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SAZETAK

Zbog vaznosti citozina i 7-deazapurina kao bioloskih i kemoterapijskih agenasa,
razvoj novih derivata iz okosnica njihove strukture bitan je za razvoj novih potencijalnih
lijekova.

U ovom radu opisana je sinteza novih C-5 alkinilnih derivata citozina (9-16) i C-6
supstituiranih  derivata  7-deazapurina  (17-25). ‘Klik® reakcijom potpomognutom
mikrovalovima N-1-propargiliranog derivata citozina (2) s odgovaraju¢im azidima uveden je
1,2,3-triazolni prsten u polozaj N-1 pri ¢emu su sintetizirani spojevi 3-8. C-5 alkinilni derivati
citozina 9-16 pripravljeni su Pd-kataliziranom Sonogashira-inom reakcijom unakrsnog
spajanja 5-jod-N-1-metiltriazolilnih derivata citozina 3-8 s odgovaraju¢im alkinima, koji su
potom reakcijom N-heteroanulacije in situ prevedeni u derivate 7-deazapurina (17-25).
Strukturna i spektroskopska karakterizacija derivata citozina i 7-deazapurina provedena je *H-
NMR, te UV/Vis i fluorescencijskom spektroskopijom. Rezultati spektroskopskih istrazivanja
pokazuju da ciklizacija i poveéanje konjugacije kod spojeva 10, 14 i 16 poboljSavaju
spektroskopske karakteristike, osobito fluorescencije. Farmakoloski ucinci i moguée bioloske
mete predvideni su in silico analizom (PASS). Kako bi se odredili mogu¢i mehanizmi
bioloskih djelovanja spojeva ispitana je interakcija odabranih spojeva s ct-DNA, a iz rezultata
UV/Vis i fluorimetrijskih spektara vidljivo je da se spojevi 7 i 8 najbolje vezu za Ct-DNA.
Citostatska aktivnost in vitro novosintetiziranih spojeva ispitat ¢e se na stani¢nim tumorskim
linijjama porijeklom iz c¢ovjeka Hela (adenokarcinom vrata maternice), CaCo-2
(adenokarcinom debelog crijeva), Raji (Burkittov limfom) 1 K562 (kroni¢na mijeloidna

leukemija u blasti¢noj krizi.

Kljuéne rije¢i: C-5-alkinilni derivati citozina, derivati 7-deazapurina, Sonogashira-ina

reakcija, ‘klik’ reakcija, bioloska aktivnost, ct-DNA



SUMMARY

Due to biological and chemotherapeutic importance of cytosine and 7-deazapurine,
development of novel derivatives from their backbones is important for the potential

development of new drugs.

This paper describes the synthesis of C-5 alkynyl cytosine derivatives (9-16) and C-6
substituted 7-deazapurine derivatives (17-25). N-1 cytosine derivatives (3-8) were synthesized
using ‘click’ reaction of N-1-propargylcytosine derivate (2) with corresponding azides under
microvawe irradiation. C-5 alkynyl cytosine derivatives (9-16) were synthesized by Pd-
catalysed Sonogashira cross-coupling reaction of 5-iodo-N-1-methyltriazolylcytosine
derivatives (3-8) with corresponding alkynes, which are then converted into 7-deazapurine
derivatives (17-25) by N-heteroannulation in situ. Structural and spectroscopic
characterization of cytosine and 7-deazapurine derivatives was conducted using *H-NMR,
UV/Vis and fluorescence spectroscopy. Results of spectroscopic studies show that cyclization
and increase of conjugation for compounds 10, 14 and 16 have better spectroscopic
characteristics, especially fluorescence. Pharmacological effects and possible biologycal
targets were provided using in silico analysis (PASS). Possible mechanisms of biological
activity was performed by interaction of selected compounds with the ct-DNA, and the results
of UV/Vis and fluorescence spectroscopy show that compounds 7 and 8 have the best
interaction. Cytostatic evaluation will be preformed in vitro against human malignant tumor
cells: HeLa, CaCo-2, Raji and K562.

Key words: C-5 alkynyl cytosine derivatives, 7-deazapurine derivatives, Sonogashira cross-

coupling, ‘click’ reaction, biologycal activity, ct-DNA
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Tijekom posljednja dva desetljeca, pronadeno je da veéina bolesti proizlazi iz krivog
prijenosa signala u organizmu. To saznanje omoguéilo je znanstvenicima precizniji
molekularni pristup bolestima poput leukemije, ¢vrstih tumora, upalnih bolesti, ateroskleroze i
psorijaze. Stoga, biokemicari, farmakolozi i medicinski kemicari mogu dizajnirati lijekove
kao specifiéne molekule, &ije su mete proteini koji imaju kljuénu ulogu u razvoju bolesti.

Budu¢i da rak i virusne bolesti uzrokuju najveéu smrtnost u svijetu, veéina je
istrazivanja usmjerena ka pronalasku ucinkovite kemoterapije. Posljednjih godina,
molekularno ciljana terapija privukla je pozornost istrazivaca jer su lijekovi dizajnirani na
molekularnoj razini mnogo wucinkovitiji 1 sigurniji od konvencionalnih citotoksi¢nih
kemoterapeutika zbog dobro definiranih meta i mehanizama djelovanja.?

Medu vode¢im klasama spojeva u tom podrucju €esto se spominju nukleozidni analozi
pirimidina i purina. Pirimidinski su nukleozidi, pogotovo njihovi C-5 supstituirani derivati,
pokazali jaku bioloSku aktivnost.>* Mnogi izosteri purina vazni su inhibitori DNK i RNK
polimeraze te ometaju brojne procese koji inate omogucavaju proliferaciju odnosno Sirenje
tumora. Tako je strukturna okosnica 7-deazapurina, poznatijih i kao pirolo[2,3-d]pirimidina,
dio mnogih danas ve¢ koristenih lijekova, ali i prirodnih aktivnih tvari te vaznih
biomolekula.>®

Spojevi koji sadrze 7-deazapurinsku okosnicu mogu se vezati na mnoge receptore pa
je zato njihova primjena vrlo raSirena. Najée$¢e se spominje njihova uloga kao inhibitora
proteinskih tirozin-kinaza koje su odgovorne za transport mnogih signala do stanica.
Njihovom inhibicijom sprjeava se proliferacija tumorskog tkiva i zaustavlja njegov rast.’
Nadalje, deazapurini supstituirani u polozaju C-7 pokazali su se kao dobri inhibitori
dihidrofolat-reduktaze (DHFR) i timidilat-sintaze, te kao antitumorski agensi, dok su N-1
supstituirani 7-deazapurini inhibitori tirozin-kinaze.®

Osim 7-deazapurina, i 1,2,3-triazoli sve se viSe koriste u dizajnu i istrazivanju
lijekova. Fizikalno-kemijska svojstva i prisutni dusikovi atomi omogucuju im stvaranje
vodikovih veza sa biomolekulskim metama, $to ih ¢ini izuzetno bioloSki aktivnima.
Sintetizirani su mnogi derivati 1,2,3-triazola koji pokazuju razliita bioloska djelovanja, kao
Sto su antitumorska, antifungalna, antibakterijska, antituberkulostatska i antivirusna. Razvoj
1,2,3-triazolnih derivata nukleinskih kiselina i nukleozida imao je znacajan utjecaj na
antivirusnu i antitumorsku kemoterapiju jer su to bili jedni od prvih citotoksi¢nih lijekova.
Mnogi antivirusni i antitumorski lijekovi su razvijeni upravo iz ove skupine spojeva, a
najpoznatiji je ribavirin, prvi triazolni nukleozid sa Sirokim spektrom snaznog antivirusnog

djelovanja odobren za koritenje protiv hepatitis C virusa koji se danas koristi diljem svijeta.’

1
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Osnovni cilj ovog rada bio je dizajn novih C-5 alkinilnih te N-1 triazolilnih citozinskih
I 7-deazapurinskih derivata u svrhu ispitivanja novopripravljenih spojeva in vitro na stani¢nim
tumorskim linijjama porijeklom iz ¢ovjeka: HeLa (adenokarcinom vrata maternice), CaCo-2
(adenokarcinom debelog crijeva), Raji (Burkittov limfom) i K562 (kroni¢na mijeloidna
leukemija u blasti¢noj krizi) te vezivanja za ct-DNA, kako bi se utvrdio moguc¢i mehanizam

citostatskog djelovanja.
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2.1. NUKLEOZIDI | NUKLEOZIDNI ANALOZI

Nukleozidi i nukleotidi jedne su od najvaznijih biomolekula zivu¢ih organizama.
Nukleozidi su sa¢injeni od purinske ili pirimidinske baze vezane na Se¢ernu komponentu N-
glikozidnom vezom, pri ¢emu Secerni dio molekule moze biti graden od D-riboze ili p-2'-
deoksiriboze, a svoje p-glikozidne derivate ¢ine kad se povezu sa neSeCernom odnosno
aglikonskom komponentom u obliku purinskih (adenin, gvanin) ili pirimidinskih (timin,

citozin, uracil) baza.

Nukleotidi, monomeri nukleinskih kiselina koji su odgovorni za najvaznije funkcije i
prezivljavanje organizma, nastaju povezivanjem nukleozida, sacinjenih od navedenih baza 1
Se¢ernih komponenti, sa fosfatnom skupinom (Slika 1). Oni predstavljaju osnovne gradevne
jedinice nasljednog materijala (DNK i RNK), koji omogucava rast i razmnozavanje zivih
bic¢a, a imaju 1 kljunu ulogu u prijenosu energije do svih stanica i organa u obliku adenozin-

trifosfata (ATP).

0 Purini
\ o ! NH; 0
/E - T_ “, EO E N__ TN N~ -\N_,H
O=2 | . OmiP—T ~p Baza G l 1 o 1 ;
Q 9 H P ' \N'-'___. HL.% ,’,J \NL 32
©i ' SN /™ slikozidng ves co LN,
! o | O ‘O glikozidna vez .
i o i Adenin Gvanin
Pirimidini
- nukleozid -~ nre i 7
' | . . e o M He N H
.- nukleozid monofosfat - “j‘ U N T i
————————————————————— nukleozid difosfat -~ SN N NS
wearmeamnnnenenneeeee UK€0OZI1 trifosfat - Citozin Uracil Timin

Slika 1. Struktura nukleozida i nukleotida te pripadaju¢ih dusi¢nih baza

Jedan od nacina sinteze nukleozida je supstitucija s duSikovim nukleofilom na
monosaharidu katalizirana Kiselinom, analogno nastajanju glikozida. Drugi nacin je de nuovo
sinteza koja se jednim dijelom odvija u jetri. No, u vecoj se mjeri nukleozidi dobivaju
razgradnjom nukleinskih kiselina, pri ¢emu nukleotidaze razgraduju nukleotide na nukleozide
1 fosfate. Nukleozidi se dalje razgraduju nukleotidazama na baze i Secer ribozu, odnosno
deoksiribozu.'®* Sinteza nukleotida te¢e dako da se nukleozidi fosforiliraju nukleozidnim

monofosfat-kinazama do trifosfata.'?
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Nukleozidni analozi sintetski su spojevi, kreirani s namjerom da imitiraju prirodne
nukleozide i zamjene njihovo mjesto u lancu nukleinske Kkiseline. Tijekom izgradnje
nukleinskog lanca umecu se umjesto prirodnih nukleozida te tako inhibiraju stani¢nu ili
virusnu DNK- i RNK-polimerazu. Jedan od najvec¢ih pomaka u medicini tijekom 20. stoljeca
bilo je otkri¢e antibiotika koji inhibiraju proliferaciju bakterija u zarazenom organizmu bez
negativnog utjecaja na domaéina. Prikupljena znanja omogucéavaju sliCan napredak u
istrazivanju potencijalnih spojeva za antitumorsku i antivirusnu terapiju. Nukleozidni analozi
izuzetno su vazna skupina spojeva, a najbolji pokazatelj je to da je vecina antivirusnih
lijekova upravo iz te klase, a jedan od najprimjenjivanijih je aciklovir (Slika 2). Osim toga,
mnogi se nukleozidni derivati koriste i kao antitumorski kemoterapeutici, primjerice
fludarabin-fosfat (Slika 2)."* Metabolizam i biorapoloZivost pokazuju dobre rezultate jer im je
vecina fizikalno-kemijskih svojstava jednaka kao i kod samih nukleozida.™*

0
o)
/N NH N N
N N NH, N N,
HO I
o HO—T—O o
OH o
OH

OH

Slika 2. Strukutre aciklovira i fludarabin-fosfata

Nukleozidni analozi ¢ine vaznu klasu antimetabolita koji se koriste u lijeCenju
hematoloskih zlo¢udnih tkiva i ¢vstih tumora. Oni oponasSaju ulogu fiziolosSkih nukleozida u
metabolizmu te se ugraduju u rastuci lanac DNK inhibiraju¢i njegovu sintezu i uzrokujuci
terminaciju lanca. Neki od analoga takoder inhibiraju klju¢ne enzime uklju¢ene u Stvaranje
purinskih i pirimidinskih nukleotida i sintezu RNK te direktno aktiviraju apoptozu ili stani¢nu
smrt. Skupina nukleozidnih analoga ukljucuje razne pirimidinske i purinske analoge od kojih
su znacéajni pirimidinski analozi: citozinarabinozid (citarabin), koji se raSireno koristi za
lijeCenje akutne leukemije i gemcitabin, koji pokazuje aktivnost u borbi protiv raka gusterace,
pluca i dojke. Prva dva razvijena purinska analoga su tiopurini 6-merkaptopurin (6-MP) i
tiogvanin (6-TG). Ostali purinski analozi su 2-klordeoksiadenozin (2-CdA, kladribin) i

fludarabin, Gija uporaba obuhvaéa samo hematoloska maligna tkiva.™
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Slika 3. Strukture citarabina, gemcitabina, merkaptopurina i kladribina

Vaznost nukleozidnih analoga kao kemoterapeutskih agenasa porasla je kao rezultat
uvodenja novih molekula u klinicku uporabu i $irenje u podruc¢je ¢vrstih tumora. U istom
razdoblju, postignut je golem napredak u razumijevanju mehanizama otpornosti lijekova na
nukleozidne analoge. Jedna od metoda koja je usmjerena protiv navedene otpornosti je
kombiniranje lijekova, pri ¢emu se optimira efikasnost trenutno dostupnih lijekova. Kao $to je
kombinirana kemoterapija pronasla rjeSenja za lijecenje nekih oblika raka, tako pronalazenje
novih nukleozidnih analoga s viSe razli¢itih funkcija moze biti osnova napretka u borbi protiv

bolesti otpornih na postoje¢e kemoterapeutike.*®

2.2. C-5 SUPSTITUIRANI DERIVATI CITOZINA I NJIHOVO BIOLOSKO
DJELOVANJE

Citozin je pirimidinska nukleozidna baza koja je jedna od osnovnih sastavnica

nukleinskih kiselina, stoga su njeni analozi medu glavnim spojevima inhibitora rasta DNK i

RNK.

