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SAZETAK RADA

Sinteza novih derivata kumarina i L-askorbinske kiseline primjenom klik kemije

Cilj ovog rada bila je sinteza novih potencijalno bioloski aktivnih derivata kumarina i
derivata L-askorbinske kiseline regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom odgovaraju¢ih
terminalnih alkina i organskih azida. U tu svrhu je Pechmannovom ciklizacijom sintetiziran 7-
hidroksi-4-(klormetil)kumarin 1, koji je potom preveden u odgovarajué¢i kumarinski azid 2, te
derivati L-askorbinske kiseline 3, 4 i 5 koji su bili potrebni za sintezu azida L-askorbinske
kiseline 6. Takoder, Sintetizirani su razli¢iti terminalni alkini (7 — 13) koji su posluzili kao
dipolarofili u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji sa spojevima 2 i 6. Provedene su reakcije Huisgenove
1,3-dipolarne cikloadicije katalizirane bakrom 4-(azidometil)-7-hidroksikumarina i 6-azido-
2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline s odgovaraju¢im terminalnim alkinima. U tim su
reakcijama sintetizirani derivati s 1,2,3-triazolnim supstituentom vezanim u polozaju C-4 7-
hidroksikumarina i C-6 2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline (14 — 23). Ovakve reakcije

udovoljile su vecini uvjeta , klik“ reakcije.
Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su spektroskopijom tH- i BC-NMR.

Provedena su ispitivanja antibakterijskog djelovanja spojeva 14 — 19 i 21 na osam
bakterijskih vrsta (Cetiri Gram-pozitivne i Cetiri Gram-negativne beakterijske vrste). Spojevi
15, 16 i 18 pokazuju ucinkovita djelovanja na Gram-pozitivne bakterijske vrste: Enterococcus
faecali i Enterococcus faecium (VRE) te pokazuju bolju u¢inkovitost od antibiotika ceftazidim
(CAZ) na Gram-pozitivnu bakterijsku vrstu Enterococcus faecali, te su ucinkovitiji od oba

ispitana atibiotika na Gram-pozitivnu bakterijsku vrstu Enterococcus faecium (VRE).

Kljuéne rijec¢i: molekulski hibridi, kumarini, L-askorbinska kiselina, 1,2,3-triazoli,

,.klik* kemija, Huisgenova cikloadicija



SUMMARY

Synthesis of novel coumarin and L-ascorbic acid derivatives using click chemistry

The aim of this work was the synthesis of novel coumarin and L-ascorbic acid
derivatives with potential biological activity, using regioselective 1,3-dipolar cycloaddition of
terminal alkynes and corresponding organic azides. For this purpose, 4-(Chloromethyl)-7-
hydroxycoumarin 1 was synthesized and then converted to the corresponding azide 2.
Furthermore, L-ascorbic acid derivatives 3, 4 and 5, required for the synthesis of L-ascorbic
acid azide 6, were prepared. Different terminal alkynes (7 — 13), which are used as the
dipolarophile in the 1,3-dipolar cycloaddition with compounds 2 and 6, were synthesized. A
series of copper catalyzed Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition reactions of 4-(azidomethyl)-7-
hydroxycoumarin and 6-azido-2,3-O,0-dibenzyl-L-ascorbic acid with various terminal alkynes
were performed. In these reactions derivatives with 1,2,3-triazole substituent attached at C-4
position of the C-7- hydroxycoumarin and C-6position of 2,3-O,0-dibenzyl-L-ascorbic acid
were synthesized (14 — 23). This type of reaction fulfills majority of requirements for ,,click*

chemistry reaction.

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

spectroscopy.

The anti-bacterial activity of the synthesized compounds 14 — 19 and 21 were performed
in vitro against four Gram-positive bacterial species and four Gram-negative bacterial species.
The MIC determination of the tested compounds was investigated in comparison with
Ceftazidime and Ciprofloxacin. Compounds 15, 16 and 18 showed anti-bacterial activity which
was higher than Ceftazidime against Gram-negative bacterial specie: Enterococcus faecali and
these compounds also showed anti-bacterial activity which was higher than Ceftazidime and
Ciprofloxacin against Gram-negative bacterial species: Enterococcus faecium (VRE).

Keywords: molecular hybrids, coumarin, L-ascorbic acid, 1,2,3-triazoles, ,,click®

chemistry, Huisgen cycloaddition
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1. Uvod

Rak je bolest u kojoj stanica ili vise stanica izgube kontrolu nad dijeljenjem, $to rezultira
nakupinom stanica poznatom kako tumor. Tumor je abnormalna masa tkiva koja nastaje zbog
stanja u kojem se poremete kontrolni mehanizmi koji reguliraju rast stanice $to dovodi do
nekontroliranog dijeljenja i proliferacije stanica te je jedan od glavnih zdravstvenih problema
danasnjice. Tijekom godina postignut je znacajan napredak u razvoju novih lijekova, terapije
su postale naprednije te olakSavaju i produzuju Zivot pacijentima.l Usprkos napredcima
moderne medicine, lijeCenje mnogih vrsta tumora ostaje problematicno. Do sada su uspjesno
koriStene terapije koje djeluju na jednu biolosku molekulu. Ipak postoji problem rezistencije na
lijekove 1 uvrijezeno je da agensi koji djeluju na vise meta imaju bolju u¢inkovitost od onih koji
djeluju na samo jednu. Takva opéa uvjerenja su dovela do potrage za moduliranjem molekula
koje ¢e djelovati na viSe meta. Djelovanje na viSe meta simultano se moze posti¢i kombinacijom
lijekova s razli¢itim mehanizmima djelovanja ili jednim kemijskim spojem koji moze djelovati
na vise meta multifaktorske bolesti. Kao rezultat toga, postoji veliki interes u otkrivanju agenasa

za lijeCenje raka, koji istovremeno djeluju na vise bioloskih meta.

Kombinirana terapija, jedna od strategija za lijeenje pacijenata koji ne reagiraju na
tretman, je dodatno potaknula istrazivace na globalnoj razini na dizajn liganada koji sadrze
dvije farmakoforne jedinice u jednoj molekuli, te koje djeluju na viSe meta, upravo zbog
problema povezanih s kombiniranom terapijom. Molekulska hibridizacija je strategija
racionalnog dizajna liganada ili prototipova, koja se temelji na prepoznavanju farmakofornih
podjedinica u molekulskoj strukturi od dvaju ili viSe poznatih bioaktivnih derivata.
Odgovarajuce povezivanje podjedinica vodi do dizajna novih hibrida koji zadrZavaju unaprijed
odabrane karakteristike originalnih spojeva. Sinteza novog hibridnog spoja s poboljSanim
svojstvima i u¢inkovito$¢u u usporedbi s pocetnim lijekovima, je novi koncept u dizajnu i
razvoju lijekova.? Hibridizacija farmakofornih jedinica je analogna konvencionalnoj
kombiniranoj terapiji, uz iznimku da su dva lijeka kovalentno povezana i na raspolaganju kao
jedna cjelina. Hibridni lijekovi su u osnovi dizajnirani kako bi se pove¢ao uc¢inak i omogucilo
djelovanje na vise meta kao jedna molekula, smanjujuéi tako rizik od interakcije lijekova i

pojave rezistencije.®

Jedna od reakcija povezivanja biomolekula je Cu(l) katalizirana Hisgenova 1,3-
dipolarna cikloadicija u kojoj reakcijom azida i terminalnih alkina nastaju 1,4-disupstituirani

1,2,3-triazoli. Ova reakcija je posebna zbog svoje regiospecifi¢nosti, biokompatibilnosti
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reaktanata i visokih iskoristenja. Cu(l) katalizirana 1,3-dipolarna cikloadicija je primjer ,,klik*

reakcije koja ima §iroku primjenu.*

Konacno, u zadnjih nekoliko godina se sve viSe razvijaju kumarinski derivati
kunjugirani s 1,2,3-triazolima koji pokazuju Siroku bioloSku aktivnost, a sintetizirani derivati
L-askorbinske kiseline konjugirani s 1,2,3-triazolima su vrlo obecavajuci. Askorbinska kiselina
je esencijalani mikronutrijent te se smatra da ima antioksidativno djelovanje u Zivim sustavima®
te se smatra vaznom u prevenciji razli¢itih kroni¢nih bolesti kao §to su rak, celebralna
apopleksija, dijabetes, atopijski dermatitis, infarkt miokarda i AIDS.® S druge strane 1,2,3-
triazoli takoder pokazuju mnoga bioloska svojstva kao §to su antimikrobioloska, analgetska,
antimalarijska i antivirusna aktivnost, te su neki od njih pokazali antiproliferacijsku i

antitumorsku aktivnost.’
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2.1. Kumarini

Kumarini su heterocikli¢ki spojevi koji u svojoj strukturi kao heteroatome sadrze atome
kisika (Slika 1). Kumarin je 5,6-benzo-2-piron, te se njegovi derivati nalaze u brojnim biljnim
vrstama, a pronadeni su i u produktima metabolizma mikroorganizama i Zivotinja. Znacajne
koncentracije kumarinskih spojeva se mogu na¢i u vocu. NajviSe u marelicama, viSnjama,
jagodama, te zaCinskim biljkama kao $to su cimet i lavanda. Prou¢avanje kumarina zapocelo je
prije 200 godina, a prvi put kumarin je izoliran iz biljke Coumarouna odorata Aube (Dipteryx
odorata) 1820. g., po kojoj je i dobio ime.® Kumarine u prirodi nalazimo kao slobodne ili u
obliku heterozida. Kumarin je poznat po ugodnom mirisu na vaniliju, koji neki autori opisuju i
kao miris svjeze pokosenog sijena. S obzirom da na kumarinskom prstenu postoji 6 polozaja na
kojima se moze odviti supstitucija, poznati su razli¢iti derivati kumarina, bilo sinteticki ili
prirodni, a takva strukturna raznolikost uzrok je mnoStvu razliCitih bioloskih aktivnosti.
Prisutnost kumarinskih derivata u biljkama je vrlo Cesta, a mnoge od tih biljaka se

upotrebljavaju u tradicionalnoj medicini od davnina.®

Slika 1. Struktura kumarina

Proizvodnja kumarina pocela je 1868. godine kada su se prvi put poceli koristiti u
industriji parfema i pojacivaca okusa. Biosinteza kumarina u biljkama kre¢e od cimetne kiseline
koja se ciklizacijom prevodi u kumarinsku strukturu. U laboratoriju se koriste mnoge sinteticke
metode, a medu njima Perkinova, Knoevenagelova i Pechmannova reakcija.’? Zagrijavanjem
kumarina nastaju dikumaroli koji su jaki antikoagulansi. Kumarini takoder imaju snazan utjecaj
na biosintezu vitamina K. Pored ovih svojstava, kumarini posjeduju i antibakterijska i

antigljivi¢na svojstva. Neki od bitnijih kumarinskih spojeva nadenih u biljnom svijetu prikazani
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su na Slici 2. Umbeliferon je kumarin prisutan u aromati¢nim biljkama Umbeliferon s izrazitim
antigljiviénim svojstvima, eskulin je glikozidni kumarin iz ploda kestena sa vaskularnim
terapeutskim svojstvima, skopoletin je kumarin iz biljke noni koji regulira krvni pritisak te ima
znacajna antibakterijska svojstva, regulira hormon serotonin i smanjuje depresiju i anksioznost,
dok je bergapten kumarin iz citrusnog voca bergamota koji spada u grupu furokumarina

(psoralena) i koristi se kao aktivna komponenta krema i losiona za sunéanje.!!

