metilenski proton H-1' su takoder prisutni
kod oba *H NMR spektra na ~3,40 ppm-a kao kao dublet kod spoja 1, te kao triplet kod spoja
2. U 'H NMR spektru spoja 2 (slika 3) u usporedbi sa spektrom spoja 1 prisutni su dodatni
signali za propargilni supstituent na polozaju N-3: triplet na 2,98 ppm-a za H-3" i dublet na
4,44 ppm za H-1".
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Slika 2. 'H NMR spektar spoja 1
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Slika 3. 'H NMR spektar spoja 2
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Slika 4. Prikaz struktura N-1-triazolil-N-3-propargilnih (6 i 7) i N-1-triazolilnih citozinskih
derivata (4,51 8)

U H NMR spektrima N-1-triazolil-N-3-propargilnih (6 i 7, slika 4) te N-1-triazolilnih
citozinskih derivata (4, 5 i 8, slika 4) prisutni su signali za proton triazolnog prstena u
aromatskom podrucju na 8,61 — 8,85 ppm-a uz istovremeni izostanak signala za metinski

proton H-3' (triplet na ~3,40 ppm).

N-1-triazolil-N-3-propargilni citozinski derivati (6 i 7, slika 4) u *H NMR spektrima
(slika 6) pokazuju i signale za metilenske protone propargilnog supstituenta na polozaju N-3

(H-1") te signal za metinski proton H-3" na ~0,84 ppm-a kao triplet.

Osim navedenog, *H NMR spektri spojeva 4-8 pokazuju signale citozinskog prstena:
signal protona H-5 na ~5,80 za spoj 6 (slika 6), odnosno ~6,60 ppm-a za spojeve 4, 5, 7 1 8;
signal H-6 protona na ~7,60 ppm-a te signal NH-4 protona kao singlet na 7,50 ppm-a.

Na slici 5 je prikazan *H NMR spektar spoja 5, dok je na slici 6 prikazan *H NMR
spektar spoja 6.
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g g CELL F3 HIzx  EROR 5 B E £
I ] WL TN Wil I I 1 N

SRS TN

] E .-u =

E60 a.50 435 a5 i 1ES 755 745 3k 565 530 510 5.0 0.5
M {ppm)

Slika 6. 'H NMR spektar spoja 6
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Na slici 7 prikazane su strukture spojeva 8 i 9, dok su na slikama 8 i 9, prikazani *H
NMR spektri mono (8) i disupstituiranog derivata citozina (9), koji u polozaju N-1, odnosno
N-1i N-3 imaju 1,2,3-triazolni prsten s p-klorfenilnim supstituentom u polozaju 4 triazola. *H
NMR spektar spoja 9 (slika 9) pored signala navedenih za spoj 8 sadrzi dodatne signale za
supstituirani triazolni prsten vezan za polozaj N-3 citozina, ¢ime je potvrdeno nastajanje N,N-

1,3-ditriazolilnog derivata "click" reakcijom.

NH NH
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| N Y
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Slika 7. Strukture spojeva 8 9
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Slika 8. 'H NMR spektar spoja 8
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Slika 9. 'H NMR spektar spoja 9
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. ZAKLJUCCI

e Reakcijom N-alkiliranja citozina sintetizirani su prekursori: N-1-propargilni
derivat citozina 1 te N,N-1,3-dipropargilirani derivat citozina 2.

e 6-endo-dig ciklizacijom monopropargiliranog citozinskog derivata 1
pripravljen je bicikli¢ki produkt 3

e Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom N-1-propargilcitozina (1) i 1-
azido-4-trifluormetilbenzena uz bakar kao katalizator dobiven je N-1 triazolilni
derivat citozina 4.

e  Click* reakcijom N,N-1,3-dipropargilcitozina (2) i odgovarajucih azida uz
bakar kao katalizator pripravljeni su N-1 triazolilni derivati citozina (4, 5 i 8),
te N-1-propargil N-3-triazolilni citozinski derivati 6 i 7.

e Reakcijom  N,N-1,3-dipropargilcitozina (2) i 1l-azido-4-klorbenzena
kataliziranom bakrom izolirani su monotriazolilni (8) i ditriazolilni citozinski
derivat s p-klorfenilnim supstituentom u polozaju 4 na 1,2,3-triazolnoj jezgri
(9).

e Strukturna karakterizacija novopripravljenih spojeva provedena je *H NMR
spektroskopijom.
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