Jedan od derivata citozina, citarabin (Slika 3), ve¢ je u klini¢koj uporabi za lijeCenje
akutne leukemije. On je dokaz da su citozinski derivati obecavajuca klasa spojeva koji mogu

dati djelotvorna i sigurna rjeSenja u borbi protiv nekih od najtezih dosad neizljecivih bolesti.

Medu takvim spojevima nalazi se i (S)-1-(3-hidroksi-2-fosfonilmetoksipropil)citozin
HPMPC) (Slika 4),

citomegalovirusa (CMV). Njegova aktivnost vrlo je visoka i sliéna adeninskom derivatu (S)-

(cidofovir, snazan i selektivan inhibitor replikacije humanog
9-(3-hidroksi-2-fosfonilmetoksipropil)adeninu  (HPMPA), a oba su pokazala vrlo niske
koncentracije potrebne za inhibiciju virusa. Cidofovir djeluje inhibitorno ¢ak i nakon

dodavanja 24 do 48 sati nakon infekcije.*
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O=—P—OH

4 OH OH
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Slika 4. Strukture cidofovira i 3’-etinilcitidina

Citozinski derivati pokazali su 1 znafajnu antitumorsku aktivnost. Ucinkovitost
antitumorskog nukleozidnog derivata citozina 3'-etinilcitidina (ECyd) (Slika 4) analizirana je
in vitro i in vivo. Antitumorski u¢inak in vivo uklju¢ivao je kapsuliranje u liposome, a
farmakokineti¢kim 1 farmakodinamickim analizama dobiven je model koji kvantitativno
objasnjava in vivo utjecaj ECyd-a. Dobiveni rezultati jasno pokazuju da je raspolozivost
ECyd-a u tumorskom tkivu bila vrlo vazna za borbu organizma protiv malignog tkiva.
Sintetizirani su i fosfolipidni derivari koji su povecali bioraspoloZivost, a samim time i
antitumorsku aktivnost. Istrazivanja su pokazala da su citozinski derivati vrlo snazni bioloski
agensi, kao 1 da je vrlo vazno dizajnirati nosioce antitumorskih lijekova modeliranjem

njihovih farmakokinetickih i farmakodinamickih svojstava.’

Nukleozidni analozi supstituirani u polozaju C-5 pirimidinskog prstena istiCu se
dobrim bioloskim djelovanjem pa su u taj polozaj uvedeni razli€iti supstituenti u dizajniranju
molekula koje ¢e interreagirati sa procesima u tijelu i imati zeljenu aktivnost. Alkinilna
skupina na polozaju C-5 pirimidina, koji je u polozaju N-1 vezan na neki SeCer (npr.

deoksiribozu), povoljna je za kemijske transformacije.™

Razlog selektivnosti odredenih C-5 supstituiranih nukleozidnih analoga u djelovanju
na herpes viruse je to §to su bolji supstrati za virusnu timidin-kinazu od prirodne, pa se lakse

fosforiliraju, a u trifosfatnom obliku bolje inhibiraju virusnu DNK-polimerazu od stani¢ne.*®

Epigenetika svoj nagli napredak duguje, izmedu ostalog, DNK-metiliranju, odnosno
adiciji metilne skupine u polozaj C-5 citozina iz C-G dinukleotida. Taj je korak opée priznat
zbog svojih vaznih epigenetickih funkcija u razvoju stanica i1 patogeneze. Naime, brojna su
istrazivanja koja se baziraju na karakterizaciji DNK-metiliranja povezana sa razvojima bolesti
1 mogucénosti njenog koriStenja kao biomarkera za dijagnozu, prognozu i predvidanje

odgovora na terapiju. Nedavno su otkrivene nove modifikacije citozina koje posjeduju
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regulatornu ulogu poput 5-hidroksimetilcitozina, 5-formilcitozina i1 5-karboksilcitozina.
Funkcije 5-metilcitozina i njegovih oksidiranih derivata promic¢u razumijevanje mehanizma
epigenetskin modifikacija s biologijom bolesti. Stoga, mnogo je toga postignuto u razvoju
metoda za otkrivanje, detekciju i analizu lokacije 5-metilcitozina i njegovih derivata koji
dokazuju svoju neizmjernu vaznost u polju interakcije nukleozidnih analoga i1 vaznih

. w - . 4
bioloskih meta u organizmu.

Prema fizikalno-kemijskim svojstvima sintetiziranih alkinilnih i alkenilnih citozinskih
derivata, pretpostavljeno je da bi se mogli ponasati kao interkalatori u interakciji s DNK

lancem.*®

Nukleozidni analozi supstituirani na C-5 polozaju pirimidinskog prstena alkenilnim i
alkinilnim supstituentima pokazuju izrazenu biolosku aktivnost. Tako, primjerice, derivati
arabinofuranozilcitozina s halovinilnim ili vinilnim supstituentima pokazuju aktivnost in vitro
prema HSV-1 i HSV-2 virusima, kao i odgovaraju¢i 5-alkenilni uracilni nukleozidi.
Terapeutske primjene ovih spojeva su u nekim slu¢ajevima superiorne nad uracilnima i protiv
leukemije, $to je primije¢eno in Vitro u sluc¢ajevima alkinilnih kao i vinilnih supstituenata.

Proucavano je i usporedivano takoder i1 djelovanje na virusom inducirane timidin-kinaze.?

C-5-alkinilni citozinski derivati bez supstituenata na prstenu sintetizirani su
Sonogashira-inom reakcijom 5-jodcitozina i terminalnih alkina. Nadalje, sintetizirani su i 7H-
pirolo[2,3-d]-pirimidini domino reakcijom unakrsnog povezivanja i reakcijama ciklizacije iz
N-4-benzoil-5-jodcitozina. Obje vrste dobivenih spojeva, i 5-feniletinilcitozinske i biciklicke
specije pokazale su fluorescenciju koja je ovisila o supstituiranosti molekule ostalim
funkcionalnim skupinama.? U sli¢nom su istraZivanju C-5 alkinilni derivati sintetizirani iz 5-
jodcitozinskih derivata i terminalnih alkina takoder Sonogashira-inom reakcijom, ali uz
mikrovalno zracenje. Svim je dobivenim molekulama ispitano citostatsko i1 antivirusno
djelovanje. Neke od njih pokazale su inhibitorne koncentracije protiv viSe vrsta tumora u
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niskom mikromolarnom podrucju, uz izostanak antivirusne aktivnosti.
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Shema 1. Sinteza alkinilnih derivata citozina®?
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2.3.1,2,3-TRIAZOLNI DERIVATI NUKLEOZIDA

Triazoli su vrsta heterociklickih amina koja se moze pronac¢i u mnostvu korisnih i
bioaktivnih spojeva, od agrokemikalija i fotokemijskih produkata do fungicidnih lijekova i
farmaceutskih tvari. Klasi¢na sinteza peteroclanih triazolnih prstenova postize se sintetskim

pristupom poznatim kao 'klik kemija'.®

Prema rasporedu duSikovih atoma u prstenu razlikujemo: 1,2,3-triazol i 1,2,4-

triazol.?*

Svaki od njih ima dva tautomera (Slika 5), koji se razlikuju po poloZaju vodikovih atoma.”®

(=00 D=0

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

Slika 5. Tutomerni oblici 1,2,3- i 1,2,4-triazola

Derivati 1,2,3-triazola su privukli mnogo paznje u istrazivanju lijekova zbog svoje
izuzetne stabilnosti te zbog uloge bioizostera amidne skupine. Budu¢i da se 1,2,3-triazoli
mogu ponasati kao rigidne povezivajuce jedinice, koje oponasaju atome i elektronska svojstva
peptidne veze bez podloznosti hidrolizi, mnogi poznati 1,2,3-triazoli posjeduju biolosku
aktivnost. 1,2,3-triazolna okosnica moze tvoriti n—m interakcije s aromatskim prstenovima,
kao $to je fenilni prsten, pri ¢emu posjeduje visoki dipolni moment. Dva dusikova atoma, N-2
i N-3 mogu tvoriti vodikove veze sa donorima vodikove veze ili koordinirati s metalnim
ionima. Upravo zbog tih svojstava, triazolna okosnica moze se vezati za biomolekularne mete.
Nadalje, njihova stabilnost je zapanjujuca, stabilni su na metabolicku i1 kemijsku razgradnju,

inertni su na hidroliticke, oksidacijske i redukcijske uvjete, ¢ak i pri visokim temperaturama.®

Uvodenje triazolnog prstena u nukleozidne strukture u svrhu poboljSavanja njihove
bioloske aktivnosti za antitumorsku i antivirusnu primjenu postalo je ucestalo u postupku
dizajniranja lijekova. Ribavirin je prvi triazolni nukleozidni derivat s potencijalnim Sirokim
spektrom antivirusne aktivnosti potvrden od strane FDA za lije¢enje HCV-a i trenutno je u
klinickoj upotrebi diljem svijeta. Osim ribavirina, zna¢ajni triazolni derivat je 1 azidotimidin,
poznatiji kao zidovudin, koji se takoder koristi u antivirusnoj terapiji (Slika 6). Ta dva spoja
su inspirirala brojne znanstvenike u sintezi i bioloskim ispitivanjima novih 1,2,3-

triazolonukleozida.®
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1,2,3-triazolna okosnica omogucuje 1H-, 2H ili 4H supstituciju, ovisno o poloZaju
supstituenata na prstenu. Medutim, veéina 1,2,3-triazolonukleozida posjeduju 1H-1,2,3-

triazolnu skupinu u stukturi. Uloga triazolne skupine u strukturi nukleozidnih analoga je

razli¢ita:

HO

OH

OH

NH,

HO

N3

CH3

Slika 6. Strukture ribavirina i zidovudina

a) supstituent na Se¢ernom dijelu ili na dusi¢noj bazi molekule nukleozida (A ili B)

b) zamjena za dusic¢nu bazu (C)

¢) veza izmedu dusSicne baze i Secera ili imitiranje Secera (D),

Sto je prikazano na Shemi 2. 26
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Iz serija nukleozidnih analoga, u kojima su dusi¢ne baze zamijenjene sa 1,2,3-
triazolnom okosnicom nastali su derivati 1,2,3-triazol-f-bp-ribofuranozil-3-spiro-5-
oksatioldioksida (TSAO) (Slika 7), koji su pokazali potencijalnu i selektivnu aktivnost protiv
tipa 1 virusa HIV, kao nenukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze. Prou¢avanje odnosa
strukture i aktivnosti (SAR) TSAO klase spojeva pokazalo je da postoje strogi uvjeti za
optimalnu anti-HIV aktivnost u stani¢noj kulturi S obzirom na strukturne odrednice. Klju¢nu
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ulogu u interakeiji TSAO spojeva sa ciljnim enzimima ima $eéerna strukturna jedinica.”
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Slika 7. Struktura poc¢etnog spoja TSAO i njegovog triazolnog derivata

Serija novopripravljenih pirimidinskih triazolnih nukleozida pokazala je znacajnu
antitumorsku aktivnost na stani¢ne linije HepG2, A549 1 Hela, dok su purinski triazolni
nukleozidi pokazali inhibiciju Src-kinaze i adenokarcinoma jajnika, karcinoma dojke te
adenokarcinoma debelog crijeva (Slika 8). Ti rezultati upucuju na to da konjugacijski efekt

triazolnog prstena s aromatskim sustavom ima veliku ulogu u bioloskoj aktivnosti.?®
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Slika 8. Strukture triazolnih pirimidinskih i purinskih nukleozidnih analoga
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2.4. 7-DEZAPURINI

7-Deazapurini (pirolo[2,3-d]pirimidini) su analozi purina u kojima je dusikov atom na
polozaju 7 purinskog prstena zamijenjen C-atomom (Slika 9), a zbog strukturne sli¢nosti s
purinom njihovi derivati sintetiziraju se u razvoju lijekova naj¢es¢e radi biomimetickih

svojstava.’

Pirolo[2,3-d]pirimidini su poznati po Sirokom spektru bioloske aktivnosti, ukljucujuci
i antitumorsku aktivnost. Takoder posjeduju antioksidativna svojstva, zbog Cega imaju
aktivnost 1 protiv zraCenja. Osim toga, imaju istaknuta svojstva kao antimetaboliti u
biokemijskim reakcijama purina. Djeluju kao inhibitori: dihidrofolat-reduktaze, tirozin-kinaze
c-Src ili Lck, CDK te kao antagonisti receptora adenozina.®

XN NN
(NI? M/ /

N

Iz

Slika 9. Struktura purinskog prstena i 7-deazapurina

Djelovanje ovih spojeva temelji se na mehanizmu umetanja u sintetiziraju¢i lanac
DNK umjesto prirodnih dusi¢nih baza i prekidanje daljnje sinteze, Cime se sprjeCava
razmnozavanje tumorskih stanica, kao 1 onih koje su zarazene virusom. Uz djelotvornost
u¢inka na zaraZene, vazno je promatrati i ucinak koji molekula ima na zdrave stanice,
odnosno citotoksi¢nost prema zdravim stanicama. U laboratoriju, nukleotidi koji nastaju sa 7-
deazapurinima mogu zamijeniti prirodne nukleotide u lan¢anim rekacijama polimeraze, $to
moze dovesti do modificirane DNK sa poboljSanim svojstvima. PCR (eng. polymerase chain
reactions) predstavljaju reakcije u biokemijskoj tehnologiji koje se koriste za poboljSanje
jednog dijela genetskog koda te sintetiziranja mnogobrojnih kopija odredenog dijela DNK
sekvence. Navedena poboljSanja odnose se na smanjenje temperature taliSta dvostruke
uzvojnice DNK, ali moguce je koristenje PCR-a i za jacanje heliksa DNK molekule. Prema
tome, primjene variraju od jacanja veza za koriStenje u poliakrilamidnoj gel elektroforezi, do

reakcija sekvencioniranja DNK.>

Struktura 7-deazapurina prisutna je i u prirodnim spojevima, primjerice u tubercidinu

(7-deaza-ATP) iz Streptomyces spp., tojokamicinu u Streptomyces rimosus ili 5-jod-2'-

12



2. OPCI DIO

deoksitubercidinu iz crvene alge Hypnea valendiae.” Neki od derivata sintetiziranih po uzoru
na te bioloske molekule pokazali su potpunu inhibiciju diobe stanica u oplodenom jajetu
morskog jeza. To istrazivanje donijelo je korisna saznanja za razvoj i1 sintezu novih
insekticida.”