HO @) (O]

Z

umbeliferon

OH

o)
\CH3
HO H bergapten
CHy
H o X o} o) o)
HO OH
HO o O Ho _ 7
eskulin skopoletin

Slika 2. Poznati spojevi kumarinske strukture

2.1.1. Bioloska aktivnost kumarina i derivata kumarina

Kumarini pokazuju mnos$tvo bioloskih aktivnosti, ukljucujuéi antikoagulacijsku,
estrogenu, dermalno fotosenzitirajucu, antimikrobnu, vazodilatacijsku, moluskicidnu aktivnost
(ubijanje mekusSaca), djeluju kao antihelmintici, sedativi i hipnotici, a pokazuju i1 analgetsko 1
hipotermic¢ko djelovanje. Ostale bioloske aktivnosti ukljucuju inhibiciju agregacije krvnih
plocica, citokroma P450 i steroidne 5a-reduktaze, spazmolitiCku, antikoagulacijsku,
antibakterijsku, antikancerogenu i anti HIV aktivnost. Znacajna je i prevencija od bolesti,
modulacija rasta i antioksidacijska svojstva, kao 1 antitumorski uc¢inci, dok neki kumarini mogu

uzrokovati znafajne promjene u regulaciji imunoloS$kog odgovora, rastu stanica i



2. Opéi dio

diferencijaciji.'> Od derivata kumarina najvise se istiu dikumarol s antikoagulacijskim
djelovanjem i novobiocin i kumermicin A s antibiotickom aktivnos$cu te odredeni aflatoksini
koji pokazuju znadajnu hepatotoksiénost i karcinogenost.*? Aflatoksini su heterocikli¢ki spojevi
koji sadrze kumarinsku jezgru. Produkti su metabolizma pojedinih rodova plijesni poput
Aspergillues niger. Fizioloski su vrlo aktivni te je dokazano da djeluju kancerogeno na jetru.
Kancerogenost aflatoksina opada od najsnaznijeg aflatoksina B1 prema slabije kancerogenima
G1, B2 i M1 (Slika 3).2

aflatoksin G1 CHj aflatoks?n B: R=H SH,
aflatoksin M1 R=0OH

Slika 3. Aflatoksini

Razna istrazivanja su potvrdila da velika vecina biljnih ekstrakata koji su se u povijesti
koristili u medicinske svrhe sadrzi visoke koncentracije kumarina. Kumarin 1
7-hidroksikumarin inhibiraju proliferaciju mnos$tva stani¢nih linija porijeklom iz ¢ovjeka in
vitro, a pokazuju i aktivnost protiv nekoliko zivotinjskih tumora. Prema istrazivanjima,
konzumacija namirnica koje sadrze kumarin pruza odredenu zastitu od inicijacije
hepatokarcinogeneze uzrokovane aflatoksinom B1 u Stakora. Istrazivanja o utjecaju kemijske
strukture na biolosku aktivnost kumarina su pokazale da dodatak kateholne skupine na osnovnu
strukturu uzrokuje povecanu citotoksi¢nu aktivnost na stanice tumora. Kumarin i njegovi
metaboliti 7-hidroksikumarin, kumarinski 3-(N-aril)sulfonamid, stilben-kumarin (Slika 4)

pokazuju antitumorsku aktivnost na nekoliko linija stanica tumora kod ljudi, pokazali su se kao
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inhibitori stani¢ne proliferacije kod stanica zelu¢anog karcinoma, a ve¢ je dokazana aktivnost
kumarina protiv raka prostate, malignog melanoma i metastatskog renalnog stani¢nog

karcinoma.'> Osim §to se mogu koristiti u lije€enju raka, kumarini se mogu koristiti i u

4

tretmanima ublaZavanja nuspojava izazvanih radioterapijom.!

OCHs

HO O O

7-hidroksikumarin

3-(N-aril)sulfonamidkumarin

Slika 4. Kumarini s antitumorskim djelovanjem

Istrazivanja su pokazala da kumarin smanjuje razinu glukoze u krvi te ne samo da
inducira izoenzim aldo-ketoreduktaze (aflatoksin Bl-aldehid reduktaza) koji sudjeluje u
metabolizmu aflatoksina, nego i GSTAS (glutation S-transferaza alfa 5) i druge enzime koji
metaboliziraju lijekove.?

Ostol inhibira agregaciju krvnih plocica, dok klorikromen (sinteti¢ki kumarin) inhibira
agregaciju in vivo i in vitro, i izaziva vazodilataciju. Ostol sprecava progresiju hepatitisa C u
hepatokarcinomu kod ljudi, a derivati ostola koji pokazuju topivost u vodi ve¢u nego sam ostol
su nedavno predlozeni za upotrebu kao hepatoprotektivni lijekovi. Sto se tice bioloske
aktivnosti ostola, vrlo je vazna prisutnost metoksi skupine, jer je npr. 7-hidroksi derivat, ostenol,
neaktivan. Kolinin pokazuje negativan u¢inak na replikaciju DNA virusa hepatitisa B. Odredeni
dimeri kumarina, osobito oni koji sadrze hidrofobne skupine, potentni su inhibitori HIV-1
integraze, dok 5,7,4'-trihidroksi-4-stirilkumarin pokazuje znacajnu antivirusnu aktivnost prema

Herpes simplex virusu. Geiparvarin pokazuje zna¢ajnu in vitro citostatsku aktivnost, a neki

8
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prirodni i sinteticki kumarini su inhibitori kolinesteraze, $to bi moglo dobro do¢i u lije¢enju
Alzheimerove, kao i Parkinsonove bolesti. Varfarin je i danas jedno od osnovnih
antikoaguliraju¢ih sredstava, iako neki derivati 4-hidroksikumarina posjeduju jo$ vecu
antikoagulacijsku aktivnost od varfarina. Furanokumarini se koriste u fotokemoterapeutskim
tretmanima za neke kozne bolesti, limfome 1 autoimune poremecaje. Biljke koje sadrze psoralen
se stolje¢ima koriste za tretiranje vitiliga, kozne bolesti koju odlikuje nedostatak pigmentacije.
Neki imaju farmakoloska svojstva 1 bez zraCenja te su se pokazali djelotvornim u lijeCenju
depresije, a Cine se i1 kao korisni lijekovi u tretmanima multipleskleroze, jer blokiraju kalijeve

kanale.

\ -

psoralen

= N

Klorikromen K

Slika 5. Bioloski aktivni kumarinski derivati: ostol, klorikromen i psoralen

Zasad su neki kumarini, kao varfarin, acenokumarol, armilarizin A, himekromon i
karbokromen odobreni za klini¢ku upotrebu. Eskulin je derivat kumarina koji se koristi u
medicini, kao komponenta lijeka Proctosedyla, za tretiranje hemoroida i rektalnih lezija.
Novobiocin i klorobiocin (Slika 6) su antibiotici prirodnog porijekla na bazi kumarina koji se
ubrajaju u hidroksilirane kumarine, a inhibiraju DNA girazu i pokazuju Siroki spektar aktivnosti

prema Gram-pozitivnim bakterijama.'?
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OH
OH
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X X
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novobiocin R;=CHs; R,=NH,

klorobiocin R1=ClI; Ry= N

@)
Ollnn
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L

Slika 6. Antibiotici prirodnog porijekla na bazi kumarina: novobiocin i klorobiocin

2.2. Molekulski hibridi

Tijekom posljednih nekoliko godina, molekulska hibridizacija se razvila kao novi
pristup za razvoj hibridnih multifunkcionalnih molekula, koji ukljucuje konglomeraciju dvaju
ili viSe farmakofora u jednu molekulsku cjelinu (Slika 7). Zbog spajanja farmakofora u jednu
molekulu, nastali hibridi imaju visestruku biolosku aktivnost, modificirani profil selektivnosti,
razlicite ili dvojne nacine djelovanja te mogu smanjiti pojavu nezeljenih nuspojava. Takve se
molekule mogu modificirati tako da imaju povoljna farmakokineti¢ka svojstva i oralnu
bioraspolozivost. Koriste¢i ovaj pristup, ve¢ je nekoliko istrazivackih grupa dizajniralo 1
sintetiziralo mnoge molekulske hibride. Neki istaknuti primjeri takvih molekula su ziprasidone,
duloksetin i ladostigil za multifaktorske bolesti srediSnjeg zivéanog sustava te sunitinib i
lapatinib za lije¢enje raka.'® Ispitani su i prijavljeni mnogi molekulski hibridi za lijecenje drugih
multifaktorskih bolesti (koje su vrlo promjenjive i raznovrsne, te ukljucuju vise sustava organa
i meta) kao §to su metaboli¢ki poremecaji, malarija, upale, organofosforna trovanja i ishemije.
Hibridizacija ili vezanje razli¢itih kumarina s bioaktivnim molekulama kao $to su resveratrol,
sulfonamidi maleimida, pirazolini, kalkoni, triazoli i a-liponska kiselina, daje nove molekulske
hibride koji imaju vazorelaksacijska, antiagregacijska, antitumorska, antimikrobna,
antioksidativna te protuupalna svojstva. Stoga, molekulska hibridizacija ima vaznu ulogu u

razvoju novih molekula za lije¢enje brojnih multifaktorskih bolesti.*®
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Slika 7. Molekulska hibridizacija
2.2.1. Hibridi kumarina

Kumarini spadaju u znacajnu klasu spojeva, koja zauzima posebnu ulogu u prirodi. Oni
pripadaju klasi flavonoida, koji su sekundarni metaboliti biljaka te pokazuju razne bioloske
aktivnosti koje su obi¢no povezane s niskom toksi¢nosti. Prisutnost kumarinske strukture u
prirodnim proizvodima 1 Sirok raspon primjene u agrokemikalijama, lijekovima 1
farmaceuticima kao antikancerogeni, anti HIV, antituberkulotici, anti Alzheimer, protuupalni,
antivirusni i antimikrobni agensi, ih ¢ini povlastenim strukturama. Kumarini pokazuju niz
bioloSkih aktivnosti, ali glavni razlog za njihovo uklju¢ivanje u okvir hibrida je njihova

sposobnost da ubiju stanice raka putem razli¢itih mehanizama.

2.2.1.1. Hibridi kumarina i pirazolina s fenilsulfonilnom skupinom

Amin i suradnici koriste pristup temeljen na hibridizaciji i bioizosterima za dizajn
hibrida pirazolina, koji sadrzi dva moguca supstitucijska produkta. Kod jednog tipa produkta

fenilsulfonilna skupina spaja dvije molekule spoja, dok drugi tip produkta sadrzi sulfamoilnu
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skupinu kao krajnju. Spojevi su dizajnirani putem bioizostericke zamjene imidazo[1,2-
a]piridina s kumarinom (Slika 8). Funkcionalne grupe su odabrane prema odredenim kriterijima
pa sintetizirane molekule sadrZe sljedece strukturne karakteristike: 7-metoksi-8-supstituirani
kumarin koji je odabran zbog prisutnosti u Osthole 11, agensu na bazi kumarina koji posjeduje
snaznu aktivnost protiv stanica raka pluca, pirazolinski prsten koji pokazuje uspjeSnost u
snaznom selektivnom djelovanju na ljudskim stani¢nim linijama raka, derivati N-fenilsulfonil
pirazolina koji imaju inhibitorski potencijal te pokazuju visoku aktivnost protiv ljudskih stanica
raka zeluca, raka pluca i inhibiciju telomeraze kod stani¢nih kultura raka prostate. Zatim, jedan
od kriterija je i taj, §to su u tijeku klini¢ka ispitivanja za nekoliko sulfonamida kao antitumorskih
agenasa. Ispitana je antitumorska aktivnost dobivenih hibrida kumarina i pirazolina na 60
stani¢nih linija raka prema US NCI protokolu. Stanice raka dojke i raka debelog crijeva su
najosjetljivije na utjecaj spojeva A, B i C, dok C pokazuje najveéu citotoksi¢nost. Spoj C
posjeduje ICso od 0,01 mM protiv raka debelog crijeva $to je manje od ICso Vvrijednost
Doksorubicina (ICsp = 0.63 mM). Nadalje, spojevi Klase I su pokazali bolja citotoksi¢na

svojstva od spojeva Klase Il (Slika 9).