Brojni derivati 7-deazapurina ve¢ se nalaze na trzistu kao temeljni gradivni elementi
antivirusnih i antitumorskih lijekova, ali i antibiotika. Od njih su najpoznatiji tubercidin,
tojokamicin, i sangivamicin (Slika 10).%

N
NH, NH, / / NH, 0
NH,
g8, ge T
N ¥ Sy N y
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HO HO HO
"/, OH ll”// /OH "’/, OH
//// /. ///
HO HO HO
Tubercidin Tojokamicin Sangivamicin

Slika 10. Strukture tubercidina, tojokamicina i sangivamicina

Iz njihovih struktura, vidljivo je da su svi spomenuti derivati adenozina, i to, 7-
deazaadenozina. Tubercidin pokazuje Sirok spektar djelovanja kao kemoterapeutski agens
protiv tumora, virusa, bakterija i gljivica, sudjelujuéi u procesiranju RNA 1 sintezi proteina
kao mimetik adenozina.*® Njegov analog tojokamicin pokazuje sli¢na antitumorska i
antibiotska svojstva, koja proizlaze iz jakog inhibitornog djelovanja. Inhibitor je samokidanja
veza u RNK molekulama unutar stanica sisavaca, inhibitor fosfatidilinozitol-kinaze, te

inhibitor signaliziranja auksina u biljaka.?*

Tojokamicin je pokazao specifi¢nu inhibiciju
transkripcije gena reguliranu auksinima, a auksini su biljni hormoni koji imaju kljuénu ulogu
u razvoju biljke.* Sangivamicin je nukleozidni derivat koji pokazuje citotoksi¢na i inhibitorna
svojstva. Citotoksian je za humani citomegalovirus (HCMV), a pokazao se kao ucinkovit i
selektivan inhibitor protein-kinaze C (PKC, 1Cso=10uM) koju inhibira kompetitivno u odnosu

na ATP i nekompetitivno u odnosu na histonske i lipidne kofaktore.3 %
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2.4.1. 7-deazapurini kao inhibitori proteinskih kinaza

Proteinske kinaze su $iroka skupina evolucijskih i strukturno povezanih enzima, koji
fosforilacijom odredenih aminokiselina, pretezito serina/treonina i tirozina, aktiviraju brojne
proteine. Oni posreduju u prijenosu signala tijekom rasta stanica i diferencijacije. Terapeutski
potencijal inhibitora kinaza proizlazi iz njihove krucijalne uloge u progresiji tumora i drugih
bolesti. Postoji vise od 500 razli¢itih kinaza te one ¢ine oko 2% ukupnog ljudskog genoma
(Slika 11).

Slika 11. Prikaz svih kinaza u ljudskom tijelu-kinoma

Prva 3D struktura odredena je 1991. godine, a danas postoji cijela baza podataka u
kojoj se nalaze brojne kinaze te protein-ligand kompleksi sa vise od 1000 razli¢itih liganada.
Njihove strukture pokazuju veliku kompleksnost alosterickog utjecaja (Slika 12). Budu¢i da
sve kinaze pokazuju izrazito visok afinitet vezivanja za ATP, dugo su se smatrale metama
koje je nemoguce inhibirati. Medutim, s pove¢anjem saznanja o strukturi, pronadeni su novi

dzepovi u blizini mjesta vezivanja adeninskog dijela ATP-a, tzv. Hinge regija. Iz brojnih
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istrazivanja proizasli su lijekovi koji se danas nalaze na trzistu i vrlo su u¢inkoviti inhibitori

razli¢itih kinaza (npr. imatinib, Gleevec®, Novartis).’

Src-kinaze )
% 3 7 kataliticko podrucje
aktivno mjesto
SH3 podrucje
[ A
b f/
&
SH2 podrucje *  C-terminalno
mjesto
7
visuad We soences

Slika 12. 3D prikaz Src kinaze i ATP-a vezanog u njeno aktivno mjesto

Inhibitori tirozin-kinaze, predstavljaju klasu kemoterapijskih lijekova koji inhibiraju ili
blokiraju enzim tirozin-kinazu. Stvoreni su modernom genetikom, razumijevanjem molekule
DNK, stani¢nog ciklusa, te na¢inima prijenosa signala u molekuli, zbog ¢ega predstavljaju
promjenu u odnosu na molekularne metode lijeCenja raka. Ta ¢injenica umanjuje rizik
oStecenja zdravih stanica 1 povecava efikasnost lijeCenja jer omogucava utjecanje na

specifi¢ne vrste raka.*®

Za razumijevanje na¢ina na koji funkcioniraju inhibitori tirozin-kinaze, potrebno je
problem prmatrati na razini stanice. Receptorske tirozin-kinaze (RTK) su skupina proteinskih
tirozin-kinaza, koje su smjeStene Sa unutarnje (intracelularne) i vanjske (ekstracelularne)
strane stani¢ne membrane. Unutarnje imaju ulogu uklanjanja fosfatne skupine, procesa koji se
naziva fosforilacija, sa koenzima ATP, dok vanjske sadrze mjesta na koja se mogu vezivati
proteini 1 hormoni koji donose signale. Mnogi od tih vezuju¢ih signalizatora predstavljaju
¢imbenike rasta. Cimbenici rasta su ukljuéeni u inicijalizaciju i regulaciju ciklusa u stanici, a
ovisno o utjecaju ¢imbenika na stanicu postoje razli¢ite vrste. Medu ¢imbenicima koji su
povezani s djelovanjem na tirozin-kinazu poznate su tri glavne skupine, a svi njihovi receptori

pripadaju skupini receptorskih tirozin-kinaza.
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Epidermalni ¢imbenici rasta (EGF) pomazu pri regulaciji stanicnog rasta i
diferencijaciji, trombocitni derivirani ¢imbenici rasta (PDGF) reguliraju stani¢ni rast i razvoj,
a vaskularni endotelijalni ¢imbenici rasta (VEGFR) su ukljuceni u nastajanje krvnih zila.
Cimbenici rasta i kinaze ponasaju se kao da imaju ukljuéenu i iskljuéenu fazu. Ukljudenje
stani¢nih procesa postize se uklanjanjem fosfatne skupine, ¢ime se mijenja oblik i1 rad
proteina. Kada je jedan od procesa zavrSen, fosfatna skupina se uklanja i taj protein je
»isklju¢en®. Ukoliko dode do mutacije, proces ,,uklju¢ivanje/iskljuivanje” moze biti ometan,
zbog cega dolazi do nereguliranosti stani¢nog rada. Takvo stanje podrazumijeva i
nereguliranu receptorsku tirozin-kinazu, koja vezana za epidermalni ¢imbenik rasta, moze
dovesti do nekontroliranog rasta i1 diobe stanice. Ubrzani stani¢ni rast moze tada dovesti do

raka.>®

Mutacije receptorske tirozin-kinaze ¢esto vode do nastajanja onkogena, odnosno gena
koji pomazu pretvaranju zdrave stanice u tumorsku stanicu. Inhibitori tirozin-kinaze djeluju
na rak ispravljajuci tu neregularnost, ali mehanizam kojim se taj proces odvija uvelike ovisi o
lijeku. Mnogi se primjeri mogu naci u lijekovima koji su dostupni na trzistu, kao Sto je vec
spomenuti imatinib koji, primjerice, blokira vezivanje jednog od gena kinaze na ATP,
sprecavajuci fosforilaciju koja bi pridonijela tumorskoj stanici i potakla diobu zarazenih
stanica. Drugi lijek, gefinitib (Iressa®, AstraZeneca i Teva), inhibira endotelne ¢imbenike
rasta te tako onemogucava zadrzavanje signala ,ukljuenja®“ stanice 1 stvaranje

nekontroliranog razvoja zarazenog tkiva.*®

Jedan od glavnih problema tradicionalne kemoterapije je uniStavanje zdravih stanica.
No, inhibitori tirozin-kinaze su usmjereni tako da njihove razli¢ite vrste mogu biti specifi¢ne
za pojedinu vrstu raka, te kao takvi djeluju na glavne uzroke rasta zaraZzenih stanica. Osim
toga, Cest je slucaj da 1 sama kinaza biva modificirana, §to znaci da inhibitor moZze specificno
djelovati na tumorske stanice. Trenutno jedini tretman koji se bazira na slicnom principu je
koristenje monoklonalnih antitijela, koja mogu biti koristena za ciljano djelovanje na stanice
raka preferirano u odnosu na zdrave. Upravo zbog te specifi¢nosti, djelovanje inhibitora
tirozin-kinaze rezultira manjom vjerojatnosti nuspojava i kra¢im vremenom provedenim u
bolnici za pacijenta.*®

Ovo je podrucje vrlo aktualno u razvoju farmaceutika zbog velikog broja vrsta
inhibitora i njihove interakcije s proteinskim tirozin-kinazama. Sve trenutno koriStene tvari
vezu se u aktivna mjesta predvidena za molekule ATP-a, a upravo zbog svoje strukturne

slicnosti s aktivnim molekulama su derivati 7-deazapurina toliko vazni predstavnici u ovom

16



2. OPCI DIO

polju. Analizom dosad sintetiziranih derivata utvrdeno je da prostora za modeliranje i dizajn
novih spojeva i dalje ima, odnosno da nisu iscrpljene sve moguénosti koje bi mogle pokazati
djelovanje uzrokovano imitiranjem biomolekula koje inaCe interreagiraju S enzimima.
Logi¢no je zakljuciti da ¢e se primjena 7-deazapurinskih derivata proSiriti i na druge vrste
enzima 1 aktivnih mjesta, zbog ucestalosti njima sliénih biomolekula u svim zivim
organizmima.

Vrlo ucinkovit nadin otkrivanja novih inhibitora je pretrazivanje bazirano na
fragmentima. Prema tom konceptu, lijek moze biti iskrojen od sitnih fragmenata, za razliku od
skeniranja aktivnog mjesta i potrage za visoko aktivnom supstancom. Prije svega, velika baza
malih fragmenata usporeduje se s metom te se naknadno ustanovljuje koje su se specije
najbolje vezale, cak 1 uz male afinitete. Koriste¢i strukturne podatke 1 kompjutorsko
modeliranje, istrazivaci su dizajnirali, sistematski sintetizirali 1 pregledali nove molekule
bazirane na pronadenim okosnicama. Spomenutim je pristupom vrlo selektivni agens

Plexxikon® (Roche) u 6 godina dospio iz koncepta do trzista.!

Noviji pristup nalaze potragu za kompetitivnom inhibicijom supstrata, a ne
kompetitivnom inhibicijom molekule ATP-a. Razlog lezi u Cinjenici da je mnogo veéi broj
enzima za koje se ATP veZe u aktivno mjesto, nego Sto postoji serin/treonin i tirozin-kinaza
(one predstavljaju tek 30-tak posto svih enzima kojima je potreban ATP). 1z tog se razloga
dizajniraju molekule prema aktivnom mjestu koje je potrebno ,,popuniti®, drugim rije¢ima,
kreiranja klju¢a zadovoljavanjem potreba brave, a ne kopiranjem postojec¢eg kljuca. Takve su
pretpostavke ve¢ dugo poznate, ali novi inhibitori se i dalje sintetiziraju prema svojoj slicnosti
obliku molekule ATP-a, jer su njena kompaktnost i strukturna definicija u odnosu na onu
aktivnog mjesta enzima neusporedivo vece. Pristup je to koji je dao mnoge snazne derivate 7-
deazapurina poput imatiniba, koji ve¢ godinama u klini¢koj uporabi sluzi pacijentima
oboljelima od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije te sluzi kao dokaz da su 7-deazapurini
strukturno od neizmijerne vaznosti kao novi potencijalni inhibitori kinaza.*

Prva uspjesna primjena farmakofornog modela za interakciju kompetitivnih inhibitora
ATP-a s aktivnim mjestom EGFR tirozin kinaze dovela je do identifikacije 4-fenilamino-7H-
pirolo[2,3-d]pirimidina kao nove klase EGFR PTK inhibitora. U proucavanju odnosa
strukture i aktivnosti (SAR) ispitivan je utjecaj supstituenata na anilinskoj skupini te
prisutnost elektron-odvlacece skupine na polozaju 3. Daljnjim modifikacijama je utvrdeno da
uvodenjem velikih supstituenata, kao §to su fenilne skupine u polozaje 5 i 6, dolazi do

smanjenja aktivnosti, tj. inhibicije EGFR tirozin-kinaze. Spoj sa metilnim skupinama na
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polozajima 5 i 6 pokazao je selektivnu aktivnost na receptorske i nereceptorske tirozin-kinaze,
kao i1 na serin/treonin kinaze. Na slici 13 prikazane su strukture sintetiziranih spojeva i njihova

odnos strukture i aktivnosti.>’

/ NH
7
f EGFR

Spoj R Re (1Cso uM)
CGP 59326
1 (CGP 59326) CH, CH, 0.027
2 CeHs CH, 0.015
3 ST S
4 C6H5 C6H5 >100
5 Bifenil CHj; 0.029
? 0.006
PD 153035 0.006

Slika 13. Strukture derivata pirolo[2,3-d]pirimidina i njihov SAR

Sintetiziran je niz 2-amino-9-aril-7H-pirolo[2,3-d]pirimidina Cija je meta fokalna
adhezijska kinaza (FAK). Poveéanjem ekspresije FAK-kinaze dolazi do povecanja
invazivnosti raka i moguénosti metastaziranja. Veliki broj ovih 7-deazapurina pokazuje
inhibirajuce djelovanje prema fokalnoj adhezijskoj kinazi u niskom mikromolarnom podrug¢ju,
a njihov preliminarni SAR potvrden je sistematskom kemijskom modifikacijom, te je
utvrdeno da 2-amino-9-aril-7H-pirolo[2,3-d]pirimidini predstavljaju novu skupinu inhibitora

kinaza.®

HN N
7 | /7 \
\\Rl \\R2

Slika 14. Op¢a formula novih sintetiziranih inhibitora fokalne adhezijske kinaze
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Modifikacijama pocetnog spoja koji je pokazao izuzetnu inhibiciju aktivnosti
HER2/EGFR kinaze, dobiven je niz novih derivata pirolo[2,3-d]pirimidina koji su pokazali

vecu selektivnost te bolju biolosku raspoloZivost u odnosu na podetni spoj (Slika 15).2
/ N\ F o 3
| \l‘\l F F R\S\)J\
O/Ll ﬁﬁ HN cl
N X
QU

N =
W
H3CWN\) HN al
AT X )
o Nl

Slika 15. Struktura inhibitora HER2/EGFR kinaze iopca formula njegovih derivata

Timidilat-sintaza (TS) 1 dihidrofolat-reduktaza (DHFR) esencijalni su enzimi u
biosintezi folne Kiseline. TS Kkatalizira reakciju deoksihidrin-monofosfata s metilen
tetrahidrofolatom ¢iji je produkt deoksitimidin-monofosfat i dihidrofolat (H.F). DHFR
katalizira redukciju HyF u prisutnosti nikotinamidadenindinukleotid-fosfata (NADPH) ¢ime

nastaje tetrahidrofolat (H4F).

Stoga je sintetizirana serija 2-amino-4-okso-6-supstituiranih pirolo[2,3-d]pirimidina
kao potencijalnih antifolata ¢ija su meta timidilat-sintaza i biosinteza purinskih nukleotida.
Kondenzacijom 2,4-diamino-6-hidroksipirimidina i etil-4-kloracetoacetata, a potom
hidrolizom nastaje kljuéni intermedijer, 2-amino-4-okso-pirolo[2,3-d]pirimidin-6-il-octena
kiselina. Povezivanje s raznim metilnim esterima amino Kiselina, a potom saponifikacijom i
kondenzacijom s 3-(aminometil)piridinom nastaju ciljani derivati pirolo[2,3-d]pirimidina, koji
su pokazali antiproliferativnu aktivnost u mikromolarnim i submikromolarnim

koncentracijama protiv stani¢nih tumorskih linija, uklju¢uju¢i KB, A549 i HepG2.

Rezultati studija pokazali su da se amidin supstituiran derivat 7-deazapurina (Slika 16)
moze vezati i inhibirati timidilat-sintazu (TS) i dva purinska biosintetska enzima (GARFTaza
i AICARFTaza), §to je u skladu s rezultatima metabolickih analiza in vitro. Nadalje,
ustanovljeno je da je navedeni derivat odli¢an predvodni spoj za daljnje optimiranje strukture

kao antifolat Sirokog spektra djelovanja.®

0
O o) /—< >—<

NH HN
H)N\\W /N
H,N” °N H N

Slika 16. Struktura amidino supstituiranog derivata 7-deazapurina
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2.5. N-ALKILIRANJE CITOZINA

Protoniranje i elektrofilni napad dusi¢nih baza nukleinskih kiselina predstavljaju
vazne bioloske reakcije. Posebno su bitne reakcije alkiliranih agensa zbog njihovog
sudjelovanja u karcinogenezi i mutagenezi. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da se razlicite
klase elektrofilnih agenasa razlikuju u afinitetu prema metama na bazama nukleinskih
kiselina. Tako je iz mnogih dostupnih eksperimentalnih podataka o protoniranju i alkiliranju
purina i pirimidina nukleinskih Kkiselina, njihovih nukleotida i nukleozida, slobodnih ili unutar
lanca nukleinske kiseline, poznato da se protoniranje odvija uvijek na dusikovim atomima u

prstenu, dok se alkiliranje dogada na razli¢itim poloZajima, ovisno o reagensima i uvjetima.*

Citozin se alkilira ve¢inom na N-3 ili N-1 poloZzaju, ovisno o reagensima, ali
dimetilamino analog daje obje N-metilne soli, kao i izocitozin. Sa trialkilnim fosfatima u
DMF-u, vecinski produkt je 1,3-dialkiliranicitozin, ali s etilen karbonatom ili
trimetiloksonijhidroksidom 1-alkilirani citozin je glavni produkt sa vise od 85% iskoristenja.

Dimetilformamid dimetiletilacetal je specifi¢ni metilirajuc¢i reagens za N-1 citozin.*

N-1 supstituirani citozinski derivati imaju vrlo zanimljiva svojstva kao §to su:
inhibiranje deoksicitidin-kinaze, sparivanje s 9-supstiruiranim gvaninom, vezivanje S
pirimidinskim bazama asimetri¢cnim medubaznim vodikovim vezama. Koriste se za
spektroskopsku detekciju ogranicene rotacije amino skupina izvanstani¢ne jezgre i prekursori
su mnogih visokotopljivih, brzodjeluju¢ih antibakterijskih spojeva, kao $to je sulfacitin (1-
etil-N-4-sulfanililcitozin). Sinteza 1-supstituiranih citozinskih derivata pokazala je mala
iskoriStenja, dobivanje viSe produkata te otezanu izolaciju izomera. Tri su nacina sinteze N-1

supstituiranih citozina:

a) direktno alkiliranje citozina pomocu dialkil-sulfata, trialkil-fosfata ili alkil-halida
b) ciklizacija 1-alkil-1-(2-cijanoetil)uree ili etoksiakrilamida s alkilaminima

¢) pregradivanje 4-amino-2-alkoksipirimidina pirolizom.

Jedna od sinteza N-1 supstituiranih citozina (Shema 3) je reakcija citozina s N,N-
dimetilformamiddimetilacetalom uz hidrolizu. Izoliranje produkta najjednostavnije je ukoliko
se koristi DMF kao otapalo, a najbolji rezultati sinteze postizu se u suhim uvjetima. Prvi

produkt koji nastaje nakon zagrijavanja 24 sata uz uvodenje dusika je 1-supstituirani N-4-
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[(dimetilamino)metilen]citozin, koji se zatim hidrolizira s koncentriranim amonijevim

hidroksidom do odgovarajuéeg N-1 supstituiranog citozina, bez prethodnog progiséavanja.**

NH,

S

Iz

(CH3),NCH(OR),

DMF

CH3
N/\N/

CHg

X

/K NH,OH ‘
N [e]

|

R R

Shema 3. Sinteza N-1 supstituiranih derivata citozina

Reakcijom 5-fluorcitozina sa razli¢itim anilidima u DMF-u uz 1 M K,;COj3 na sobnoj

temperaturi u trajanju 8-12 sati, dobiveni su isklju¢ivo N-1 supstituirani produkti u visokom

iskoristenju (Shema 4).%

NH,

O

-

Ar

F
H
Ny N\ DMF, K,CO; S
*oBr Ar >
mijesanje, sobna temp.
N o o N o]
H

NH

NH,

Shema 4. Reakcija 5-fluorcitozina sa razli¢itim anilidima
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2.6. SONOGASHIRA-INA REAKCIJA

Sonogashira-ina reakcija je metoda za pripravu konjugiranih enina ili arilnih alkina
kondenzacijom vinilnih ili arilnih halogenida s terminalnim alkinima. To je paladijem
katalizirana reakcija koja se sve viSe koristi u sintezi navedenih spojeva s primjenom u kemiji,
farmaciji ili proizvodnji materijala. 1975. godine otkrio ju je japanski kemicar Kenkichi
Sonogashira te je po njemu i dobila ime. Reakcija vinilnog ili arilnog halida sa terminalnim
alkinom moze dati tisu¢e produkata pa su se dugo godina istrazivali moguci reakcijski putevi,
a otkricem Sonogashira-ine reakcije razjasnjeni su mnogi reakcijski mehanizmi. Jo§ uvijek
postoje pokusaji da se promjenom reakcijskih uvjeta utjeCe na Sonogashira-inu reakciju, no
uglavnom je zadrzan izvorni oblik reakcije. Sonogashira-ina reakcija unakrsnog spajanja
provodi se uz paladijev katalizator, ko-katalizator bakrov(l) jodid te viSesupstituiran amin
(Shema 5).

Pd-kat
S + H—R' > R—————R
R X Cul, baza

alil, aril, alenil alkil, vinil, alil, aril
Br, I, OTf

Shema 5. Sonogashira-ina reakcija

Istrazivanjima sinteze antivirusnih lijekova iz reda pirimidinskih nukleozida, pokazano
je da su derivati pirimidina, koji imaju vezan atom joda na C-5 atomu, dobri sintetski
intermedijari za stvaranje nove C-C ili C-heteroatom veze, pri ¢emu se atom joda u polozaju
C-5 supstituira elektrofilom.*® % % Za uspjesno povezivanje terminalnih alkina s 5-
jodnukleozidima izuzetno je vazan i odabir otapala, kao i omjer katalizatora te ko-katalizatora
(Shema 6). Na primjer, omjer Cu : Pd = 2 : 1 pokazao se najboljim za povezivanje s alkinima

jer je na taj nadin moguce izbje¢i nastajanje sporednih produkata.®

0] R'
HN ! HN //
)\ | + H—=——R' Pd-kat )\ |
0) N 0) N
® %

Shema 6. Sonogashira-ina reakcija 5-jodnukleozidnih derivata s terminalnim alkinima
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Zbog otezane izolacije 1 analize organometalnih spojeva koji nastaju kao intermedijeri,

mehanizam Sonogashira-ine reakcije nije

prikazan je na shemi 7.2

u potpunosti poznat, a predlozeni mehanizam

H eXso
, Nt
R —— — - .\
[ i - and/‘ - SN \NJ
= . Cu=—R? N\ N~
R'=—X P / X
~—/ oksidativna // \\
// s \ [ Bakrov - .
/’l transmetalacija “‘\‘ kataliticki ,C‘U :'X. .
[ - ikl
[ Paladijev \ o H-=—R?
| kataliticki ,
ciklus [\
J
and /” - ; . 7
/ o8 2 Xs |
‘ - - |
\ - ‘
./ 4
reduktivna Lned )|
"\ eliminaciia \ H———R?
S N __— R2
'
R‘ R?

Shema 7. Mehanizam Sonogashira-ine reakcije

Arilni halid ulazi u paladijev kataliticki krug oksidativnom adicijom pri ¢emu nastaje

organometalni spoj kao produkt vezanja arila i halogenog elementa zasebno za atom paladija.

Istovremeno u bakrovom katalitickom krugu dolazi do disocijacije bakrovog halogenida i

nastajanja organometalnog spoja u kojem se

bakar veze na alkin supstitucijom s terminalnim

atomom vodika, koji se veze na viSesupstituirani amin koji s halogenidom nastalim

disocijacijom s bakrom, tvori kvaternu

amonijevu sol. Ta dva organometalna spoja

transmetaliranjem uzrokuju otpustanje halogena u arilnom, te bakra u alkinilnom spoju, uz

regeneraciju bakrovog halogena u bakrovom katalitickom krugu. U kona¢nom stupnju,

reduktivnom eliminacijom nastaje produkt Sonogashira-ine reakcije stvaranjem veze izmedu

arila i alkina, uz regeneraciju paladijevog kat

alizatora u paladijevom katalitickom krugu.

23




2. OPCI DIO

Sonogashira-ina rekcija je bila odli¢no prihvac¢ena kada je po prvi put objavljena, jer je
predstavljala rjeSenje mnogih problema s kojima su se organski kemicari tada susretali.
Uvodenjem bakrovog(l) jodida kao katalizatora u kombinaciji sa paladijevim katalizatorom

omogucena je konjugacija eninskih i arilnih alkina na sobnoj temperaturi.*®

2.7. '"KLIK' KEMIJA

Pojam 'klik' kemija prvi put je sa svojim suradnicima uveo Sharpless 2001. godine.*’
'KIik" kemija je opisana kao niz snaznih, visoko pouzdanih i selektivnih reakcija za brzu
sintezu novih spojeva. Ona nije ograni¢ena na specifi¢ni tip reakcije, ali se odvija po
odredenim zajedniCkim sintetskim putevima koji obuhvacaju niz reakcija, s razliitim
mehanizmima. 'Klik' reakcije pokreéu se visokom termodinamickom pokretackom silom

vecom od 20 kecal mol™, koja se odnosi na stvaranje veze ugljik-heteroatom.*®

U 'klik' kemiji reakcije moraju biti modularne, Sirokog opsega, dati visoka iskoristenja
S razlicitim pocetnim materijalima, a dobiveni produkt se mora jednostavno izolirati bez
koristenja kromatografskih metoda. Navedeni zahtjevi ukljucuju i blage reakcijske uvjete bez
osjetljivosti na vodu i kisik, lako dostupne materijale i reagense, koriStenje zelenih otapala

kao §to je voda ili reakcije bez otapala.9

Prvi primjer 'klik' reakcije je bakrom Katalizirana Huisgenova 1,3-dipolarna
cikloadicija azida i terminalniih alkina (CUAAC). Ta reakcija je regioselektivna jer nastaje
samo 1,4-supstituirani produkt, neosjetljiva je na otapala i moZze se provoditi pri sobnoj
temperaturi. Nadalje, omoguéava visoka iskoristenja i brza je oko 10" puta od nekatalizirane
reakcije. Posljednjih nekoliko godina, primjena 'klik' kemije ima eksponencijalan rast te se
koristi u istrazivanju lijekova, novih materijala i u biotehnologiji.*® Koristenjem rutenijevog
kompleksa kao katalizatora, Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija postaje regioselektivna za
1,5-supstituirani produkt.*®

Upravo zbog uloge 1,2,3-triazola kao bioizostera amidne skupine i njihovog utjecaja
na bioloSku aktivnost spojeva, Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija najraSirenija je 'klik'

reakcija posto nastaju selektivno supstituirani 1,2,3-triazoli (Shema 8).*®
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Shema 8. Prikaz bakrom katalizirane Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije

Mehanizam Huisgenove 1,3-dipolarne ciklizacije katalizirane bakrom prikazan je na

shemi 9. Smatra se da je pocetni korak reakcije nastajanje bakrovog(l) acetilida (5) iz Cu**

vezanog za ligand i terminalnog alkina. Proracuni funkcijske teorije gustoce pokazuju da se

preferirano odvija stupnjevita cikloadicija (5 — 6 — 7 — 8), a ne uskladena cikloadicija (5 —

8), S§to vodi do intrigantne Sesteroclane metalociklicke strukture (7). Pregradnjom

SesteroClanog prstena u peteroclani (8) te njegovim protoniranjem, dolazi do nastajanja

kona&nog 1,4-supstituiranog produkta s 91%-tnim iskoristenjem. >

S obzirom na pouzdanost i opéenitost bakrom katalizirane azid-alkin cikloadicije za

dobivanje N-heterociklickih farmakofora, reakcija se koristi u razli¢itim aspektima otkrivanja

lijekova.*
CuS0Oy
.1 -
R ligand (L)
\.}__ -. l reducens 1
I 1 . + + o R o
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Shema 9. Mehanizam Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije katalizirane bakrom
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2.8. UV/VIS | FLUORESCENCIJSKA SPEKTROSKOPIJA

Tijekom proteklih 30 godina, znacajno je poraslo koristenje fluorescencije u bioloskim
znanostima, posebno u biotehnologiji, proto¢noj citometriji, medicinskoj dijagnostici, DNA

sekvenciranju, forenzici te genetickim analizama.

Luminiscencija je emisija svjetlosti iz neke tvari, a odvija se iz elektronskih pobudenih
stanja. Dijeli se na dvije kategorije: Fluorescencija i fosforescencija, ovisno o prirodi
pobudenog stanja. Elektron je u pobudenom singletnom stanju suprotnog spina onome u
osnovnom stanju te je proces njegovog povratka iz pobudenog stanja dozvoljen, a tipicno
vrijeme trajanja fluorescencije je 10 ns. Povratkom elektrona iz pobudenog stanja, emitira se
foton, Cija je energija jednaka razlici energija dvaju stanja. UKkoliko se elektron nalazi u
tripletnom pobudenom stanju, njegov spin ima jednaku orijentaciju kao i spin elektrona u
osnovnhom stanju, zbog ¢ega je njegov povratak zabranjen. Kao posljedica toga, povratak
elektrona u osnovno stanje i emisija fotona usporeni su (10°3-10%) te se odvija

fosforescencija.