A \%l ““““““““““ g

Izosteri¢na zamjena Osethole Izosteri¢na zamjena
7-metoksi-8-supstituirani kumarin 7-metoksi-8-supstituirani kumarin
imidazo[1,2-a]piridina

o

Pirazolin -
N

SNO,H, Predvodni spoj
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Slika 8. Hibridi kumarina i pirazolina

Klasa I

A R=H,R =CHs
B R=CHs3 R'=H
C R=CILR'=H
SNO,H,
Klasa Il

Slika 9. Spojevi Klase I i Klase 11 hibrida kumarina i pirazolina

2.2.1.2. Hibridi kumarina i stilbena

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-trans-stilben) je prirodni polifenol koji se u velikim

koli¢inama pojavljuje u grozdu, te je zbog Siroke lepeze bioloskih aktivnosti privukao

pozornost. Prouc¢avanje odnosa strukture i aktivnosti kod analoga resveratrola ukazalo je na

utjecaj metoksi skupina na fenilnom prstenu na antitumorsku i proapopticku aktivnost, stoga

je 3,4'5,4-metoksistilben inhibirao rast tumorskih stanica. To je navelo autore da na

kumarinsku okosnicu vezu pravilno supstituiranu trans-vinilbenzensku skupinu (Slika 10).

Sintetiziranim analozima je ispitana antiproliferacijska aktivnost na stanicama raka pluca.

Spojevi D i E (Slika 11) su se pokazali djelotvornima protiv raka plocastih stanica i raka koze,

Sto je detaljno istrazeno kako bi se otkrila stani¢na osnova njihovih antitumorskih svojstava.
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Slika 10. Dizajniranje hibrida kumarina i stilbena

Slika 11. Prikaz spojeva D i E, hibrida kumarina i stilbena

14



2. Opéi dio

2.2.1.3. Hibridi kumarina i benzimidazola

Benzimidazolna skupina je prisutna u mnogim bioloski aktivnim prirodnim spojevima
1 sintetickim spojevima, te je njihova potencijalna klini¢ka antitumorska i antivirusna aktivnost
dobro istrazena. Imajuc¢i u vidu dokazani antitumorski potencijal benzimidazola i kumarina,
hibridi kumarin-benzimidazola su ranije bili sintetizirani tako §to su bili povezani
premostenjem, te je dokazano da posjeduju znacajan klinicki potencijal kao Sto su
antiangiogenetska i anti HPV aktivnost. Sukladno tim saznanjima su Paul i suradnici dizajnirali
i sintetizirali novu seriju spojeva izravnim spajanjem kumarina i benzimidazola, bez
premostenja. (Slika 13). Sintetiziranim spojevima je ispitana antitumorska aktivnost na 60 linija
stanica tumora. Spoj F je pokazao znacajnu inhibiciju rasta tumorskih stanica (vecu nego 5-
fluoruracil, u nekim linijama stanica) te znacajnu antitumorsku aktivnost protiv stani¢nih linija
leukemije, raka debelog crijeva i raka dojke. Izratun molekulskih svojstava pokazao je da
najaktivniji spoj iz serije, spoj F (Slika 12), pokazuje visi TPSA te nizi log P i molarnu
refraktometiju Sto ukazuje na to da lipofilnost i molarna refraktometrija molekula nisu klju¢ni
faktori za aktivnost, ve¢ da za antitumorsku aktivnost spoja F presudnu ulogu ima hidrofilnost.
Spoj F se usidri na aktivno mjesto topoizomeraze, ribonukleotid reduktaze i dihidrofolat
reduktaze koja sadrzi NADPH i folate. Vezanje spoja na aktivna mjesta tih enzima ukazuje na
mogucéi na¢in djelovanja i antitumorsku aktivnost. Eksperimentalni podaci i raunalne studije

ukazuju da uvodenje etanolamina na poziciju 7 znacajno utjece na citotoksi¢ni potencijal.

HN/Q
L @Ef\ |
N o) o)

Slika 12. Spoj F, hibrid kumarina i benzimidazola
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Premostenje
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s

Slika 13. Hibridi kumarina i benzimidazola
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2.2.1.4. Hibrid kumarina i kalkona

Sashidhara i suradnici su za dizajn hibrida kumarina i kalkona upotrijebili pristup u
kojem mijenjaju sastav farmakofora molekule (Slika 15). Sintetizirane molekule sadrze sljedece
strukturne karakteristike: kalkonsku okosnicu (1,3-diaril-2-propenon) koja posjeduje Sirok
spektar aktivnosti i kumarinsku jezgru ili naftopiranski prsten (strukturna jezgra povezana s
inhibitorskim potencijalom linija stanica raka dojke). Sukladno tome i nedavnim saznanjima da
su hibridi kumarina i kalkona potencijalni inhibitori tumora, sintetizirano je niz hibrida
kumarina i kalokona i ispitana njihova in vitro citotoksi¢nost protiv oralnog tumora skvamoznih
stanica, karcinoma grlica maternice, adenokarcinoma dojke, karcinoma plu¢a i normalnog
fibroblasta (fibroblast embrija misa). Spojevi F, G i H (Slika 14) pokazuju raspon ICso od 3,59
do 8,12 mM. Najvise obecava spoj H koji je pokazao 30 puta vecu selektivnost prema stanicama

karcinoma grli¢a maternice nego prema stanicama normalnih fibroblasta.

o o o) o)
o o) o/

X X
o/ 0/

=z =z

X X

F G
H

Slika 14. Spojevi F, G i H, hibridi kumarina i kalkona
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Slika 15. Hibridi kumarina i kalkona

2.2.1.5. Hibridi kumarina i manosterola

S obzirom na ¢injenice da je rak dojke jedan od vodecih uzroka smrti od raka u zena,
zbog rezistencije prema najceS¢e koriStenom antiestrogenom agensu tamoksifenu, koji je
neuspjesna kombinacija terapije koja ukljucuje tamoksifen i druge citotoksi¢ne agense, te zbog
potrage za novim i potencijalnim antitumorskim agensima s novim mehanizmom djelovanja,
Sashidara i suradnici su otkrili novu grupu hibrida kumarina i monastrola koji selektivno

induciraju apoptozu u primarnim i metastaziranim linijama stanica raka dojke. Odabir
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funkcionalnih skupina za dizajn hibrida je odreden na temelju obecavajucih rezultata neo-
tanshinlaktona koji ima 10 puta veci potencijal te ima 20 puta vecu selektivnu inhibitornu
aktivnost na dvije ER linije stanica raka dojke nego tamoksifen, te na temelju identifikacije
monastrola kao nove molekule koja ulazi u stanicu te zaustavlja mitozu blokiranjem bipolarnog
diobenog vretena u linijama stanica raka kod sisavaca. Dobivenim hibridima je ispitana in vitro
antitumorska aktivnost protiv tumorskih i netumorskih stanica. Za ispitivanje su koriStene linije
stanica raka dojke, linije stanica raka pluca, linije stanica raka prostate, linije stanica raka jetre
(hepatocelularni karcinom) te netumorske stanice. Medu sintetiziranim hibridima spoj I (Slika

16) znacajno inhibira proliferaciju stanica raka dojke.'®

- HO
o 0
\o o) 0 0
0
%AO ; [

Osethole
Monastrol
Neo-transinlactone

Molekulska hibridizacija

\ R R =-C(CHa)3
R:1=R2=R3=0CH3

© X =S
I; spoj s najvecom aktivno$éu

Slika 16. Hibridi kumarina i manosterola
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2.3.1,2,3-triazoli

1,2,3-triazoli su organski aromatski heterociklicki spojevi s tri duSikova atoma u
polozajima 1, 2 i 3 (Slika 17). Svi atomi koji sa¢injavaju petero¢lani prsten su sp? hibridizirani,
te je 6 elektrona delokalizirano u m molekulske orbitale.r”® 1,2,3-triazoli su slabe baze, te
podlijezu reakcijama s elektrofilnim reagensima. Mogu se ponasati kao donori ili akceptori
vodika, ovisno o njihovoj supstituiranosti.’® 1,2,3-triazolni prsten ima vrlo povoljna fizikalno
kemijska svojstva, te moze stvarati m-m interakcije s aromatskim prstenovima, kao Sto je
benzenski prsten. Triazolni prsten posjeduje i dipolni moment (5,2 — 5,6 Debye). Dva atoma
dusika N-2 i N-3 u strukturi triazola mogu formirati vodikove veze s donorima vodikovih veza
ili kordinirati s metalnim ionima.?° Istrazivanja su pokazala da je sposobnost stvaranja
vodikovih veza i visoki dipolni moment triazolnog prstena vazna za vezanje na biomolekularne
mete i povec¢anje njihove topljivosti.'® 1,2,3-triazoli su vrlo stabilni na metaboli¢ku i kemijsku
razgradnju, te inertni pri hidrolitickim, oksidacijskim i redukcijskim uvjetima, ¢ak 1 pri visokim

temperaturama.?!

y
\N
Y

N

Slika 17. 1,2,3-triazol

1,2,3-triazolni derivati imaju sve znacajniju primjenu u razli¢itim podruc¢jima suvremene
kemije, razvoju lijekova, biokonjugata, polimera i materijala. 1,2,3-triazolni prsten se ¢esto u
procesu razvoja lijekova koristi kao poveznica izmedu dva spoja koja imaju farmakolosko
djelovanje.?’ Triazolni heterocikli se dosta primjenjuju i u industriji kao boje i bjelila za vlakna,
kao inhibitori korozije za mnoge metale i legure te kao agrokemikalije u obliku herbicida,

fungicida i antibakterijskih preparata.??

2.3.1. Bioloska aktivnost triazola

Zbog lagane sinteze klik kemijom, atraktivnih znacajki i velikog broja bioloskih

aktivnosti, 1,2,3-triazoli imaju bitnu ulogu ne samo u organskoj ve¢ i u medicinskoj kemiji.
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Triazolni prsten je jedna od klju¢nih strukturnih jedinica u bioaktivnim molekulama, te se
pokazao kao antibakterijski, antimikrobioloski, analgetski, anti-inflamatorni, antimalarijski,
anti HIV i antivirusni agens, a neki od 1,2,3-triazola su pokazali antiproliferacijsku i
antitumorsku aktivnost. Neki od derivata 1,2,3-triazola se koriste kao aktivatori kalijevih
kanala, te se vezu na enzime kovalentnim i nekovalentnim vezama. Vaznost triazolnog prstena
u strukturi lijekova lezi u tome §to se ne mogu hidroliticki razgraditi, te ih je skoro nemoguce
reducirati ili oksidirati, a mogu stvarati vodikove veze. Stabilni su prilikom metabolickih

transformacija jer triazolni prsten nije prisutan u prirodnim produktima.?*2*

Poznati lijekovi koji sadrze 1,2,3-triazolni prsten su beta-laktamski antibiotik
tazobaktum koji je inhibitor bakterijskog enzima betalaktamaze, te pokazuje antiproliferacijsku
aktivnost, te cefalosporin cafatrizin koji pokazuje izvrsnu aktivnost protiv gram-pozitivnih

bakterija, a inhibira bakterije Escherichia coli, Salmonella, Proteusmirabilis (Slika 18).

OH

O o)
NH

cafatrizin

Slika 18. Tazobaktum i cafatrizin

Karboksiamidotriazol (CAI) pokazuje antitumorsko djelovanje, inhibira proliferaciju u

nekoliko vrsta tumora kao Sto su rak prostate i dojke. Nadalje, tert-
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butildimetilsililspiroaminooksatioldioksid (TSAO) i njegovi derivati su inhibitori reverzne
transkriptaze (Slika 19).2°
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Slika 19. CAli TSAO

2.3.2. Kumarinski derivati triazola

Sintetizirani su brojni bioloski aktivni derivati kumarina konjugirani s 1,2,3-triazolima.?® H. M.
Liu i suradnici su otkrili da derivati 4-((1,2,3-triazol-1-il)metil)kumarina pokazuju
antitumorsku aktivnost ukljucujuc¢i i apoptozu. Analozi novobiocina s 1,2,3-triazolnim
prstenom na C-3 polozaju kumarina pokazuju citotoksiénu aktivnost prema raku dojke.?’
Spojevi s 1,2,3-triazol-1-ilnim supstituentom, takoder na C-3 polozaju kumarina inhibiraju

agregaciju beta-amiloida koji uzrokuje progresiju Alzheimerove bolesti.?
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2.4. L-askorbinska kiselina

L-askorbinska kiselina (AscHz, vitamin C) je bioloski znacajno redukcijsko sredstvo zbog svoje
1-okso-2-en-2,3-diol strukture.?® L-askorbinska kiselina je oksolakton sa $est C-atoma,

strukturom sli¢an glukozi i ostalim heksozama.