Fluorescencija se naj¢esce odvija iz aromatskih molekula jer su to konjugirani sustavi,
¢ija stabilnost omogucuje pobudu elektrona sa niskim energijama UV ili vidljivog dijela
spektra elektromagnetskog zracCenja. Podatci dobiveni mjerenjima pomocu fluorescencijske
spektroskopije prikazani su u obliku emisijskog spektra, tj. odnosa intenziteta fluorescencije

te valne duljine (nm) ili valnog broja (cm™).

Procesi koji se odvijaju izmedu apsorpcije 1 emisije svjetlosti obicno se prikazuju
Jablonski dijagramom (Slika 17). Na njemu su prikazana osnovna i pobudena elektronska i
vibracijska stanja te svi moguci procesi (vibracijska relaksacija, unutarsustavni prijelaz,

unutarnja konverzija, emisija).

S: 1
\ Unutarnja .
, konverzija Medusustavni
= = )
Apsorpeja Fluorescencija ¥ _r' "
J hv,
m g |y l Fosforescencija |
2
So é !

Slika 17. Tipi¢ni prikaz Jablonski dijagrama
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Analizom Jablonski dijagrama, mogucée je utvrditi da je energija emisije, odnosno
fluorescencije niza od apsorbirane energije, te se ona odvija pri viSim valnim duljinama.
Prate¢i proces apsorpcije svjetla, uocava se pobudivanje elektrona do viSeg vibracijskog
stanja S1 ili S2. U ve¢ini slucajeva, sa rijetkim iznimkama, molekule se brzo vraéaju u najnize
vibracijsko stanje S1 procesom zvanim interkonverzija. Posto je taj proces iznimno brz,
obi¢no se dogada prije emisije. Iz tog se razloga emisija dogada iz termicki uravnotezenog
najnizeg vibracijskog stanja S1, koji rezultira pomakom u valnim duljinama apsorpcije i

emisije, koja se naziva Stokes-ov pomak (Slika 18).>

Stokes-ov pomak
b====1

Energija pobude
2lisnwe Jayzuajur

Valna duljina (nm)

Slika 18. Stokes-ov pomak

Apsorpcijom fotona u UV-VIS podrucju (200nm-800nm) pobuduju se specifi¢ni
valentni elektroni u odredenoj skupini, koja se naziva kromofor i odgovorna je za boju
doticnog spoja. Supstituenti koji sami ne daju boju, ali utje¢u na povecanje (hiperkromni
efekt) ili smanjenje (hipokromni efekt) valne duljine apsorbirane svjetlosti te se nazivaju

auksokromi ili antiauksokromi.>?

Intenzitet apsorpcije proporcionalan je koncentraciji, ¢ , i duljini puta, | , prema

Bouguer-Lambert-Berr-ovom zakonu:

'{D
ﬂEng?=£Cl
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2.9. VEZANJE MALIH MOLEKULA ZA MOLEKULU DNK

Sekvenca i struktura DNK usko je povezana s mnogim bioloskim procesima - onima Koji
su neophodni za funkciju naseg organizma, kao i onima koji su Stetni. Neke bolesti su
povezane sa specifiénim poretkom parova baza ili njihovim neslaganjem, koje se ponekad
dogodi tijekom replikacije DNK. Neuskladenosti unutar DNK mogu se smatrati obecavaju¢im
metama za biomedicinsku dijagnostiku i terapiju - sa paZljivo dizajniranim malim
molekulama kao aktivnim agensima.*

Upravo to poznavanje slijeda genoma, dobro prou¢ena 3D struktura DNK te poznavanje
svojstava njenith kemijskih 1 funkcionalnih skupina, ¢ini DNK vrlo atraktivnom metom za
dizajn lijekova. Medutim, broj poznatih lijekova kojima je meta djelovanja DNK joS$ uvijek je
znatno manji u usporedbi s onima &ija su meta proteini.>*

Proucavanje prirode vezivanja malih molekula za DNK izuzetno je vazno jer takvi lijekovi
1 kemikalije mogu znacajno utjecati na ekspresiju geneticke informacije te pokazati dobre

rezultate u lijeGenju bolesti koje imaju uginak na proliferaciju i diferencijaciju stanica.*

Osim toga, istrazivanje interakcija malih molekula s DNK omogucava i razumijevanje
toksicnosti lijekova 1 tvari koji sadrze metalne ione. NajeS¢e se za ispitivanje interakcija
malih molekula s DNK koristi ct-DNK, a to je polimer slijeda fosfata s odgovaraju¢im
Sec¢erom te malom koli¢inom proteina i visoko polimeriziranom okosnicom. Mogu¢i modeli

interakcije izmedu malih molekula 1 DNK opc¢enito se mogu ostvariti tri na¢ina:

1) elektrostatsko povezivanje izmedu kationskih vrsta i negativnog naboja DNK,
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2) 'groove binding', odnosno vezivanje u utore DNK vodikovim vezama ili Van der

Waalsovim silama

Parovi baza promatrani
iznad uzvojnice
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3) interkalacijsko vezivanje lijeka izmedu parova baza.

d
H Veliki
g utor

Interkalacija planarnog
liganda u dvostruku uzvojnicu

29



2. OPCI DIO

Vezivanje za DNK je klju¢ni korak u ispitivanju aktivnosti lijekova koji potencijalno
utjecu na DNK. Mogu se koristiti razlicite tehnike za ispitivanje interakcije malih molekula s
DNK, kao $to su: UV-Vis spektrometrija, fluorescencija, CD spektroskopija, rendgenska
difrakcija, gel elektroforeza i dinamitka viskoznost.”®> Medu njima se istice UV-Vis
apsorpcijska spektroskopija jer ima izuzetno Siroku upotrebu za detekciju interakcije malih
molekula s DNK te kompleksa koji oni tvore. Kad mala molekula reagira s DNK i ¢ini
kompleks, mogu se uociti promjene apsorbancije i/ili polozaja signala, tj. pika. JaCina
interakcije proporcionalna je promjeni magnitude ili pomaku signala. Interkalacijsko
vezivanje malih molekula s DNK najéesce rezultira hipokromizmom sa crvenim pomakom. S
druge strane, kod vezivanja u utore ili elektrostatske interakcije s DNK, uocava se
hiperkromizam bez ili s vrlo malim crvenim pomakom, koji odrazava odgovaraju¢e promjene
u konformaciji i strukturi DNK. Fluorescencijska emisijska spektroskopija pruza dodatne
informacije u razumijevanju nagina vezivanja malih molekula za DNK.>*

Najpoznatija molekula koja se veze za DNK je cis-diamin-diklorplatina(ll),
jednostavni kvadratno-planarni kompleks koji je postao medunarodno poznat pod nazivom
cisplatin (Slika 19). Upravo to §to cis izomer ima izrazitu antitumorsku aktivnost, a trans ne
pokazuje nikakvu, potvrduje Cinjenicu da interakcije s DNK imaju veliku ulogu u bioloskim

procesima te da su izuzetno specific¢ne.
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Slika 19. Molekula cisplatina i njeno djelovanje vezivanjem za DNK
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U posljednjim desetlje¢ima pripravljeno je mnogo molekula razli¢itih veli¢ina i
karakteristika koje se vezu za DNK. Oligonukleotidi, peptidne nukleinske kiseline i
piroloimidazolni poliamidi, koji reagiraju vrlo specifi¢no s parovima baza tvoreci trostruke
uzvojnice te kao takvi prepoznaju odredene nizove baza. Drugi oligomeri, koji se smjestaju
izmedu parova baza i vezu za razli¢ite polozaje na DNK pripravljeni su kao strukturni analozi

naftalendiimida.

Sljedec¢a skupina spojeva koji sadrze metale, kao 1 cisplatin, vrlo uocljivo se vezu za
DNK jer su to poliazaaromatski kompleksi rutenija koji se ponaSaju kao 'prekidaci svjetla'.
Luminiscencija tih kompleksa ovisi o DNK te tako ukoliko je u vodenoj otopini kompleksa
prisutna i DNK, njihova emisija je vidljiva (ali ne uvijek). Ukoliko DNK ima neka neslaganja
parova baza, emisija je jo§ izraZenija. Prema tome, postoji potencijalna vrlo uspje$na primjena

takvih kompleksa u terapiji zraCenjem.

Zbog razli¢itih moguénosti interakcije malih molekula s DNK, vrlo je tesko istraZivati
njihov utjecaj 1 to¢ne mehanizme djelovanja. Male molekule mogu se vezati za DNK u veliki
ili mali utor dvostruke uzvojnice, kovalentnim i nekovalentnim interakcijama, a mogu i
prekinuti t-veze izmedu parova baza na razli¢ite na¢ine. No, ne postoji niti odredena struktura
ili veli¢ina molekule koja uvjetuje njenu interakciju sa DNK 1 takvih molekula ima medu
razli¢itim vrstama 1 derivatima spojeva, $to joS viSe otezava proces istraiivanja.53

Medutim, istrazivanja su pokazala povezanost malih molekula koje imaju centar
naboja s njihovim vezivanjem u mali utor DNK. To je uspjesno dokazano vezivanjem
molekule indola (Slika 20) i njenih derivata za DNK. Zbog prisutstva atoma dusika u polozaju
1, molekula indola je potencijalni donor za vodikovu vezu, a takoder su vezani i razli¢iti bo¢ni
lanci sa jakim akceptorima (>C=0) i donorima vodikove veze (-OH, -NH;). Akceptori ili
donori za vodikovu vezu ne samo da olakSavaju uspostavljanje intermolekularnog kontakta
izmedu malih molekula i1 oligomera DNK, ve¢ 1 odreduju specificni slijed duSicnih baza DNK

za koje se mogu vezati.>®

| A\

Slika 20. Struktura indola
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2.10. PREDVIDANJE SPEKTRA AKTIVNOSTI SPOJEVA IN SILICO
ANALIZOM (PASS)

Bioloska aktivnost spoja se moze definirati kao interakcija spoja s bioloSkom vrstom.
U klinickim ispitivanjima to je ljudski organizam, u predklini¢kim ispitivanjima radi se o
Zivotinjskom organizmu (in vivo) ili eksperimentalnoj metodi (in vitro).>’

Osim toga, u novije vrijeme se rabi i in silico analiza koja podrazumijeva predvidanje i
simulaciju bioloske aktivnosti spojeva sofisticiranim kompjuterskim programima 1
algoritmima na temelju velike baze podataka enzima i drugih meta lijekova te drugih bioloski
aktivnih tvari. Izraz in silico izveden je iz latinskih izraza in vitro i in vivo. Tako jo$ uvijek nije
sigurno otkud potjece takav naziv, smatra se da je povezan sa silicijem, metalom koji je
kljuéna sastavnica kompjuterskih cipova. Takav nacin analize moZe znacajno skratiti

----- 58,59

Bioloska aktivnost ovisi o strukturi spoja, raspodjeli naboja, fizikalno-kemijskim
svojstvima i dr., te o bioloskoj vrsti (spol, dob, itd.) i nacinu lijeCenja (koncentracija spoja, put
biokemijske razgradnje). Svaki bioloski aktivni spoj pokazuje Sirok spektar razli¢itih uc¢inaka.
Neki se mogu koristiti kao lijekovi, a drugi uzrokovati razli¢ite nuspojave ili mogu biti
toksicni. Sve aktivnosti uzrokovane jednim spojem smatraju se spektrom bioloSke aktivnosti

tvari.>®

Vecina poznatih raCunalnih metoda, koje se koriste za otkrivanje lijekova, proucava
samo jednu ili mali broj aktivnosti neke klase spojeva. Program za istovremeno predvidanje
farmakoloske aktivnosti, mehanizma i specificne toksi¢nosti na temelju 2D strukture spoja je
dobar izbor za pronalazenje novih lijekova. Predvidanje spektra aktivnosti spojeva (PASS,
eng. Prediction of Activity Spectra for Substances) je racunalni program koji moze predvidjeti
viSe od 3750 ucinaka farmakoloskih supstanci i biokemijske mehanizme na temelju strukturne
formule tvari, prosje¢nom toksi¢nosti od 95 %. Pronasao je primjenu u predvidanju bioloske
aktivnosti kod sinteze i istrazivanja novih lijekova, medicinskoj kemiji, racunalnoj kemiji,
farmakogenomici, kemogenomici, kvalitativnom odredivanju odnosa strukture i aktivnosti
(SAR), translacijskom ispitivanju i medicini.®

PASS algoritam se temelji na Bayesianovim procjenama vjerojatnosti molekula koje
pripadaju klasi aktivnih i1 neaktivnih spojeva. Ovaj program procjenjuje predvideni spektar

aktivnosti kao mogucu aktivnost (Pa) i moguc¢u ne-aktivnost (Pi). Predvidanje se temelji na
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SAR analizi trening seta, koji sadrzi vise od 205 000 spojeva s vise od 3750 bioloskih

aktivnosti. Vrijednosti Pa i Pi variraju od 0 do 1, i opéenito je Pa+Pi# 1.%°

Prednosti PASS metode su u tome $to su kao ulazni podatak potrebne samo 2D
strukture. Parametri ove metode predstavljaju bioloski prostor i svojstva molekula u
bioloskom prostoru, za razliku od mnogih drugih deskriptora, koji odrazavaju strukturna
svojstva molekula. Mogu se Kkoristiti za grupiranje spojeva prema svojim bioloskim
svojstvima, a ne prema njihovoj strukturnoj sli¢nosti. Predvidanja su brza, proracun spektra

bioloske aktivnosti za 10 000 spojeva na obicnom ra¢unalu moze trajati 5 minuta.®
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3.1. OPCE NAPOMENE

Sva koristena otapala susena su i proc¢iS¢avana prema preporucenom postupku susenja

agensima i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A.

Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC), koja je provodena na
plo¢ama 60F-254 presvucenim slojem silikagela Merck u odgovaraju¢em 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 odgovaraju¢em 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 cjevéici promjera 5 mm. Kemijski pomaci
(6) u 'H-NMR spektrima izraZeni su u jedinicama ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS,
0=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.

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru. Fluorescencijski
emisijski spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometru. U oba slucaja koriStene su

kvarcne kivete promjera 0,5 cm te volumena 3 cm?®.

Reakcije potpomognute mikrovalnim zratenjem provedene su u Milestone Start S

mikrovalnoj pe¢nici u kvarcnim posudama.
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3.2. PREGLED SINTETIZIRANIH SPOJEVA
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3.3. PRIPRAVA SPOJEVA

3.3.1. 4-N-benzoil-5-jodcitozin (1)

N-4-benzoilcitozin (3 g; 19,95 mmol) otopljen je u acetonitrilu (140 ml; 13,95 mmol) te je u
reakcijsku smjesu dodan 1, (1,890 g; 15 mmol) i amonijev cerijev(IV)nitrat (CAN; 8,2233 g;
15 mmol). Reakcijska smjesa zagrijavana je na temperaturi refluksa 2h, a tijek reakcije pracen
tankoslojnom kromatografijom (TLC). Otapalo je upareno, a sirova smjesa prociS¢ena
kolonskom kromatografijom (CHCl,, potom CH,Cl,/MeOH=30/1 i 10/1). Izolirani su bijeli
pahuljasti kristali spoja 1 (1,4810 g; 31,27%; T;= 106-108°C).

3.3.2. 4-N-benzoil-5-jod-1-N-(prop-2-inil)pirimidin-2-on (2)

Spoj 1 (240,9 mg; 0,64 mmmol) otopljen je DMF-u (10 ml). U reakcijsku smjesu dodan je
natrijev hidrid (24,96 mg; 1,04 mmol) a nakon pola sata propagil-bromid (0,101 ml). Reakcija
je mijeSana preko noci pri sobnoj temperaturi, a tijek reakcije praéen je TLC-om. Otapalo je
upareno, a sirova smjesa je procis¢ena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH=30/1).
Dobiveni su bijeli kristali spoja 2 (197,1 mg; 73,34 %).

3.3.3. 4-N-benzoil-1-N-((1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2-on
©)

Spoj 2 (101,6 mg; 0,268 mmol) je stavljen u kvarcnu kivetu i otopljen u DMF-u (7 ml) i
smijesi tert-butanol : voda (1:1) (3,7 ml). U otopinu je dodana 1 M otopina bakrovog(ll)sulfata
(0,04 ml) i bakar (16,9 mg; 0,268 mmol), te 1-azido-4-klorbenzen (0,65 ml; 0,322 mmol) i
kvarcna kiveta stavljena u mikrovalni reaktor na 80°C tijekom 45 min sa prethodnom
minutom zagrijavanja te 5 minuta hladenja na kraju. Tijek reakcije pra¢en je TLC-om, a
nakon zavrSetka reakcijska smjesa je uparena i1 proc¢iS¢ena kolonskom kromatografijom
(CH.CI,, zatim CH,Cl,/MeOH=100/1). Izoliran je spoj 3 u obliku bijelih pahuljastih kristala
(40,8 mg; 28,65%; T= 250-253°C).

3.3.4. 4-N-benzoil-1-N-((1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2-on (4)

Spoj 2 (176,9 mg; 0,467 mmol) je stavljen u kvarcnu kivetu i otopljen u DMF-u (5 ml) i
smjesi tert-butanol : voda (1:1) (6,45 ml). U otopinu je dodana 1 M otopina bakrovog (1)
sulfata (0,07 ml) i bakar (29,4 mg; 0,467 mmol), te natrijev azid (36,4 mg; 0,560 mmol) i
kvarcna kiveta stavljena u mikrovalni reaktor na 80°C tijekom 45 min sa prethodnom
minutom zagrijavanja te 5 minuta hladenja na kraju. Tijek reakcije pracen je TLC-om, a

nakon zavrSetka reakcijska smjesa je uparena i prociS¢ena kolonskom kromatografijom
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(CH2Cl,/MeOH=120/1). U obliku bijelin pahuljastih kristala izoliran je spoj 4 (12,5 mg; 6,02
%; 197-200°C).

3.3.5. . 4-N-benzoil-1-N-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2-on (5)

Spoj 2 (180 mg; 0,475 mmol) je stavljen u kvarcnu kivetu i otopljen u DMF-u (5 ml) i smjesi
tert-butanol : voda (1:1) (6,56 ml). U otopinu je dodana 1 M otopina bakrovog(ll)sulfata (0,16
ml) i bakar (29,9 mg; 0,475 mmol), te fenil-azid (1,14 ml; 0,570 mmol) i kvarcna kiveta
stavljena u mikrovalni reaktor na 80°C tijekom 45 min sa prethodnom minutom zagrijavanja
te 5 minuta hladenja na kraju. Potom je u reakcijsku smjesu dodano jos 0,4 ml otopine CuSO4
te je reakcija nastavljena u mikrovalnom reaktoru dodatnih 45 min u prethodno navedenim
uvjetima. Tijek reakcije pracen je TLC-om, a nakon zavrSetka reakcijska smjesa je uparena i
procis¢ena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH=200/1). Izoliran je spoj 5 u obliku
bijelih pahuljastih kristala (39,9 mg; 16,90%; T;= 217-218°C).

3.3.6. 4-N-benzoil-1-N-((1-(2-klorfenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2-on
(6)

Spoj 2 (106,9 mg; 0,282 mmol) je stavljen u kvarcnu kivetu i otopljen u DMF-u (7 ml) i
smijesi tert-butanol : voda (1:1) (3,9 ml). U otopinu je dodana 1 M otopina bakrovog(ll)sulfata
(2 ml) i bakar (17,8 mg; 0,282 mmol), te 1-azido-2-klorbenzen (0,68 ml; 0,338 mmol) i
kvarcna kiveta stavljena u mikrovalni reaktor na 80°C tijekom 45 min sa prethodnom
minutom zagrijavanja te 5 minuta hladenja na kraju. Zatim je reakcijska smjesa mijeSana
preko noci na sobnoj temperaturi i nakon toga 15 min u mikrovalnom reaktoru u prethodno
navedenim uvjetima. Tijek reakcije pracen je TLC-om, a nakon zavrSetka reakcijska smjesa je
uparena i pro¢iS¢ena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH=200/1). Izoliran je spoj 6 u
obliku bijelih pahuljastih kristala (36,6 mg; 24,45 %; T;= 217-220°C).

3.3.7. 4-N-benzoil-1-N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2-on (7)

Spoj 2 (314,6 mg; 0,830 mmol) je stavljen u kvarcnu Kivetu i otopljen u DMF-u (10 ml) i
smjesi tert-butanol : wvoda (1:1) (11,5 ml). U otopinu je dodana 1 M otopina
bakrovog(ll)sulfata (1,3 ml) i bakar (52,3 mg; 0,823 mmol), te benzil-azid (2 ml; 0,991
mmol). Kvarcna Kiveta je zatim stavljena u mikrovalni reaktor na 80°C u trajanju od 45 min
sa prethodnom minutom zagrijavanja te 5 minuta hladenja na kraju. Nakon toga, reakcija je

provodena preko noci na sobnoj temperaturi. Nakon zavrSetka reakcije reakcijska smjesa je
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uparena te proc¢iS¢ena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH=200/1). Spoj 7 izoliran je
u obliku bijelih pahuljastih kristala (251,98 mg; 57,07%; T:= 197-200°C).

3.3.8. 4-N-benzoil-1-N-((1-p-tolil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2-on (8)

Spoj 2 (215,8 mg; 0,569 mmol) otopljen je u DMF-u (3 ml) te u smjesi tert-butanol : voda
(2:1) (7,9 ml). U otopinu je dodana 1 M otopina bakrovog(ll)sulfata (0,09 ml) i bakar (35,9
mg; 0,565 mmol), te tolil-azid (1,37 ml; 0,683 mmol) i kvarcna kiveta stavljena u mikrovalni
reaktor na 80°C u trajanju od 45 min sa prethodnom minutom zagrijavanja te 5 minuta
hladenja na kraju. Nakon toga je reakcijska smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi preko noci.
Tijek reakcije pracen je TLC-om, a nakon zavrSetka uparena je 1 prociS¢ena kolonskom
kromatografijom (CH,Cl,/MeOH=200/1). Spoj 8 izoliran je u obliku bijelih patuljastih
kristala (19,1 mg; 6,56%; T:= 212-214°C).

3.3.9. 4-N-benzoil-1-N-((1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-(dodec-1-
inil)pirimidin-2-on (9), 7-benzoil-3-((1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-decil-
3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2(7H)-on (17) i 3-((1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-
6-decil-3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2(7H)-on (23)

Spoj 3 (49,1 mg; 0,092 mmol) otopljen je u 5 ml DMF-a. Zatim mu je dodan dodecin (0,03
ml; 0,138 mmol) te bakrov(l)jodid (3,5 mg; 0,018 mmol), (PPhs),Pd (10,6 mg; 0,0092 mmol)
i trietilamin (0,25 ml; 1,84 mmol). Reakcija je mijeSana na sobnoj temperaturi uz struju
argona preko noci, a tijek je pracen TLC-om. Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je
uparena i prociS¢ena kolonskom kromatografijom (CH.Cl,, zatim CH,Cl,/MeOH=200/1,
CH,Cl,/MeOH=100/1) pri ¢emu su izolirani spojevi 9 (5,2 mg; 9,92%; T;= 98-100°C), 17
(10,8 mg; 20,60%; T= 241-244°C) i 23 (18,7 mg; 43,74%; T;= 232-234°C).

3.3.10. 4-N-benzoil-1-N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-(3-fenilprop-1-
inil)pirimidin-2-on (10) i 6-benzil-3-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3H-pirolo[2,3-
d]pirimidin-2(7H)-on (24)

Spoj 7 (131,5 mg; 0,257 mmol) otopljen je u DMF-u (10 ml), zatim mu je dodan 3-fenil-1-
propin (0,05 ml; 0,385 mmol) te bakrov(l)jodid (9,7 mg; 0,051 mmol), (PPh3)sPd (29,7 mg;
0,0257 mmol) i trietilamin (0,07 ml; 0,514 mmol). Reakcija je provedena na sobnoj
temperaturi uz struju argona preko noci, a tijek je pra¢en TLC-om. Zatim je reakcijska smjesa
zagrijavana na 80°C oko 5 sati te je nakon toga mijeSana preko noci na sobnoj temperaturi. PO

zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je uparena i prociS¢ena kolonskom kromatografijom
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(CHCl,, zatim CH,Cl,/MeOH=100/1, CH,Cl,/MeOH=70/1). Izolirani su spojevi 10 (19,8
mg; 15,40%; T,= 241-244°C) i 24 (16,1 mg; 15,85 %; T> 260°C).

3.3.11. 4-N-benzoil-1-N-((1-(4-Kklorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-((3,5-
difluorfenil)etinil)pirimidin-2-on (11), 7-benzoil-3-((1-(4-klorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-6-(3,5-difluorfenil)-3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2(7H)-on (18) i 3-((1-(4-klorfenil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-(3,5-difluorfenil)-3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2(7H)-on (25)

Spoj 3 (106,2 mg; 0,200 mmol) otopljen je u DMF-u (10 ml). Zatim mu je dodan 1-etinil-3,5-
difluorbenzen (0,04 ml; 0,300 mmol) te bakrov(l)jodid (7,6 mg; 0,040 mmol), (PPhs)4Pd
(31,1 mg; 0,020 mmol) i trietilamin (0,06 ml; 0,400 mmol). Reakcija je mijeSana na sobnoj
temperaturi uz struju argona preko noc¢i, a tijek je pracen TLC-om. Po zavrSetku reakcije,
reakcijska smjesa je uparena i proc¢iSéena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,, zatim
CH,Cl,/MeOH=150/1, CH,Cl,/MeOH=100/1). Izolirani su spojevi 11 (7 mg; 5,41%; T =
228-230°C), 18 (13,3mg; 10,29%; T:=87°C) i 25 (16,7 mg; 15,42%; T;> 260°C).

3.3.12. 4-N-benzoil-1-N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-(hept-1-inil)pirimidin-2-
on (12) i 7-benzoil-3-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-pentil-3H-pirolo[2,3-
d]pirimidin-2(7H)-on (19)

Spoj 7 (102,3 mg; 0,200 mmol) otopljen je u DMF-u (10 ml). Zatim mu je dodan heptin (0,04
ml; 0,300 mmol) te bakrov(l)jodid (7,6 mg; 0,040 mmol), (PPhsz)4Pd (31,1 mg; 0,020 mmol) i
trietilamin (0,06 ml; 0,400 mmol). Reakcija je mijesana na sobnoj temperaturi uz struju
argona preko noci, a tijek je pracen TLC-om. Zatim je reakcijska smjesa je zagrijavana na
80°C tijekom 5 sati i ponovno mijeSana preko noci na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku
reakcije, reakcijska smjesa je uparena i prociS¢ena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,,
zatim CH,Cl,/MeOH=200/1, CH,Cl,/MeOH=150/1). Izolirani su spojevi 12 (6,8 mg; 7,8%;
T¢=203-205°C) i 19 (16,6 mg; 17,29%; T;= 200°C).

3.3.13. 4-N-benzoil-1-N-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-(dodec- 1-inil)pirimidin-
2-on (13) i 7-benzoil-3-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-decil-3H-pirolo[2,3-
d]pirimidin-2(7H)-on (20)

Spoj 7 (79,1 mg; 0,155 mmol) otopljen je u DMF-u (8 ml). Zatim mu je dodan dodecin (0,05
ml; 0,232 mmol) te bakrov(l)jodid (5,8 mg; 0,031 mmol), (PPh3)4Pd (17,8 mg; 0,015 mmol) i
trietilamin (0,04 ml; 0,309 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi uz

struju argona preko no¢i, a tijek je pracen TLC-om. Zatim je smjesa zagrijavana na 80°C 5
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sati te je dodano jos 0,3 ml trietilamina i ponovno mijeSana preko no¢i na sobnoj temperaturi.
Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je uparena i proc¢is¢ena kolonskom kromatografijom
(CHCl,, zatim CH,Cl,/MeOH=400/1, CH,Cl,/MeOH=100/1). Izoliran je spoj 13 (9,5 mg;
11,14%:; T,= 245-247°C), a spoj 20 dokazan je *H-NMR spektroskopijom, ali nije izoliran.

3.3.14. 4-N-benzoil-1-N-((1-p-tolil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-(3,5-
bis(trifluormetil)fenil)etinil)pirimidin-2-on (14) i

5-((3,5-bis(trifluormetil)fenil)etinil)-4-imino-1-((1-p-tolil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-on (16)

Spoj 8 (10,3 mg; 0,020 mmol) otopljen je u DMF-u (2 ml). Zatim mu je dodan 3,5-
di(trifluormetil)fenil (0,01 ml; 0,030 mmol) te bakrov(l)jodid (0,8 mg; 0,004 mmol),
(PPh3)4Pd (2,3 mg; 0,002 mmol) i trietilamin (0,05 ml; 0,402 mmol). Reakcija je mijeSana na
sobnoj temperaturi uz struju argona preko noéi, a tijek je pracen TLC-om. Reakcijska smjesa
je potom uparena i procis¢ena kolonskom kromatografiom (CH,Cl,, zatim
CH,Cl,/MeOH=400/1, CH,CIl,/MeOH=100/1). Izolirani su spojevi 14 (7,8 mg; 63,69 %; T;=
227-230°C) i 16 (8,4 mg; 81,22 %; T= 192-195°C).