Slika 20. Prikaz strukture askorbinske kiseline

Reverzibilno se oksidira u monodihidroaskorbatni radikal, koji se zatim disproporcionira do
askorbinske i dehidroaskorbinske kiseline (Slika 21). Budu¢i da je dihidroaskorbinska kiselina

nestabilna pri pH vecem od 7, potrebno je odrzavati askorbinsku kiselinu u reduciraju¢éem
obliku kako bi se sprije¢io njen gubitak.

HO OH
L-askorbinska kiselina

™ /
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dihidro L-askorbinska kiselina

Slika 21. Struktura i medusobni odnosi askorbinske kiseline i njenih oksidiranih oblika
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Cista askorbinska kiselina je bijeli kristalini¢ni prah koji je vrlo topljiv u vodi te daje bezbojnu
otopinu.®! Biljke i veéina Zivotinja sintetizira askorbat iz glukoze. Kod primitivnih riba,
vodozemaca i gmazova askorbat se sintetizira u bubrezima dok kod sisavaca u jetri. Ljudi, ostali
primati, zamorci 1 nekoliko vrsta §iSmiSa ne mogu sintetizirati askorbat jer gen koji kodira L-
gulonolakton oksidazu (enzim koji je potreban za posljednji korak u sintezi askorbata) nije

funkcionalan.®?

2.4.1. Bioloska aktivnost L-askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina je esencijalani mikronutrijent te se smatra da ima antioksidativno
djelovanje u Zivim sustavima.®® Vitamin C sudjeluje u razli¢itim fizioloskim procesima, na
primjer u proizvodnji kolagena. Takoder se smatra vaznim u prevenciji razli¢itih kroni¢nih
bolesti kao Sto su rak, celebralna apopleksija, dijabetes, atopijski dermatitis, infarkt miokarda i
AIDS.3* L-askorbinska kiselina djeluje kao elektron donor i antioksidans za nekoliko enzima,
sudjeluje u obrambenim mehanizmima domacina, funkciji endokrinog sustava te drugim

biologkim procesima.*®

L-askorbinska kiselina je jedan od glavnih antioksidanasa. Uklanja molekule slobodnih
reaktivnih kisikovih (Reactive Oxygen Species, ROS) i dusikovih (Reactive Nitrogen Species,
RNS) jedinki dajuci 1 ili 2 elektrona pri ¢emu nastaje slabo reaktivni askorbil-radikal. Ukoliko
je povecan broj slobodnih radikala u odnosu na koli¢inu antioksidanasa, dolazi do pojave
oksidativnog stresa. S obzirom da slobodni radikali oStecuju nukleinske kiseline, proteine i
masti, oksidativni stres utjece na razvoj kardiovaskularnih bolesti, hipertenziju, kroni¢ne upalne
bolesti i dijabetes, a upravo L-askorbinska kiselina zaustavlja lanane reakcije oStecenja.
Takoder, askorbinska kiselina Stiti LDL oblik kolesterola od oksidacije 1 na taj nacin djeluje u
prevenciji bolesti srca i krvnih Zila.%® Vitamin C ima vaznu ulogu u odrzavanju vitamina E u
aktivnom obliku, reduciranjem tokoferoksilnog radikala koji nastaje oksidacijom vitamina E.
Ova dva vitamina djeluju sinergisticki; vitamin E djeluje kao primarni antioksidans, a radikal

koji nastaje reagira s vitaminom C, te se regenerira vitamin E.

Hidroksilne skupine na laktonskom prstenu L-askorbinske kiseline na polozajima C-2'
ili C-3' su znacajne zbog bioloske aktivnosti in vivo. Nasuprot tome, dokazano je da 6-hidroksi

skupina L-askorbinske kiseline ima zanemarivu vaznost u transportu i funkciji ovog vitamina.
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2'-hidroksi skupina se nalazi u fokusu reakcije u redoks procesima L-askorbinske kiseline i
znaCajna je za redukcijska svojstva vitamina C. Prema tome bi kemijske modifikacije
hidroksilne skupine na polozaju C-2' trebale imati znacajan utjecaj na bioloska svojstva
kiseline. Vitamin C se takoder smatra korisnim sintetickim prekursorom, zbog raznolike

kemijske funkcionanosti, za mnoge molekule koje imaju potencijalno biologko djelovanje.®’

2.5. Klik kemija

Razvoj klik kemije zapocinje pocetkom 21. stoljeca (2001. godine) kada je americki
znanstvenik K. Barry Sharpless proveo sintezu 1,2,3-triazolnog prstena uz bakar(l) kao
katalizator i time postavio osnove za provodenje regioselektivnih klik reakcija.® Klik kemija
opisuje niz jednostavnih, efikasnih i selektivnih kemijskih transformacija koje vode do jednog
produkta. Ove reakcije karakterizira jednostavna izvedba, blagi reakcijski uvjeti,
stereoselektivnost, visoka iskoriStenja, dostupni reagensi, neosjetljivost na kisik i vodu,
koristenje okoli§u prihvatljivih otapala, jednostavna izolacija produkta.®® Za nekoliko vrsta
reakcija je otkriveno da zadovoljavaju uvjete ,klik” kemije: termodinamicki favorizirane
reakcije koje vode do jednog produkta, kao §to je reakcija nukleofilnog otvaranja prstena
izmedu epoksida i1 aziridina; nealdolni tipovi karbonilnih reakcija, kao §to je formiranje
hidrazona i heterocikla; adicije na C-C viSestruke veze, kao $to je oksidativno formiranje
epoksida, Michaelove adicije i Huisgenova 1,3-cikloadicija.*® Klik kemija ima $iroku primjenu
u podrucju medicinske kemije, kao djelotvorna sintetska metoda u pripravi biblioteke novih
spojeva s bioloskim djelovanjem. Koncept klik kemije kojim nastaje 1,2,3- triazolni prsten
primjenjuje se u razvoju lijekova, posebice u ranoj fazi otkrivanja lijekova i procesu optimiranja

dobivenih predvodnih struktura.*!

2.5.1. Huisgenova cikloadicija

Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija je reakcija alkina i azida ¢iji produkt je 1,2,3-
triazol te je nedvojbeno pravi primjer ,klik* reakcije. Tolerira Sirok spektar funkcionalnih

skupina, ukljucujuéi nezasti¢ene hidroksilne, karboksilne i amino skupine, upotrebu vode kao
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otapala Sto pogoduje primjeni reakcije u industrijskom myjerilu te time smanjuje zagadenje

okoliga.*

C=C R,

N/ \C/Rl
[

N_N_N—R2 N

\

Rq
Slika 22. Opceniti prikaz Huisgenove ciklizacije

2n-elektroni dipolarofila, alkeni i alkini i molekule koje sadrze heteroatome u funkcionalnim
skupinama kao S$to su karbonili i nitrili, te 4 elektrona dipolarne komponente sudjeluju u
periciklicnom pomaku. Adicija je stereokonzervativna te je reakcija [2s+4s] slicna
Diels-Alder-ovoj. Elektron odvla¢eée skupine na dipolarofilu favoriziraju interakciju LUMO s
HOMO dipola $to dovodi do formiranja novih veza, jer elektron donorske skupine na

dipolarofilu pretezito favoriziraju inverznu interakciju.*®

Najcesce koristena sinteza 1,2,3-triazola je Huisgenova cikloadicija azida i alkina pri povisenoj
temperaturi (Slika 23), koju je oko 1960. godine izveo njemacki kemicar R. Huisgen te izolirao

144

dva produkta, 1,4 i 1,5-disupstituirana triazolna prstena u pribliznom omjeru 1:1.** Ovaj nacin

sinteze je dugotrajan, zahtijeva visoke temperature te nastaju regioselektivni produkti kada se

koriste nesimetriéni alkini.

A R\N/ \N R\N/ \N
R—N; + =——1R, —» f + f /
R, R

Slika 23. Huisgenova cikloadicija azida i alkina pri poviSenoj temperaturi

Zbog zahtjevnih reakcijskih uvjeta i nastajanja dva reigioizomera kriteriji ,,klik“ reakcija nisu
u potpunosti zadovoljeni.*® K.B. Sharpless i Meldal su upotrebom bakar(l) kao katalizatora

dobili samo 1,4-disupstituirani triazolni prsten kao produkt reakcije koju je proveo Huisgen.
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Ako se primjenjuje rutenij kao katalizator nastaju 1,5-disupstituirani triazoli. Reakcije u kojima

se koriste katalizatori u potpunosti zadovoljavaju definiciju ,,klik* kemije.*®

2.5.2. Azid-alkin cikloadicija katalizirana Cu(l)

Reakcija 1,3-dipolarne cikloadicije terminalnih alkina i azida s bakar(l) kao
katalizatorom (CuUAAC) je reakcija za dobivanje 1,4-disupstituiranog triazolnog prstena“® te je
regioselektivna, kemoselektivna i moze se provoditi u vodenom mediju (stoga se djelotvorno

moze odvijati u fiziologkim uvjetima) na sobnoj temperaturi.*®

N
cu(l) Ry X
R—N; + =——1R, —»
H,0 _

N

Slika 24. Azid-alkin cikloadicija katalizirana Cu(l)

Izvor bakra, kao katalizatora, su bakrene soli (Cul, CuBr) dok je sve ¢esce izvor Cu(l)
posljedica oksido-redukcijskih reakcija. Razlog upotrebe oksido-redukcijskih reakcija je $to
upotrebom soli Cu(I) ion podlijeZze redukcijskim procesima pri normalnoj atmosferi, pa je
potrebno osigurati inertnu atmosferu, dok in situ priprava Cu(l) iona iz okido- redukcijskih
procesa ne zahtjeva inertnu atmosferu. Soli koje se koriste za pripremu Cu(l) su CuSO4/Na-
askorbat i 1M CuSO4/Cu(0). Metoda koja se takoder pokazala uspjeSnom je sinteza triazolnog
prstena uz pomoéu mikrovalova.*® Veliki je broj sintetskih moguénosti reakcije CuAAC u
bioznanostima te ima primjenu u sintezi lijekova, biokemiji, sintezi biokonjugata, genskoj

terapiji, bioseparaciji i dijagnostici.*

2.5.2.1. Mehanizam azid-alkin cikloadicije katalizirane Cu(l)

Mehanizam azid-alkin cikloadicije katalizirane Cu(l) je prikazan na slici 25. Zapoc€inje

koordinacijom alkina na Cu(l) uz izdvajanje jednog liganda ¢ime nastaje bakrov acetilid (3). U
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sljede¢em stupnju, azid zamjenjuje jedan od liganda i barkov kompleks veze dusik vezan na
supstituent R formirajuéi intermedijar 5. Napadom terminalnog dusika u intermedijaru 5 na
C-2 acetilida nastaje neobican Sestero¢lani Cu(IIl) kompleks (6). Preuredivanjem kompleksa 6

nastaje petero¢lana specija 7 koja proteolizom daje konaéni produkt 8.%°

RI
.:_'. R'—
NQN"NEH [CULH]+ 2
H+
8 1
H+
R Cul, 5 R'———o=~_ulL_,
= 3
M . @ o
; R N=M =M,
=,
4
L)
R'— CLan_2
N
Ra=tiha R
o s
ﬁ/r ]
6 M. .M.