3.3.15. 4-N-benzoil-1-N-((1-(4-jodfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5--(non-1-
inil)pirimidin-2-on (15) i 7-benzoil-6-heptil-3-((1-(4-jodfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-
3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2-(7H)-on (21)

IFTC (158,5 mg; 0,255 mmol) otopljen je u DMF-u (22 ml). Zatim mu je dodan nonin (0,06
ml; 0,382 mmol) te bakrov(l)jodid (9,6 mg; 0,051 mmol), (PPhsz)4Pd (29,4 mg; 0,025 mmol) i
trietilamin (0,35 ml; 2,545 mmol). Reakcija je mijeSana na sobnoj temperaturi uz struju
argona preko no¢i, a tijek je pracen TLC-om. Zatim je dodano jo§ 0,3 ml trietilamina i
reakcijska smjesa zagrijana 3 h na 80°C, a zatim uparena i1 prociS¢ena kolonskom
kromatografijom (CH,Cl,, zatim CH,Cl,/MeOH=300/1, CH,Cl,/MeOH=200/1). Izolirani su
spojevi 15 (7,3 mg; 4,62 %; T;= 85-87°C) i 21 (16,8 mg; 10,64 %; T;= 223-230°C).

3.3.16. 7-benzoil-6-fenetil-3-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-7,7a-dihidro-1H-
pirolo[2,3-d]pirimidin-2(3H)-on (22)

Spoj 5 (20,1 mg; 0,041 mmol) otopljen je u DMF-u (10 ml). Zatim mu je dodan 1-butinfenil
(0,01 ml; 0,061 mmol) te bakrov(l)jodid (1,5 mg; 0,008 mmol), (PPhs)4Pd (4,7 mg; 0,004

mmol) i trietilamin (0,1 ml; 0,810 mmol). Reakcija je mijesana na sobnoj temperaturi uz
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struju argona preko no¢i, a tijek je pracen TLC-om. Zatim je reakcijska smjesa uparena i
procis¢ena  kolonskom  kromatografijom (CH.Cl,, zatim  CH,Cl,/MeOH=150:1,
CH,Cl,/MeOH=100:1). Izoliran je spoj 22 (9,2 mg; 44,95 %; T;= 230-234°C).
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4.1. SINTEZE SPOJEVA

Reakcijom jodiranja N-4-benzoilcitozina s I, uz cerijev(IVV)amonijev nitrat (CAN) u
acetonitrilu (AcN) pripravljen je klju¢ni prekursor N-4-benzoil-5-jodcitozin (1). Zatim je
reakcijom N-alkiliranja N-4-benzoil-5-jodcitozina (1) uz NaH (1,2 mol) kao deprotonirajuce
sredstvo te propargil-bromid (1,2 mol) u DMF-u pripravljen N-1 propargilirani derivat 5-
jodcitozina (2), polazni spoj za 'klik' reakcije potpomognute mikrovalovima (Shema 1).

Shema 1: Reagensi i uvjeti: (i) I,/ CAN/ AcN/ 2 h refluks, 24 h sobna temp.
(it) NaH/ Br-CH,-C=CH/DMF/24 h sobna temp.

N-1-triazolilni derivati (3-8) su dobiveni 'klik' reakcijom, tj. Huisgenovom 1,3-
dipolarnom cikloadicijom, potpomognutom mikrovalnim zra¢enjem, propargiliranog
citozinskog derivata (2) i odgovaraju¢ih azida s bakrom kao katalizatorom, pri ¢emu su

pripravljeni 1,4-disupstituirani regioizomeri 1,2,3-triazola (Shema 2).

(0]
HN)\© HN)\©
N7 I . NZ |
| 0} |
O)\)Nj/ O)\N

2 3-8, IFTC \

N

IFTC

55 600

Shema 2: Reagensi i uvjeti: (i) azid/CuSO,4/ H,0O: tert-BuOH=1:1/DMF/Cu/45 min 80°C u

mikrovalnom reaktoru
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Mehanizam Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije prikazan na shemi 3 prikazuje
specificnost bakra kao katalizatora, koji prvo stvara kompleks s acetilenom nakon ¢ega azid
istiskuje drugi ligand koji je vezan za bakar pri cemu nastaje sesteroc¢lani bakar (111) cikli¢ki
kompleks, ¢ijom pregradnjom nastaje 1,2,3-triazol.
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Shema 3: Mehanizam bakrom katalizirane azid-alkin Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije

Sonogashira-inom reakcijom derivata N-4-benzoil-5-jod-N-1-metiltriazolilcitozina (3-
8, IFTC) (1 mol) s alifatskim i aromatskim terminalnim alkinima uz kataliticku koli¢inu
tetrakistrifenilfosfin paladija ((PPhs)4Pd, 0,1 mol), Cul (0,2 mol) i trietilamina (2 mol) u
DMF-u sintetizirani su C-5-supstituirani derivati N-4-benzoil-N-1-metiltriazolilcitozina (9-15)
(Shema 4). Derivat N-1-metiltriazolilcitozina (16) bez benzoilne zastitne skupine na polozaju

N-4 u toj je reakciji dobiven kao nusprodukt. Mehanizam reakcije prikazan je na shemi 5.
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Shema 4. Reagensi i uvjeti: (i) terminalni alkin/ Cul/ (PPh3)4Pd/ EtsN/DMF/ 24 h/ sobna t.
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inom reakcijom.

Shema 5. Mehanizam nastajanja C-5 supstituiranih citozinskih derivata (9-16) Sonogashira-
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Derivati 6-alkil(aril)pirolo[2,3-d]pirimidin-2-ona (17-25) sintetizirani su 5-endo-dig
elektrofilnom ciklizacijom (N-heteroanulacijom) C-5 alkinilnih derivata citozina (9-15), uz
dodatak trietilamina i bakrovog(l)jodida (Shema 6.)
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Shema 6. Reagensi i uvjeti: (i) terminalni alkin/Cul/ (PPh3),Pd/ EtsN/ toluen/ 24 h/ s.t.; (ii)
Cul, EtzN

Ovi su bicikli¢ki pirolopirimidinski analozi sintetizirani, odnosno razli¢itih alkinilnih
derivata kataliziranom bakrovim(l)jodidom i trietilaminom pri poviSenoj temperaturi ili
produljenjem vremena reakcije. Reakcija ciklizacije uklju¢uje dusik u polozaju C-4
pirimidinskog prstena i etinsku vezu na polozaju C-5 pirimidinskog prstena. Ovakve
ciklizacije katalizirane bakrovim(l)jodidom mogu se provoditi i in situ, ili pak izoliranjem

supstituiranih 5-alkinilcitozina.

Intermolekularna 5-endo-dig ciklizacija 5-alkilpirimidina je bitna strategija u sintezi
pirolo[2,3-d]pirimidina i drugih heterocikla. Kao sto je prikazano na shemi 7, reakcija se
odvija aktiviranjem alkinilnog ostatka koordinacijom prijelaznog metala Cu(l), nakon koje
dolazi do nukleofilnog napada dusika na aktivirani sp ugljik koji dovodi do ciklizacije
produkta. U odsutnosti prijelaznog metala, endo-dig ciklizacija se moze provoditi u bazi¢nim

uvjetima.
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Shema 7: Mehanizam nastajanja pirolo[2,3-d]pirimidina (17-25) 5-endo-dig ciklizacijom C-5
supstituiranih citozinskih derivata.

4.2. Strukturna karakterizacija novopripravljenih spojeva 'H NMR
spektroskopijom

4.2.1. Analiza spektara *H NMR C-5 supstituiranih, N-1 i C-5 disupstituiranih citozinskih
derivata i C-6 i N-1 supstituiranih derivata 7-deazapurina

Asigniranje "H NMR spektara provedeno je na osnovu kemijskih pomaka, intenziteta

signala, multipliciteta rezonancija te H-H konstanti sprega.

o - &
5" H-G T
H-4
HN

HH

Slika 1. *H NMR spektar N-4-benzoil-5-jodcitozina (1)

U 'H NMR spektru N-4-benzoil-5-jodcitozina (1) prisutni su signali za protone
pirimidnskog prstena (NH-1, NH-3 i H-6) i fenilne protone benzoilne skupine, uz istovremeni
izostanak signala za H-5 proton (5,58 ppm) pirimidinskog prstena ¢ime je potvrdeno jodiranje
polozaja C-5 N-4-benzoilcitozina (Slika 1).
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Slika 2. Prikaz opc¢ih struktura N-1 triazolilnih i N-1 triazolilnih, C-5 alkinilnih N*-
benzoilcitozinskih derivata te N-3 triazolilnih pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata

U 'H NMR spektrima spojeva 3-8, pored signala pirimidinskog prstena prisutni su
signali za proton triazolnog prstena na ~8 ppm (H-3'), signali za fenilne protone vezane za
plozaj 4 triazola (dubleti na 8,23 - 7,99 ppm intenziteta 4H) i signal za metilenske protone H-
1'~ 5,1 ppm (slike 3 i 4). Signali za fenilne protone benzoilne skupine intenziteta 5H prisutni

suna7,3-7,99 ppm.

H-1'

)213 | l'-l-6

3N ‘ Ph-Tr + Ph-Bz

Slika 3. 'H NMR spektar spoja 6
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Slika 4. *H NMR spektra spoja 7

Protoni metilenske skupine vezane na polozaj 4 triazola spoja 7 (slika 4) prisutni su
kao singlet intenziteta 2H na 5,58 ppm.

Iz *H NMR spektra spoja 9 vidljivo je da je Sonogashira-inom reakcijom uveden
alkinilni supstituent u polozaj C-5 uz prisustvo novih signala u alifatskom podrucju (slika 5) u

usporedbi sa spektrima spojeva 6 i 7.
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Slika 5. 'H NMR spektar spoja 9

Analizom spektara 'H NMR na temelju kemijskih pomaka, velicine signala i
multipliciteta sprega spin-spin izmedu jezgara H i H potvrdena je ciklizacija spoja 9 u
pirolo[2,3-d]pirimidinski derivat (17). Spektri 'H NMR pokazuju signale protona NH, H-6 i
H-1" pirolopirimidinskog prstena. Signal atoma H-1" na 6,04 ppm dokazuje ciklizaciju u
pirolopirimidinski derivat, a uoceni su i odgovarajuci signali protona alifatskih i aromatskih
skupina (Slika 6).
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Slika 6. 'H NMR spektar spoja 17
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Slika 7. 'H NMR spektar spoja 23

U *H NMR spoja 23 prisutni su svi signali kao i kod spoja 17, osim signala protona
benzoilne skupine (7,35-7,99 ppm), sto je dokaz da je benzoilna skupina uklonjena (Slika 7).
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U 'H NMR spektru spoja 24 prisutni su signali koji ukazuju na bicikli¢ku strukturu,
singlet intenziteta 1H na 5,88 ppm (pirolni proton, H-1"""), dok signal za fenilne protone na
7,22-7,38 ppm (m, 10H) ukazuje na odsustvo benzoilne zastitne skupine (Slika 8).

TIEE AL

Ph-Tr+Ph-Bz+Ph-lanac

CHz-triazol CHz

H-1'

H-6

NH {

Slika 8. 'H NMR spektar spoja 24

Na slikama 9 i 10 prikazani su *H NMR spektri spojeva 18 i 25 u kojima je prisutan
karakteristicni signal intenziteta 1H pirolnog protona (H-1""") na 7,05 ili 7,11 ppm-a i ukazuje
na nastajanje pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata. Spektri sadrze sve karaktersiténe signale za
arilni supstituent u polozaju C-2"’, dok se u spektru spoja 18 moze uoditi izostanak signala za

fenilne protone benzoilne skupine (Slike 9 i 10).
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Slika 10. *H NMR spektar spoja 25



Tablica 1. Kemijski pomaci (8/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante sprega Jun
(J/Hz) u spektrima *H-NMR za spojeve 1-8

NH-1 /NH- , H-37- H-5,
3 H-6 H-1° e H5’’(Ph,Bz) H-6’(Ph, Tr)
8,01
(2H, d,
A 11,53 7,86 ! _;3 'goHZ)
| 5" ,
" (1H, 9) (1H, d,
d 11,07 1=6,93 / / / (2H. 1,
Lk ’ \ J =75H2)
N_Bzcita (1H, S) HZ) 7]61
(1H, t,
J =7,2Hz)
7,53
4,50 3,44 (2H, t, J=7,5)
5 11,75 8,23 (d, 2H, (t, 1H, 7,62 /
(s, 1H) (s,1H) | J=25 | J=25 (1H,1,3=7,2)
Hz Hz) 8,22
(2H,d, J=7,2)
12,99 8,85 5,16 8,61 7,52 (2H,) 7,67
3 GH | G1H) | 2H) | e | Ce2dHt) (d 2H,
' ' ’ ' 8,20 (2H, s) J=84Hz)
4,50 7,44-7,62
2 11,77 8,24 (d, 1H, 8,71 (m, 3H) /
(s, 1H) (s, 1H) J=9,0 (s, 1H) 7,95 (2H, d,
Hz) J =6,8Hz)
12,88 7,48-7,62 (M, 6H)
5 (s, 1H) (f "112) (: ;,‘Z) (S’f&') 7,85-7,93 (m, 2H)
’ ’ ' 8,19-8,24 (m, 2H)
5 12,99 8,61 5,19 8,65 7,47-7,80 (m, 8H)
(s,1H) (s, 1H) (s, 2H) (s, 1H) 8,23 (d, 2H, J =7,2 Hz)
: 12,97 8.24 506 8,58 7,28-7,41 (m, 6H)
! GIH) | 6T | 5 2H) | (s 2H) 7,52-7,61 (m, 2H)
’ : ' ' 8,21 (d, 2H, J =7,0 Hz)
13,04 8,64 5,22 8,78 7,33-7,65 (m, 5H)
8 (s, 1H) 1H) | s 2H) | (s 1H) 7,66 (d, 2H, J =8,4 Hz)
’ : ' ' 8,23 (t, 2H, J =7,6 Hz)

45,58 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-5)
521 (1H, s, NH-4")

©5,58 (2H, s, CH,-4")
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Tablica 2. Kemijski pomaci (6/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante sprega Jun
(J/Hz) u spektrima 'H-NMR za spojeve 9-16.