Slika 25. Mehanizam azid-alkin cikloadicije katalizirane Cu(l)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Op¢e napomene

Sva otapala su susena/prociS¢avana prema preporu¢enom postupku suSenja agensima
i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3 A. 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 je koriStena odgovarajuc¢a smjesa

CHCl,/CH30H te n-heksan/etil-acetat.

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

i nisu korigirane.

Spektri tH i 3C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci
su otopljeni u DMSO-ds i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (3) u *H i *C NMR spektrima
izrazeni su u ppm u odnosu prema signalu tetrametilsilana na § 0,0 ppm za *H i prema signalu
DMSO §39.50 ppm za 3C. Pojedine rezonancije su pridruzene na temelju kemijskih pomaka,

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

Reakcije potpomognute mikrovalovima provedene su u reaktoru Milestone stars S
koriste¢i kvarcne kivete pri 80 °C 1 300 W uz tlak 1 bar.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Priprave spojeva

7-hidro-4-(klormetil)ksikumarin (1)

Rezorcinol, (5,5 g, 50 mmol) se oprezno otopi u H2SO4 (95 %, 45 ml) na 0 °C uz mijeSanje.
Otopini se dokapa etil-4-kloroacetoacetat (9,1 g, 55 mmol) i reakcijska smjesa se mijeSa 5 h na
0 °C. Otopina se zatim lagano izlije u smjesu led/voda (350 ml) pri ¢emu istalozi produkt.
Produkt se odfiltrira i ispere nekoliko puta s vodom. Izoliran je zuti praskasti spoj 1 (6,21 g,

58,5%, Tt = 119 - 122 °C).

'H-NMR (300 MHz, DMSO) §: 10,56 (1H, bs, OH), 7,68 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), 6,84 (1H,
dd, J=8,7, 2,4, Hz, H-7), 6,75 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-9), 6,42 (1H, s, H-3), 4,95(3H, d, J = 0,6
Hz, H-1") ppm.

4-(azidometil)-7-hidroksikumarin (2)

U otopinu spoja 1 (50 g, 15 mmol) u acetonitrilu (80 ml) doda se natrijev azid

(5,6 g, 72,76 mmol). Reakcijska smjesa se mijesa na temperaturi refluksa 24 h. Tijek reakcije
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se prati TLC-om. Nakon 24 h otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak otopljen u
etil-acetatu (150 ml) te ekstrahiran s vodom (150 ml) i zasi¢enom otopinom natrijevog klorida
(150 ml). Organski sloj je susen iznad bezvodnog natrij-sulfata te profiltriran i uparen pri
snizenom tlaku. Produkt je pro¢is¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl, : CH3OH

=100 : 1. Izoliran je spoj 2 kao zuti prah (2,7 g, 81,5 %, Tt = 185 — 187 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) &: 10,62 (1H, s, OH), 7,57 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6), 6,90 — 6,70
(2H, m, H-7 i H-9), 6,29 (1H, d, J =1,1 Hz, H-3), 4,79 (2H, d, J = 1,1 Hz, H-1') ppm.

2,3-0,0-dibenzil-5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina (3)°*

5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina (20,0 g, 93 mmol) se otopi u dimetilformamidu
(DMF, 100 ml) te se otopini doda K.COs (14,1 g, 116 mmol) i benzil klorid (23,3 ml, 93 mmol).
Reakcijska smjesa se mijeSa preko no¢i na 60 °C. Nakon zavrSetka reakcije (provjera
tankoslojnom kromatografijom), K2COs se odfiltrira a otapalo upari pri snizenom tlaku. Ostatak
je otopljen u etil-acetatu (100 ml) te ekstrahiran s vodom (50 ml) i zasi¢enom otopinom
natrijevog klorida (50 ml). Organski sloj je suSen iznad bezvodnog magnezij-sulfata te
profiltriran i uparen pri snizenom tlaku. Produkt se prekristalizira u vru¢éem metanolu. Kristali
se odvoje, a filtrat upari pri snizenom tlaku. Ostatak nakon uparavanja je prekristaliziran, a
potom procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl> : CH3OH = 200 :1. Izoliran je
spoj 3 (28,8 g, 80 %).

2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (4)°*

Otopini spoja 3 (6,0 g, 30 mmol) u metanolu (60,2 ml) doda se octena kiselina (50 %, 60 ml).
Reakcijska smjesa se mijesa preko noc¢i na 70 — 80 °C. Otapalo se upari pri snizenom tlaku, a
ostatak se otopi u etil-acetatu (100 ml) te ekstrahira s vodom (100 ml) i zasi¢enom otopinom
natrijevog klorida (100 ml). Organski sloj je suSen iznad bezvodnog natrij-sulfata te filtriran.
Otapalo je upareno pri snizenom tlaku. Produkt je proc¢is¢en kolonskom kromatografijom uz

eluens CHxCl, : CH3OH =40 : 1. Izoliran je spoj 4 (5,4 g, 50 %)
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2,3-0,0-dibenzil-6-O-tosil-L-askorbinska kiselina (5)°*

Spoj 4 (2,0 g, 5,6 mmol) se otopi u suhom diklormetanu (17 ml) i suhom piridinu (5,6 ml) te se
reakcijska smjesa mijeSsa na 0 °C u atmosferi argona. Otopini se kroz 2 h dokapa
p-toluensulfonil-klorid (1,2 g, 6,29 mmol) otopljen u diklormetanu (11 ml). Reakcijska smjesa
se mijeSa preko noci na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari pri snizenom tlaku (kouparavanje
s toluenom). Ostatak nakon uparavanja se otopi u diklormetanu (100 ml), te se ekstrahira s
vodom (100 ml) i zasi¢enom otopinom NaHCOs3 (100 ml). Organski sloj se susi iznad
bezvodnog MgSOs. MgSQs se odfiltrira, a filtrat upari pri snizenom tlaku i procisti kolonskom
kromatografijom uz CH>Cl,: CH3OH = 200 : 1 kao eluens. Izoliran je spoj 5 (1,7 g, 60 %)

6-azido-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (6)

Otopini spoja 5 (2,2 g, 4,30 mmol) u DMF-u (29,3 ml) se lagano dokapa natrijev azid (572,0
mg, 7,4 mmol) otopljen u vodi (2,9 ml). Reakcijska smjesa se mijesa 24 h na temperaturi 70
— 80 °C. Tijek reakcije se prati tankoslojnom kromatografijom. Nakon 24 h otapalo je upareno
pri snizenom tlaku, a ostatak otopljen u etil-acetatu (100 ml) te ekstrahiran s vodom (150 ml).
Organski sloj se susi iznad bezvodnog natrij-sulfata. Natrijev-sulfat je filtriran, a otapalo
upareno pri snizenom tlaku. Produkt je prociS¢en kolonskom kromatografijom uz eluens

CHCI, : CH30H =200 : 1; CH2Cl, : CH3OH =100 : 1. Izoliran je spoj 6 (1,2 g, 70 %)

IH-NMR (300 MHz, DMSO) § 7,47 — 7,27 (10 H, m, CHzPh), 5,71 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-4),
5,24 (2H, q, J = 11,7 Hz, CHoPh), 4,98 (2H, d, J = 1,6 Hz, CHzPh), 4,87 (1H, d, J = 1,7 Hz,
OH), 3,95 — 3,79 (1H, m, H-5), 3,48 — 3,32 (2H, m, H-6) ppm.

1BC-NMR (151 MHz, DMSO) § 168,98 (C-1), 157,35 (C-2"), 136,14 (C-3), 135,62 (C-4),
128,37 (C-5', C-3"), 120,91 (C-2), 73,82 (C-4), 73,60 (C-1"), 72,74 (C-5), 52,72 (C-6) ppm.

N-(2-propinil)-4-nitrobenzensulfonamid (7)

Piridin (12,3 ml) se dokapa u propargilamin (0,20 g, 3 mmol) te se otopina mijesa na 0 °C u
atmosferi argona. 4-nitrobenzensulfonil-klorid (0,4 g, 1,85 mmol) se dodaje oprezno u malim
obrocima, te se reakcijska smjesa mijeSa preko noci na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari

pod snizenim tlakom. Ostatak nakon uparavanja se otopi u etil-acetatu (120 ml) te ekstrahira s
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klorovodi¢nom kiselinom (60 ml, 1 M). Organski sloj se susi iznad bezvodnog MgSO4. MgSO4
se odfiltrira, a filtrat upari pri snizenom tlaku i procisti kolonskom kromatografijom uz CHCl;
kao eluens. 1zoliran je spoj 7 kao bijeli prasak (2,0 g, 76,6 %, Tt= 165 — 168 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,52 (1H, s, -NH-), 8,47 — 8,38 (2H, m, Ph-H-7), 8,16 — 7,97
(2H, m, Ph-H-6), 3,79 (2H, d, J = 2,5 Hz, H-3), 3,01 (1H, t, J = 2,5 Hz, H-1) ppm.

4-fluor-N-(2-propinil)benzensulfonamid (8)

Piridin (6,9 ml) se dokapa u propargilamin (1,37 g, 24 mmol) te se otopina mijesa na 0 °C pod
atmosferom argona. 4-fluorbenzensulfonil-klorid (2,5 g, 12,8 mmol) se dodaje oprezno u malim
obrocima, te se reakcijska smjesa mijesa preko noci na sobnoj temperaturi. Nakon zavrsetka
reakcije (prema TLC-u), otapalo se upari pri snizenom tlaku. Ostatak se otopi u etil-acetatu (80
ml) te ekstrahira s klorovodi¢nom kiselinom (60 ml, 1 M). Organski sloj se susi iznad
bezvodnog MgSOs. MgSOQs se odfiltrira, a filtrat upari pri snizenom tlaku i procisti kolonskom
kromatografijom uz CH2Cl> kao eluens. lzoliran je spoj 8 kao bijeli prasak (2,0 g,
73,2 %, Tt=88 — 91 °C).

4-metil-N-(2-propinil)benzensulfonamid (9)

Piridin (12,3 ml) se dokapa u propargilamin (2,43 g, 44 mmol) te se otopina mijesa na 0 °C pod
atmosferom argona. p-toluensulfonil-klorid (2,5 g, 22,8 mmol) se dodaje oprezno u malim
obrocima, te se reakcijska smjesa mijesa preko noéi na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari pri
snizenom tlaku. Ostatak nakon uparavanja se otopi u etil-acetatu (150 ml) te ekstrahira s
klorovodi¢nom kiselinom (120 ml, 1 M). Organski sloj se susi iznad bezvodnog MgSOs.
MgSOs se odfiltrira, a filtrat upari pri snizenom tlaku i procisti kolonskom kromatografijom uz
CH.Cl kao eluens. lIzoliran je spoj 9 kao bijeli prasak (2,2 g, 46,8 %, Tt= 81 — 84 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) & 8,03 (1H, s, NH), 7,69 (2H, d, J = 8,3 Hz, H-6), 7,39 (2H, d, J
= 8,0 Hz, H-7), 3,65 (2H, d, J = 2,3 Hz, H-3), 3.05 (1H, t, J = 2,5 Hz, H-1), 2,38 (3H, s, H-9)
ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO) & 139.45 (C-8), 137.36 (C-5), 129.17 (C-7), 128.69 (C-6), 79.10
(C-2), 74.84 (C-1), 31.84 (C-3) ppm.
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4-Klor-N-(2-propinil)benzensulfonamid (10)

Piridin (5,1 ml) se dokapa u propargilamin (1,01 g, 18 mmol) te se otopina mijesa na 0 °C pod
atmosferom argona. 4-klorbenzensulfonil-klorid (2,0 g, 9,5 mmol) se dodaje oprezno u malim
obrocima, te se reakcijska smjesa mijesa preko noci na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari pri
snizenom tlaku. Ostatak se otopi u etil-acetatu (100 ml) te ekstrahira s klorovodi¢nom kiselinom
(50 ml, 1 M). Organski sloj se susi iznad bezvodnog MgSOa4. MgSOQs se odfiltrira, a filtrat upari
pri snizenom tlaku i procisti kolonskom kromatografijom uz CH>Cl2 kao eluens. Izoliran je spoj
10 kao bijeli prasak (1,6 g, 72,5 %, Tt= 106 — 108 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) § 8,25 (1H, s, NH), 7,85 — 7,75 (2H, m, H-6), 7,73 — 7,56 (2H,
m, H-7), 3,73 (2H, d, J = 2,5 Hz, H-3), 3,05 (1H, t, J = 2,5 Hz, H-1) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO) § 139,45 (C-5), 137,36 (C-6, C-7) 128,93 (C-8, d, J = 36,6 Hz C-
Cl), 79,10 (C-2), 74,84 (C-1), 31,84 (C-3) ppm.

4-fluor-2-klor-N-(2-propinil)benzensulfonamid (11)

Piridin (1,4 ml) se dokapa u propargilamin (0,26 g, 4,6 mmol) te se otopina mijesa na 0 °C pod
atmosferom argona. 4-fluor-2-klorbenzensulfonil-klorid (0,6 g, 2,5 mmol) se dodaje oprezno u
malim obrocima, te se reakcijska smjesa mijesa preko noéi na sobnoj temperaturi. Otapalo se
upari pri snizenom tlaku. Ostatak se procisti kolonskom kromatografijom uz CH2Clz; CH2ClI: :
CH30H =100 :1 kao eluens. Izoliran je spoj 11 kao bijeli prasak (406,7 mg, 65,7 %, Tt=97 —
100 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,38 (1H, s, NH), 8,04 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 6,0 Hz, H-10),
7,70 (1H, dd, J = 8,8, 2,6 Hz, H-7), 7,45 — 7,28 (1H, m, H-9), 3,78 (2H, d, J = 2.4 Hz, H-3),
2,99 (1H, t, J = 2,4 Hz, H-1) ppm.

4-((2-tiopropinil)karbonotioil)piperazin-1-tert-butilkarboksilat (12)

Ugljikov disulfid (CS2, 1,8 ml, 30 mmol) se oprezno dokapa u otopinu 1-boc-piperazina (1,86
g, 10 mmol) i NasPOs - 12H20 (2,28 g, 6 mmol) u acetonu (40 ml). Reakcijska smjesa se mijesa
na sobnoj temperaturi 30 minuta, a zatim se u otopinu doda propargil-bromid (1,3 g,
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11,0 mmol) te se reakcijska smjesa mijesa jo§ dodatnih 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Reakcijska smjesa se filtrira, a filtrat se upari pri snizenom tlaku. Ostatak se otopi u etil-acetatu
(50 ml) te ekstrahira s vodom (50 ml) i zasi¢enom otopinom natrijevog klorida (50 ml). Vodeni

sloj je filtriran, te je iz taloga izoliran spoj 12 kao bijeli prah (1,6 g, 51,8 %, Tt=111 —115 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) 8 4,15 — 3,36 (8H, m, 4 x CH2N), 4,14 (2H, d, J = 2,6 Hz, CH2S),
3,20 (1H, t, J = 2,6 Hz, H-1), 1,42 (9H, s, 3 X -CHs) ppm.

2-propinil-4-metilpiperazin-1-karboditioat (13)

U otopinu 1-metilpiperazina (2,0 g, 20 mmol) i NasPOs - 12H20 (4,55 g, 12 mmol) u acetonu
(80 ml) oprezno se dokapa CS; (3,6 ml, 30 mmol). Nakon 30 minuta, dokapa se propargil-
bromid (1,7 ml, 11,0 mmol), te se reakcijska smjesa nastavlja mijeSati na sobnoj temperaturi
preko noci. Reakcijska smjesa se filtrira, a filtrat se upari pri snizenom tlaku. Ostatak se otopi
u etil-acetatu (50 ml) te ekstrahira s vodom (50 ml) i zasi¢enom otopinom natrijevog klorida
(50 ml). Organski sloj je susen iznad bezvodnog natrij-sulfata, profiltriran, uparen pri snizenom
tlaku i pro¢iS¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl : CH3OH =200 :1. Izoliran je
spoj 13 kao smede ulje (245,4 mg, 11,5 %).

IH-NMR (600 MHz, DMSO) & 4.22 — 3,88 (4H, m, CHoN), 4,12 (2H, d, J = 2,6 Hz, CH,S),
3,19 (1H, s, H-1), 2,43 — 2,37 (4H, m, 2 x CH2N), 2,21 (3H, s, CHz-N) ppm.

4-[4-(4-nitrobenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-7-hidroksikumarin (14)

Spoj 2 (100 mg, 0,46 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (3 ml), voda
(3 ml) i DMF (3 ml). Otopini se potom doda spoj 7 (92,2 mg, 0,38 mmol), elementarni bakar
(20 mg, 0,31 mmol) i 1 M otopina CuSO4 - 5H20 (0,1 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 minuta na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod sniZzenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Clz:
CH30H =100 :1; CH2Cl,: CH3OH =50 :1. Dobiven je spoj 14 (6,3 mg, 3,6 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO) & 10,72 (1H, s, OH), 8,58 (1H, s, NH), 8,36 (2H, d, J = 8,8 Hz,
H-6"), 8,08 (2H, d, J = 1,8 Hz, H-7'), 8,02 (1H, s, H-3") 7,67 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6), 6,82 (1H,
dd, J=8,8 Hz, J = 2,4 Hz, H-7), 6,75 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-9), 5,84 (1H, s, H-1"), 5,40 (1H, s,
H-3), 4,19 (1H, s, CH2-NH) ppm.
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4-[4-(4-fluorbenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-4-iljmetil-7-hidroksikumarin (15)

Spoj 2 (50 mg, 0,23 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (4 ml) i voda
(3 ml). Otopini se potom doda spoj 8 (40,9 mg, 0,38 mmol), elementarni bakar (10 mg, 0,15
mmol) i 1 M otopina CuSOs - 5H20 (0,1 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i zagrijava u
mikrovalnom reaktoru 60 minuta na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod snizenim tlakom, a
ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl, : CH3OH

=100 :1; CH2Cl,: CH3OH =50 :1. Dobiven je spoj 15 (11,5 mg, 14,1 %).

'H-NMR (300 MHz, DMSO) & 10,70 (1H, s, OH), 8,47 (1H, s, NH), 8,05 — 7,93 (2H, m, H-6"),
7,69 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-7"), 7,52 (1H, s, H-3"), 7,34 (2H, td, J = 8,5, J = 2,6 Hz, H-7, H-9),
6,83 (dd, J = 8,8, J = 2,3 Hz, H-6), 6,76 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 5,83 (2H, s, H-1"), 5,50 (1H, s, H-
3), 4,06 (2H, d, J = 5.4 Hz, CH2NH) ppm.

4-[4-(4-metilbenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-1-ilJmetil-7-hidroksikumarin (16)

Spoj 2 (100,0 mg, 0,46 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (2 ml), voda
(2 ml) i DMF (5 ml). Otopini se potom doda spoj 9 (104,4 mg, 0,58 mmol), elementarni bakar
(30 mg, 0,47 mmol) i 1 M otopina CuSQO4 - 5 H20 (0,12 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 min na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod sniZenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procCisti kolonskom kromatografijom uz eluens
CH2Cl> : CH3OH = 200 :1; CHxCl, : CH3OH = 100 :1. Dobiven je spoj 16 (146,9 mg,
59,9 %, 201 — 203 °C).

'H-NMR (600 MHz, DMSO) & 10,72 (1H, s, OH), 8,06 (1H, t, J = 5.9 Hz, NH), 8,01 (1H, s,
H-3", 7,70 - 7,67 (3H, m, H-6, H-6"), 7,36 (2H, d, J = 8,0 Hz, H-7") 6,83 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J
= 2,3 Hz, H-7), 6,76 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-9), 5,84 (2H, s, H-1", 5,50 (1H, s, H-3), 4,05 (2H, d,
J=5,8 Hz, CH2-NH), 2,36 (3H, s, H-9") ppm.

BC-NMR (151 MHz, DMSO) & 161,63 (C-2), 159,90 (C-8), 155,03 (C-4), 150,53 (C-2),

143,98 (C-8'), 137.39 (C-5'), 129,54 (C-7), 126,55 (C-6), 126,06 (C-6"), 124,41 (C-3)), 113,16
(C-7) 109,29 (C-3), 109,01 (C-9), 49,01 (C-1"), 38,00 (C-4'), 20,89 (C-9') ppm.
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4-[4-(4-klorbenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-4-il]metil-7-hidroksikumarin (17)

Spoj 2 (150,0 mg, 0,69 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (2 ml), voda
(2 ml) i dimetilformamid (5 ml). Otopini se potom doda spoj 10 (132 mg, 0,58 mmol),
elementarni bakar (30 mg, 0,47 mmol) i 1 M otopina CuSO4 - 5H,0 (0,12 ml). Reakcijska
smjesa se mijesa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 min na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka
reakcije (provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a
ostatak nakon uparavanja se proCisti kolonskom kromatografijom uz eluens
CH2Cl; : CH30H = 200 :1; CH2Cl>: CH30OH = 100 :1. Dobiven je bijeli kristalini¢ni spoj 17
(207,0 mg, 83,5 %, 209 — 211 °C).

'H-NMR (300 MHz, DMSO) § 10,71 (1H, s, OH), 8,28 (1H, t, J = 5,7 Hz, NH), 8,05 (1H, s,
H-3", 7,79 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-6), 7,66 (2H, dd, J = 19,1 Hz, J = 8,7 Hz, H-7"), 6,84 (2H, dd,
J=8,7 Hz, J =2,3 Hz, H-6'), 6,77 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-7), 5,85 (2H, s, H-1'), 5,49 (1H, s, H-
3), 4,11 (d, J = 5.6 Hz, CH2-NH) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO) & 162,08 (C-2), 160,42 (C-8), 155.51 (C-4), 151,04 (C-2'), 144,20
(C-8'), 139,69 (C-5'), 137,76 (C-7"), 129,78 (C-6), 129,00 (C-6"), 126,41 (C-3'), 124,82 (C-7),
113,7 (C-3), 109,79 (C-9), 49,52 (C-1'), 38,41 (C-4') ppm.

4-[4-(4-fluor-2-klorbenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-7-hidroksikumarin
(18)

Spoj 2 (100,0 mg, 0,46 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (3 ml), voda
(3 ml) i DMF (3 ml). Otopini se potom doda spoj 11 (94,9 mg, 0,38 mmol), elementarni bakar
(20,0 mg, 0,31 mmol) i 1 M otopina CuSO4 - 5H20 (0,1 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 minuta na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod sniZzenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens
CH2Cl,: CHsOH =100 : 1; CH2Cl;: CH30H = 50 : 1. Dobiven je bijeli kristalini¢ni spoj 18
(10,8 mg, 6,1 %, 152 — 155 °C).

IH-NMR (600 MHz, DMSO) 5 10,70 (1H, s, OH), 8.48 (1H, s, NH), 8,02 — 7,91 (2H, m, H-3',
H-7'), 7.69 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), 7.52 (1H dd, J = 8,7, 2,5 Hz, H-9"), 7,34 (1H, td, J = 8,7
Hz,J =2,5Hz, H-10"), 6.84 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,4 Hz, H-7), 6,77 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-
9), 5,83 (1H, s, H-1"), 5,50 (1H, s, H-3) 4,20 (2H, s, CH-NH) ppm.
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1BC-NMR (151 MHz, DMSO) & 162,74 (C-8'), 161,62 (C-2), 159,89 (C-8), 155,05 (C-4),
150,52 (C-2"), 143,76 (C-5"), 125,72 (C-6"), 124,32 (C-10"), 119,22 (C-6), 114,63 (C-3'), 113,28
(C-7", 109,32 (C-9"), 109,09 (C-5), 102,44 (C-3), 99,48 (C-7), 48,94 (C-1"), 37,69 (C-4") ppm.

4-[4-(tert-butil-4-(metiltiokarbotioil)piperazin-1-karboksilat)-1,2,3-triazol-4-iljmetil-7-
hidroksikumarin (19)

U tikvicu se dodaju spoj 12 (630,0 mg, 2,5 mmol), spoj 2 (500 mg, 2,3 mmol),
CuSO4 - SH20 (52 mg), natrij-askorbat (84,0 mg), THF (17 ml), H2O (17 ml), te se reakcijska
smjesa mijeSa na sobnoj temperaturi 24 h. Nakon zavrSetka reakcije, u reakcijsku smjesu se
dodaje voda (40 ml), te se reakcijska smjesa ekstrahira s etil-acetatom (3 x 40 ml). Vodeni sloj
je filtriran, te je iz taloga izoliran bijeli kristalini¢ni spoj 19 (612,6 mg, 51,5 %, Tt =229 — 231
°C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) 5 10,67 (1H, s, -OH), 8,18 (1H, s, H-3), 7,64 (1H, d, J = 8,7 Hz,
H-6), 6,79 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,4 Hz, H-7), 6,72 (1H, d, H-9), 5,83 (2H, s, H-1'), 5,49 (1H,
s, H-3), 4,57 (2H, s, -CH2-S), 4.17 — 3.32 (8H, m, 4 X CH,N), 1.37 (9H, s, 3 X-CHsz) ppm.

4-[4-(metil 4-metilpiperazin-1-karbonotioil)-1,2,3-triazol-4-il]metil-7 hidroksikumarin
(20)

Spoj 2 (50,0 mg, 0,23 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (4 ml) i voda
(4 ml). Otopini se potom doda spoj 13 (41,1 mg, 0,19 mmol), elementarni bakar
(10,0 mg, 0,16 mmol) i 1 M otopina CuSOs - 5 H20 (0,04 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 minuta na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod sniZzenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens
CH2Cl> : CH30OH = 100 : 1; CH2Cl> : CH3OH = 50 : 1. Dobiven je spoj 20 (13,8 mg,
16,7 %).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,84 (1H, s, H-3), 7,56 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6), 6,87 — 6,71
(2H, m, H-7, H-9), 6,57 (2H, d, J = 1,4 Hz, H-1), 6,27 (1H, s, H-3), 4,79 (2H, s, H-4), 2,42 —
1,91 (8H, m , H-6', H-7"), 1,23 (3H, s, H-8') ppm.
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4-[4-(metilpiperazin-1-karbonotioil)-1,2,3-triazol-4-ilJmetil-7-hidroksikumarin (21)

Trifluoroctena kiselina (CF3COOH, 0,9 ml) se doda u otopinu spoja 19 u diklormetanu (6 ml)
na 0 °C. Reakcijska smjesa se mijeSa 24 h na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari pri snizenom
tlaku. Ostatak nakon uparavanja se otopi u diklormetanu (70 ml), te se ekstrahira s vodom (80
ml) i zasi¢enom otopinom NaHCO3 (80 ml). VVodeni sloj se filtrira, te je iz taloga izoliran spoj
21 (197,8 mg, 40,9 %, 253 — 256 °C).

'H-NMR (300 MHz, DMSO) § 8,22 (1H, s, H-3"), 7,69 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-6), 6,88 — 6,72
(2H, m, H-7, H-9), 5,87 (2H, d, J = 1,2 Hz, H-1"), 5,54 (1H, s, H-3), 4,61 (2H, s, H-4), 4,16 —
2,80 (8H, m, H-6', H-7") ppm.

13C-NMR (151 MHz, DMSO) § 193,50 (C-5'), 161,63 (C-2), 159,90 (C-8), 155,06 (C-4), 150,52
(C-10), 142,76 (C-3"), 125,36 (C-6), 121,77 (C-4"), 113,15 (C-7), 109,34 (C-5), 109,16 (C-3),
105,63 (C-9), 49,10 (C-6), 31,22 (C-7') ppm.

6-[(4-(4-klorbenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-4-il]-5,6-O,0-dibenzil-L-askorbinska
kiselina (22)

Spoj 6 (190,3 mg, 0,50 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (3 ml), voda
(3 ml) i DMF (3 ml). Otopini se potom doda spoj 10 (137,5 mg, 0,60 mmol), elementarni bakar
(26,0 mg, 0,40 mmol) i 1 M otopina CuSO4 - 5 H>0O (0,2 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 minuta na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod sniZzenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl>:
CH30OH =100 : 1; CH2Cl>: CH30OH =50 : 1. Dobiven je spoj 22 (154,0 mg, 50,5 %, Tt = 123
— 124 °C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,21 (1H, t, J = 5,1 Hz, NH), 7,89 (1H, s, H-7), 7,75 (2H, d, J
= 8,6 Hz, 2 x Ph-H), 7,61 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 2 x Ph-H), 7,45 — 7,22 (10H, m, CHPh), 5,63
(1H, d, J=7,1 Hz, H-4), 5,21 (2H, dd, J = 22,0, 11,7 Hz, CH2Ph), 5,03 — 4,91 (2H, m, CH.Ph),
4,88 (1H, d, J = 1,1 Hz, OH), 4,56 (1H, dd, J = 13,8, 3,9 Hz, H-4), 4,32 (1H, dd, J = 13,8, 9,3
Hz, H-4), 4,15 — 4,06 (1H, m, H-5), 4,04 (2H, d, J = 5,4 Hz, CH,NH) ppm.
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6-[(4-(4-metilbenzensulfonamid)metil-1,2,3-triazol-4-il]-5,6-O,0-dibenzil-L-askorbinska
kiselina (23)

Spoj 6 (250,0 mg, 0,65 mmol) se otopi u kiveti u smjesi otapala tert-butilni alkohol (3 ml), voda
(3 ml) i DMF (3 ml). Otopini se potom doda spoj 9 (164,6 mg, 0,79 mmol), elementarni bakar
(34,0 mg, 0,53 mmol) i 1 M otopina CuSQO4 - 5 H20 (0,20 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 60 minuta na 80 °C (300 W). Otapalo se upari pod snizenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl>:
CH30H =100 : 1; CH2Cl,: CH3OH =50 : 1. Dobiven je spoj 23 (196,0 mg, 50,6 %, 116 — 118
°C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO) & 8,01 (1H, t, J = 5,0 Hz, NH), 7,86 (1H, s, 1H, H-7), 7,67 (2H,
d, J = 8,2 Hz, 2H, 2 x Ph-H), 7,48 — 7,19 (12H, m, 2 x Ph-H), 5,65 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-4),
5,22 (2H, g, J = 11,6 Hz, CH,Ph), 5,04 — 4,94 (2H, m, CHzPh), 4,89 (1H, d, J = 1,3 Hz, OH),
4,57 (1H, dd, J = 13,7, 4.0 Hz, H-6), 4,34 (1H, dd, J = 13,8, 9,3 Hz, H-6), 4,16 — 4,06 (1H, m,
H-5), 4,00 (2H, d, J = 4,1 Hz, CH2NH), 2,36 (3H, s, CHs-Ph) ppm.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Sinteze spojeva

U ovom radu priredeni su potencijalno bioloski aktivni 1,2,3-triazolni derivati kumarina
14 — 21 i L-askorbinske kiseline, 22 i 23. Spoj 1 je posluzio kao prekursor za sintezu
kumarinskog azida 2. Kako bi se priredio azidni derivat L-askorbinske kiseline 6 priredeni su

spojevi 3, 4 i 5. Takoder su sintetizirani terminalni alkini 7 — 13.

Predlozeni sintetski put kojim bi se pripravili derivati kumarina s 1,2,3-triazolnim
supstituentom u polozaju C-4 kumarina i 1,4 disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati
L-askorbinske kiseline, ukljucuje ,,klik reakciju izmedu 4-(azidometil)-7-hidroksikumarina (2)
i razli¢itih terminalnih alkina (7, 8, 11 — 13), te ,,klik* reakciju 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-
askorbinske kiseline (6) i alkina 9 1 10. U tu svrhu, pripravljen je 7-hidroksi-4-
(klormetil)kumarin (1), kao prekursor za sintezu azidnog derivata kumarina, Pechmannovom
ciklizacijom izmedu rezorcinola i etil-4-kloracetoacetata u H.SO4 (konc.) uz iskoristenje 58,5
%. U sljede¢em koraku, reakcijom spoja 1 uz natrijev azid u acetonitrilu pripremljen je azid (2)
uz iskoriStenje 81,5 %. Spoj 2 posluZzio je za uvodenje 1,2,3-triazolnog prstena u kumarinsku

okosnicu (shema 1).

HO OH HO O O HO (@] o
() (ii)
— > —
/ /
1 Cl 2 N3

Shema 1. (i) etil-4-kloroacetoacetat, H.SO4 (konc.), (ii) NaNs, CH3sCN

Shema 2 prikazuje sintetski put za dobivanje 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinske
kiseline (6) koji je takoder posluzio za uvodenje 1,2,3-triazolnog prstena na polozaj C-6 L-
askorbinske kiseline. Za zastitu hidroksilnih skupina na polozajima C-5 i C-6 koriStena je
izopropilidenska zastita. 5,6-O,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina je sintetizirana
reakcijom acetil-klorida i L-askorbinske kiseline u acetonu. Za zastitu hidroksilnih skupina na

polozajima C-2 i C-3 laktonskog prstena, izabrana je benzilna skupina. Spoj 3 dobiven je u
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iskoristenju od 80 % benziliranjem C-2 i C-3 hidroksilnih skupina 5,6-O,0-izopropiliden-L-
askorbinske kiseline, djelovanjem benzil-klorida i K2CO3z u DMF-u. Izopropilidenska zastita
uklonjena je reakcijom spoja 3 i octene kiseline u metanolu pri ¢emu je nastao 5,6-O,0-zasti¢eni
derivat L-askorbinske kiseline 4 u iskoriStenju od 50 %. Reakcijom spoja 4 s p-toluensulfonil-
kloridom u piridinu, izoliran je tosilatni derivat 5 u iskoristenju od 60 %. Nadalje, tosilatna
skupina zamijenjena je azidnom skupinom reakcijom natrijevog azida i spoja 5 pri ¢emu je

dobivena 6-azido-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (6) u iskoristenju od 70 %.

L-askorbinska kiselina 5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska
kiselina l (ij)
HO HO
o] o
(0]
N TsO
- (1) S
D
BnO 6 OBn BnO 5 OBn BnO 4 OBn

Shema 2. (i) benzil klorid, K2COs, DMF (ii) octena kiselina (50 %), metanol, 70 — 80 °C, 24
h (iii) p-toluensulfonil-klorid, CH2Cl,, piridin, 0 — 25 °C, 24 h (iv) DMF, voda, natrijev azid,
70-80°C,24 h

Sintetizirani su razli¢iti terminalni alkini (7 — 13) u iskoriStenjima od 11,5 % do 76,6 %,
koji su posluzili kao dipolarofili u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji sa spojevima 2 i 6. Sinteza spojeva

7 — 11 prikazana je na shemi 3. Reakcijom propargilamina i razli¢ito supstituiranih
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4. Rezultati i rasprava

benzensulfonil-klorida priredeni su sulfonamidni terminalni alkini u iskoriStenjima od 46,8 %
do 76,6 %.

0]
H,N ”
N —— Cl—ﬁ Ry
O
() !
0]
0
N—ﬁ R,
0]
R
Spoj R1 R1 /%
7 NO: H 76,6
8 F H 73,2
9 CH3 H 46,8
10 Cl H 72,5
11 F Cl 65,7

Shema 3. (i) piridin, 0 °C do sobna temperatura, 24 h

Spojevi 12 i 13 su sintetizirani postupkom koji je prikazan na shemi 4 te su posluzili kao
dipolarofili u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji sa spojem 2. Spoj 12 je pripravljen reakcijom 1-boc-
piperazina i propargil-bromida u acetonu, uz NasPO4 - 12H20 i ugljikov disulfid, u iskoristenju
od 51,8 %. Spoj 13 sintetiziran je reakcijom 1-metilpiperazina i propargil-bromida u acetonu,
uz NasPOgs - 12H20 i uglikov disulfid u iskoriStenju od 11,5%.

48



4. Rezultati i rasprava

S
NH N)J\S/\
N N _
o - 12:13
Spoj R /%
12 = N 51.8
1 ,
13 CHs 115

Shema 4. (i) CSz, NasPOs - 12H20, propargil-bromid, aceton, sobna temperatura

Derivati 7-hidroksikumarina s 1,2,3-triazolnim supstituentom u polozaju C-4 kumarina
(14 — 18) pripravljeni su ,,klik* reakcijama potpomognutim mikrovalovima izmedu spoja 2 i
terminalnih alkina 7 — 11. Reakcije su provedene u mikrovalnom reaktoru pri temperaturi od
80 °C i 300 W uz katalizatore Cu(0), 1M CuSO4 u smjesi otapala DMF, voda i tert-butilni
alkohol u omjeru 1:1:1. 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati 14 — 18 izolirani su u
iskoristenjima od 6,1 % do 83,5 % (shema 5).

Nadalje, pripravljeni terminalni alkini 12 i 13 su posluzili kao dipolarofili u 1,3-
dipolarnoj cikloadiciji sa spojem 2 te su dobiveni triazolni derivati 19 i 20 u iskori$tenjima od
51,5 % i 16,7 %. Spoj 19 je pripravljen reakcijom koja je provedena u mikrovalnom reaktoru
pri temperaturi od 80 °C i 300 W uz katalizatore Cu(0), 1M CuSO4 u smjesi otapala voda i tert-
butilni alkohol u omjeru 1:1 (shema 6, A). Reakcija dobivanja spoja 20 je provedena na sobnoj
temperaturi u smjesi otapala THF i1 voda u omjeru 1:1, a kao katalizator je koriSten Cu(I) koji

nastaje in situ iz CuSO4 - H20 uz reducens natrijev askorbat (shema 6, B).
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4. Rezultati i rasprava

o) OH ®) o) OH
(i)
H
2 N
—~—
N3 // N
N
/
R
Spoj R /%
N
14 \\\N,ﬁ—@—NOz 76,6
NoO
Q
15 | . ,§OF 14,1
NoO
q
16 \\N,§—©—CH3 59,9
NoO
@
17 | s ,§—©—CI 83,5
NoO
o)
< 1
18 | h g >'F 6,1
No
cl

Shema 5. (i) ,.klik" reakcija, MW, alkin, Cu(0), IM CuSOg4
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4. Rezultati i rasprava

R
HO O (@) N
/ N
® 12:R= ~._ _O
2 Nf) /K g
N./ N S 5 \6

\ 13: R = CH,4

\)\/N OH
R/N\J

\

S

19; 20

)

Spoj /%

19 | =7 O\g/ 50,5

20 CHs 50,6

Shema 6. A: , klik* reakcija, MW, alkin, Cu(0), IM CuSO4
B: alkin, natrijev askorbat, CuSO4 - SH>0O, sobna temperatura
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4. Rezultati i rasprava

1,2,3-triazolni derivat kumarina, spoj 21 pripravljen je uklanjanjem tert-
butilkarboksilatne zastite iz spoja 19 djelovanjem trifluoroctene kiseline u iskoristenju 40,9 %

(shema 7).

N/ 0 |
g V4

Shema 7. (i) CF3COOH, CH2Cl;, 0 °C sobna temperatura.

1,3-dipolarnom cikloadicijom terminalnih alkina 9 i 10 i 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-
askorbinske kiseline (6) dobiveni su 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline 22 i 23.
Reakcije su provedene u mikrovalnom reaktoru pri temperaturi od 80 °C i 300 W uz katalizatore
Cu(0), 1M CuSOs4 u smijesi otapala DMF, voda i tert-butilni alkohol u omjeru 1:1:1. 1,4-
disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati 22 i 23 sintetizirani su u iskoriStenjima od 50,5 % i 50,6
% (shema 8).
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4. Rezultati i rasprava

c) OH

BnO OBn
6
\ (N
N
%N
” \ N
R ﬁ—NH o)
o
\
BnO
OBn

Spoj
22

23

Cl

CHs

Shema 8. (i) ,.klik* reakcija, MW, alkin, Cu(0), IM CuSO4

4.2. Analiza spektara *H-NMR

Strukture spojeva 1 — 23 odredene su na temelju kemijskih pomaka, veli¢ine signala,

veli¢ine i multipliciteta rezonancije te sprega spin-spin izmedu jezgara H-H. Spektri *H-NMR

za spojeve 1, 2, 14 — 21 sadrze karakteristi¢ne signale za protone kumarinskog prstena H-3, H-

6, H-7, H-9, signal za —OH skupinu (~10,5 ppm) te signal za metilensku premosnicu H-1".
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4. Rezultati i rasprava

Prisustvo triazolnog prstena u molekuli potvrdeno je karakteristicnim signalom H-3' u
aromatskom podruéju spektra (~8 ppm). U spektrima *H-NMR spojeva 7 — 11 koji sadrze
fenilni supstituent u svojoj strukturi, prisutni su odgovarajuéi signali H-6" i H-7" u aromatskom
podruc¢ju (~8 ppm) koji su pomaknuti prema viSim, odnosno nizim poljima ovisno o
supstituentu na benzenskom prstenu, signal za NH (~8,5 ppm), te H-3 signal (~4 ppm). Spektri
'H-NMR spojeva 22 i 23 sadrze karakteristi¢ne signale u aromatskom podruéju koji odgovaraju
fenilnim protonima benzilne skupine te karakteristicne signale koji odgovaraju fenilnom
supstituentu koji dolazi od alkina. Nadalje, prisutan je signal koji odgovara NH protonu (~8
ppm), karakteristi¢ni signal H-7 (~8 ppm) kojim je potvrdeno prisustvo triazolnog prstena,
signali koji odgovaraju H-4, H-5 i H-6 protonima, hidroksilnoj skupini na polozaju C-5 L-
askorbinske kiseline te signale za metilenske protone koji povezuju benzensulfonamidni dio s

triazolom.

H-6

_ H-3

. T P! T

(F] N
141

B2 &G F& P& T4 A3 T BB A6 B4 BF 608 5B L6 l-.4r_=;_1 i:u 4.8 46 44 42 40 38 3& 34 3T 30 E2E 26 4 L2
1 [ppen

Slika 26. Spektar *H-NMR spoja 9
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 28. Spektar *H-NMR spoja 22
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4. Rezultati i rasprava

4.3. Ispitivanje antibakterijskog djelovanja in vitro

Antibakterijsko djelovanje spojeva 14 — 19 i 21 ispitano je na osam bakterijskih vrsta,
Cetiri Gram-pozitivne: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecali,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium (VRE: rezistentan na vankomicin) i ¢etiri Gram-
negativne: Pseudomonas aeurigonsa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25925),
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Klebsiella pneumoniae (ESBL). U tablici 1 su
prikazani rezultati djelovanja spojeva 14 — 19 i 21, te antibiotika ceftazidim (CAZ) i
ciprofloksacin (CIP).

Rezultati antibakterijskih ispitivanja su pokazali da ispitani spojevi ne pokazuju
antibakterijsko djelovanje na Gram-negativne bakterijske vrste. Spojevi 15, 16 i 18 pokazuju
uCinkovita djelovanja na Gram-pozitivne bakterijske vrste: Enterococcus faecali i
Enterococcus faecium (VRE). Spoj 16 koji sadrzi p-metilfenilni supstituent ima uc¢inkovitije
djelovanje na Gram-pozitivnu bakterijsku vrstu Enterococcus faecium (VRE) (MIC = 53
ug/ml) od spojeva 15 i 18 (MIC =96 pg/ml).

Tablica 1. Rezultati antibakterijskih ispitivanja za spojeve 14 — 19 i 21.

Supstanca MIC pg/mL Antibiotici pg/mL
Bakterijska vrsta

14 15 16 17 18 19 21 CAZ CIP

Staphylococcus aureus

ATCC 25923 >256 | >256 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256 8 <0.25

Enterococcus faecalis >256 | 53 64 | >256 | 53 | >256 | >256 256 0.5

Staphylococcus aureus >256 | >256 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256 16 <0.25

Enterococcus faecium

VRE >256 | 96 53 | >256 | 96 |>256 | >256 | >256 128

>256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 1 <0.25

>256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | <0.25 <0.25

>256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 4 <0.25

>256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 64 256
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4. Rezultati i rasprava

Spojevi 15, 16 i 18 (MIC = 53 ug/ml; MIC = 64 ug/ml; MIC = 53 pg/ml) pokazuju bolju
ucinkovitost od antibiotika ceftazidim (CAZ) (MIC = 256 npg/ml) na Gram-pozitivnu
bakterijsku vrstu Enterococcus faecali, te su ucinkovitiji od oba ispitana atibiotika na Gram-
pozitivnu bakterijsku vrstu Enterococcus faecium (VRE). Spojevi 15 18 (MIC =53 ug/ml). su

djelotvorniji od spoja 16 (MIC = 64 pg/ml) protiv bakterijske vrste Enterococcus faecalis.

300

250

200

150

100

- R
0

Enterococcus faecali Enterococcus faecium (VRE)

MIC pg/mL

m15 w16 m18 mCAZ mCIP

Slika 29. Usporedba antibakterijskog djelovanja spojeva 15, 16 i 18 i antibiotika CAZ i CIP
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5. Zakljucci

o Pechmannovom ciklizacijom pripravljen je klorirani derivat kumarina 1 koji je posluzio

kao prekursor za sintezu kumarinskog azida 2.

o Sintezi azida L-askorbinske kiseline 6 prethodio je sintetski put kojim su priredeni

spojevi 3,41 5.

o Sintetizirani su razli¢iti terminalni alkini (7 — 13) s iskoriStenjima 11 — 76 %, koji su

posluzili kao dipolarofili u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji sa spojevima 2 i 6.

o Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom terminalnih alkina i azida, uspje$no su
sintetizirani ciljani 1,4-disupstituirani derivati 1,2,3-triazola i kumarina (14 — 21), te
derivati 1,2,3-triazola i L-askorbinske kiseline (22 — 23). Sinteza ciljanih konjugata 14
— 18, 20 i 22 — 23) odvijala se primjenom mikrovalova pri temperaturi od 80 °C i 300
W uz katalizatore Cu(0), 1M CuSO4 u smjesi vode i organskih otapala, a sinteza spoja
19 pri sobnoj temperaturi te je kao katalizator koristen Cu(I) koji nastaje in situ iz
CuSO4xH>0 uz reducens natrijev askorbat. Spoj 21 je uspjesno pripravljen iz spoja 19

djelovanjem trifluoroctene Kiseline.

o Novopripremljenim spojevima potvrdena je struktura primjenom spektroskopije *H-

NMR i 3C-NMR.

o Rezultati ispitivanja antibakterijskog djelovanja spojeva 14 — 19 i 21 na osam
bakterijskih vrsta, Cetiri Gram-pozitivne: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecali, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium (VRE) i Cetiri
Gram-negativne: Pseudomonas aeurigonsa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
25925), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Klebsiella pneumoniae (ESBL)
pokazuju da ispitani spojevi ne pokazuju ucinkovito djelovanje na Gram-negativne
bakterijske vrste. Spojevi 15 (MIC =53 pg/ml), 16 (MIC = 64 ug/ml) i 18 (MIC = 64
pg/ml) pokazuju bolju u¢inkovitost od antibiotika ceftazidim (CAZ) (MIC =256 ug/ml)
na Gram-pozitivnu bakterijsku vrstu Enterococcus faecali, te su ucinkovitiji od oba

ispitana atibiotika na Gram-pozitivnu bakterijsku vrstu Enterococcus faecium (VRE).
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5. Zakljucci

o Antiproliferativna ispitivanja novih spojeva na zlo¢udne stanice tumora su u tijeku.
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