Hs"
NH-1 _ » . HS, H-37- CH,-3"-
/NH-3 | M6 e i i %P b | Hso@nBy | 17
5,09 082 | 1,22(s, 12H)
o / 827 | (s1H) | 885 7,44-7,96 (6 1H, | 1.49(m. 2H)
6 1H) | 548 | (s 1H) (m, 9H) 3=71 | 2.35(m. 2H)
(s, 1H) H2) | 271 (m. 2H)
828
: 7,31-7,38 (m, 7H
10° 17 816 | 510 1 (d1H, 7,50-7,63 ((m 6H)) / /
G | 61 | G2 | 9zes | gt
2)
7.36(d, 11, J= 7,3 Ha)
833 7,51 (m, 2H)
" 11,19 | 88 | 520 | (d1H, 7.60 (m, 2H) / /
5 1H) | (51H) | (s 1H) | J=128 | 7.66(d, 2H, =88 H2)
Hz) 7.95(d, 2H, J = 8,9 Hz)
7,99 (m, 2H)
7.31 (m. 3H
8,27 s gm ZH; 1,23 (2H,s)
o 11,15 | 814 | 508 | (d,1H, 150020 085 | 2,38 (2H,m)
G 1H) | (5 1H) | (s2H) | J=73 50(t, 2H, J =7, (m,3H) | 2.45(2Hm)
o 761 (t 1H. J = 7.0 HD) St
7,98 (d, 2H, J = 7.8 Hz) /60 (2H,
122
607 7,28-7,39 (m, 4H) 0,85 (s, 10 H)
" s | oss | soe | A 751(t, 2H, 1 = 7.2 H2) (t3H, | 1,51(m, 2H)
G | e | ez | G0N 72w 2 =71k 3=70 | 227 (m, 2H)
=7, 7,99 (d, 2H, 3= 7.7 Hz) Hz) | 239 (m, 2H)
272 (m, 2H)
7.37 (m, 4H) ™
8,32 7:50 (m, 2H) :
o G | G | Gy |G | TSHEIRI=TIH) | S /
: : : J=71Hz) | 7.77(d.2H. J=8.4 Hz) e
7.99 (d. 2H. J=7.7 HD)
084 | 113(s, 6H)
864 | 525 878 ] (t3H, | 149 (m, 2H)
= / 5 1H) | (s2H) | (s 1H) 7,45-7,96 (m, 9H) J=70 | 2.28(m. 2H)
H2) | 274 (m, 2H)
7.38(d, 2H, 085 | 7,38(d 2H,
" 1204 | 88 | 532 872 | 1=82H2) / (tL3H, | J=82Hz)
G IH) | (5 1H) | (s 2H) | (s 1H) | 7.77(d, 2H, 1272 | 1770, 2
1=85 Hz) Hy) | 1285 Hz)

# 5,58 (2H, s, CH,-4); Signali H-atoma iz alkinilnog lanca nalaze se unutar signala fenilnih triazolilnih i
benzoilnih protona.

Y557 (2H, s, CH,-4")
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Tablica 3. Kemijski pomaci (6/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante sprega Jun
(J/Hz) u spektrima *H-NMR za spojeve 17-25.

H5
NH-1 a z 999 ’ : H-3’- CH2-3’”-
INH-3 H-6 H-1 H-3 H-1 H'fsl_:)Ph’ H5’’(Ph,Bz) CHs 1>
. 7,35 (d, 1M, 122
4,59 Ao 1=71H2) (s,12H)
8,32 @t 1H, 1oy | 750 1H 0,84 1,49
. 1121 | (d1H, | J=51H7) | 885 6,04 i) 1=70H2) (t 3H, (m2H)
G 1H) | J=75 483 G | G | o 758 (d1H, | J=72 225
Hz) (d 1H, 1282 H2) J=71Hz) Hz) (m,2H)
1252 Hz) ' 7,99(d, 2H, 271
J =75H2) (m,2H)
8,81 5,32 8,93 7,05
18 / St i | ey | e 7,43-7,99 (m, 13H) / /
. 8,06 5,13 7,92
19 / i oy | o (s?ﬁ) 7,24-7,64 (m, 10H) / /
124
, 11,02 8,36 5,12 8,07 5,88 (d(t)%?-! 1*%1(25%)
& G 1H) | (s 1H) &2H) | s 1H) | (s 1H) 7,29-7,36 (m, 10H) J=11,2; 2,27
56Hy) | (M2H)
2,60
(m,2H)
771
(d,2H, 0,84 1,25
’ 11,06 8,42 5,24 8,75 cop | I=B6HD) | 743766 (t 3H, (s, 10H)
6 1H) | (s 1H) G20 | 6 | O 7,93 (m, 5H) 1569 1,60
' (d 2H, Hz) (m, 2H)
1=8,7H2)
7,15-7,24 (m, 5H)
7.51-7.60 (m, 5H)
poe 11,14 8,40 5,20 8,70 7,68'(m, 1H, 1= 7.8 H2) , 1,20
6 1H) | (s 1H) 2H) | G1H) | 589 7.74(d, 1H, 1= 7.9 H2) (s, 4H)
(s, 1H) 7.84 (t, 2H, J= 7,8 Hz)
7,91 (d, 1H, = 7.6 H2)
723(‘1 1,13-1,35
11,07 8.43 5,25 8.77 1=88 Hz) 0,84 (m, 14H)
23 G | S oy | ey | s Tor / (t, 3H, 149
' ' ' (s, 1H) 94 (d I=69Hz) | (t2H,
2H, 1=70H2)
1=89H2) *
ot élfl_(l’) 8,09 5,13 8,42 5,88 anzléfg ) ) 3,87
' (s, 1H) (s, 2H) (s, 1H) (s, 1H) ' (s, 2H)
7,65
(d.2H, (t712|-1|
" 11,82 879 5,33 8,80 701 | J=88H2) , ) 151t
6 1H) | (s 1H) 6 1H) | G1H) | 6 1H) 7.95 e
(d 2H, *
31289 Hz) (d 24,
' =71 Hy)

5,55 (2H, s, CH-4’)
b 554 (2H, s, CHp-4")

¢ Signali H-atoma iz alkinilnog lanca nalaze se unutar signala od fenilnih triazolilnih i benzoilnih protona.

d Signali H-atoma iz alkinilnog lanca nalaze se unutar signala od fenilnih triazolilnih i benzoilnih protona.

5,54 (2H, s, CHy-4")
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4.3. Spektroskopska karakterizacija spojeva UV/Vis i fluorimetrijskom
spektroskopijom

Derivati citozina s 1,2,3-triazolnim supstituentima u polozaju N-1 (3, 5, 7-10 i 14-16)
te pirolo[2,3-d]pirimidinski derivati citozina (18, 21-25) su okarakterizirani UV/Vis i
fluorimetrijskom spektroskopijom, te su im odredeni maksimumi apsorbancije, molarni
ekstinkcijski koeficijenti, valne duljine emisije i Stokes-ovi pomaci. Mati¢ne otopine
ispitivanih spojeva priredene su u metanolu. UV/Vis spektri svih ispitivanih spojeva snimljeni
su kod koncentracije 2,0 x 10° moldm™ u metanolu (Slike 11-13). Spojevi 10 i 14 pokazuju
najvise apsorpcijske maksimume na 258 i 305 nm dok ostali spojevi pokazuju batokromni
pomak apsorpcijskih maksimuma u podrucju 340-370 nm. Triazolilni derivati citozina 3, 5, 7

i 8 imaju ocekivano najnize vrijednosti apsobancije.

Abs

Slika 11. UV/Vis spektri triazolilnih derivata citozina 3, 5, 7i 8 (c = 2,0 x 10®° moldm™)
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Slika 12. UV/Vis spektri 5-alkinilnih triazolilnih derivata citozina 9, 10, 14-16 (c = 2,0 x 10”

moldm™)
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00549
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Slika 13. UV/Vis spektri pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata citozina 18, 21-25 (c = 2,0 x 107

moldm™®)

Fluorimetrijska spektroskopska ispitivanja provedena su zbog visoke osjetljivosti
metode pri koncentraciji 1x10° moldm™ u metanolu. Otopine pripravljenih spojeva su
pobudene svjetlos¢u valne duljine ekscitacije (i) koja odgovara valnoj duljini maksimuma

apsorbancije (Amx). Na slici 14 su prikazani emisijski fluorimetrijski spektri spojeva snimani
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pri danoj koncentraciji u metanolu. Triazolilni derivati citozina 3, 5, 7 i 8 ne pokazuju

znacajnu fluorescenciju. Spoj 16 pokazuje najveci intenzitet emisije pri valnoj duljini 274 nm

(Slika 14, Tablica 4). Svi spojevi pokazuju izrazito veliki Stokes-ov pomak maksimuma

apsorbancije ( > 100 nm), dok spojevi 21 i 24 pokazuju Stokes-ov pomak veci od 250 nm.

—9

—10

—14
800
600 -
= 400 A
200
04

T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600

Alnm

Slika 14. Emisijski spektri spojeva 9, 10, 14-16, 18, 21-25 (c = 1 x 10°® moldm)
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Tablica 4. UV/Vis i fluorimetrijski podatci ispitivanih spojeva

. 4.1 Stokes-ov
SpOJ 7\rmax (nm) Abs €max (M cm ) }"GX (nm) )\'em (nm) pomak (nm)
3 342 0,0543328971 2717 342 / /
5 341 0,018496057 925 346 / /
7 342 0,148630947 7432 341 / /
8 342 0,104599215 5230 345 / /
9 253 0,0743725002 3719 251 447 196
258 0,447532117 22377
10 259 362 103
304 0,176298648 8815
258 0,3724532117 18623
14 258 362 104
304 0,115205877 5760
15 260 0,0389520973 1948 258 447 189
252 0,148106098 7405
16 274 545 175
368 0,0583427772 2917
252 0,248583451 12429
18 251 447 196
322 0,0593377352 2967
21 261 0,06899748 3450 260 522 262
250 0,120929681 6046
22 250 448 198
348 0,0389687754 1948
250 0,285814792 14291
23 252 449 197
349 0,0835347027 4177
258 0,0404718407 2024
24 262 521 259
347 0,0235726591 1179
25 260 0,019609116 980 263 448 185
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4.4. In silico analiza novopripravljenih spojeva (2-25)

Predvidanja vjerojatnih bioloskih meta i farmakoloskih djelovanja (Tablice 5-11)

izradene su web-servisom PASS (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php

[23.4.2015.]) koji se temelji na identifikaciji substrukturnih znacajki tipi¢nih za aktivne
molekule.

Spektar bioloskih djelovanja sintetiziranih spojeva (2-25) predviden PASS-om
prikazan je u tablicama 5-11 kao aktivnost s vjerojatnos¢u "da su aktivni” (Pa) i "da su
neaktivni" (Pi). Najvjerojatnija predvidena aktivnost treba imati sto vecu vrijednost Pa i §to
manju vrijednost Pi. Aktivnosti su prikazane po redoslijedu Pa-Pi te su vjerojatnije aktivnosti

u tablici pri vrhu.

Pocetni spoj 4-N-benzoil-5-jodcitozin (1) pokazao je najvecu vjerojatnost aktivnosti na
neku bioloSku metu, i to kao inhibitor dihidropirimidin-dehidrogenaze, sa faktorom Pa =
0,981. 4-N-benzoil-5-jod-1-N-(prop-2-inil)citozin (2) pokazao je najveCu vjerojatnost
aktivnosti kao pojacivac antineoplastika (Pa = 0,891).

Od svih novopripravljenih spojeva, najvecu vjerojatnost aktivnosti na neku bioloSku
metu pokazao je spoj 4 kao vjerojatni inhibitor pterin-deaminaze s faktorima Pa = 0,564 i Pi =
0,033. Najveca vjerojatnost farmakoloske aktivnosti uocena je kod spoja 16, s faktorom

vjerojatne aktivnosti Pa = 0,732, kao antiekcematika.
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Tablica 5. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i ucinci predvideni PASS-om za 5-jod-N-benzoilcitozin (1) i njegove triazolilne

derivate (2-4)

Aktivnost spoja

Aktivnost spoja 1 Pa_1 | Pi_1 | Aktivnostspoja 2 Pa_2 | Pi_2 | Aktivnostspoja 3 Pa_3 | Pi_3 4 Pa 4 | Pi_4
BioloSka meta Bioloska meta Bioloska meta BioloSka meta
Inhibitor 0,981 | 0,000 | Inhibitor CDP-glicerol- | 0,679 | 0,059 | Inducira CYP2C19 0,308 | 0,129 | Inhibitor pterin- | 0,564 | 0,033
dihidropirimidin- glicerofosfotransferaze deaminaze
dehidrogenaze
Inhibitor 0,726 | 0,047 | Inhibitor Blasticidin-S- 0,420 | 0,005 | Inhibitor 5-O-(4- | 0,314 | 0,217 | Inducira 0,314 | 0,238
testosteron-17beta- deaminaze kumaril)-D-kinat- CYP2C19
dehidrogenaze 3-
(NADP+) monooksigenaze
Inhibitor pterin- 0,670 | 0,016 | Inhibitor 0,399 | 0,004 | Inhibitor 0,261 | 0,028 | Inhibitor 0,272 | 0,024
deaminaze dihidropirimidin- blasticidin-S- Blasticidin-S-

dehidrogenaze deaminaze deaminaze
Inhibitor (S)-3- 0,577 | 0,003 | Antagonist receptora 0,455 | 0,060
amino-2- fibrinogena
metilpropionat-
transaminaze
Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko
djelovanje djelovanje djelovanje djelovanje
Keratolitik 0,754 | 0,002 | Pojacivad 0,891 | 0,003 Lijecenje 0,391 | 0,012

antineoplastika kroni¢nih

Analgetik, neopoidni | 0,424 | 0,045 | opstruktivnih
pluénih bolesti
Antiekcematik 0,760 | 0,028 | Antineoplastik 0,780 | 0,014 Antivirusno 0,340 | 0,024
Analgetik 0,330 | 0,108

Stimulant 0,640 | 0,008 | Antiekcematik 0,662 | 0,059 | Pojagiva¢ ekspresije 0290 | 0123 Stimulant 0,314 | 0,238
eritropoeze HMGCS2 ' ' funkcije bubrega
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Tablica 6. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i u¢inci predvideni PASS-om za N-4-benzoil-N-1-triazolilne derivate citozina (5-8)

Aktivnost spoja 5 Pa_5 | Pi_5 | Aktivnostspoja 6 Pa_6 | Pi_6 | Aktivnostspoja7 Pa_7 | Pi_7 | Aktivnostspoja 8 Pa 8 | Pi_8
BioloSka meta Bioloska meta Bioloska meta BioloSka meta
Inducira CYP2C19 0,359 | 0,068 | Inhibitor Blasticidin- | 0,261 | 0,028 | Inhibitor 0,438 | 0,002 | Inducira CYP2C19 0,358 | 0,069
S-deaminaze Transglutaminaze 2

Inhibitor Blasticidin- | 0,265 | 0,027 | Inhibitor MAP- 0,196 | 0,005 | Inhibitor sinteze 0,423 | 0,005 | Antagonist proteina 0,346 | 0,131
S-deaminaze kinaze leukotriena toplinskog $oka 27
Inhibitor 0,213 | 0,017 | Inhibitor 0,204 | 0,019 | Agonist Interleukina | 0,369 | 0,073 | Inhibitor Blasticidin- | 0,236 | 0,042
dihidropirimidin- dihidropirimidin- 2 S-deaminaze
dehidrogenaze dehidrogenaze

Inducira CYP2C19 0,344 | 0,082 | Inhibitor 0,199 | 0,020

dihidropirimidin-
dehidrogenaze
Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko
djelovanje djelovanje djelovanje djelovanje
Analgetik, neopoidni | 0,396 | 0,055 Lijecenje 0,431 | 0,005 | Analgetik, neopoidni | 0,375 | 0,062
Analgetik, neopoidni | 0,380 | 0,061 | alergijskog rinitisa
Antivirusno 0,327 | 0,027 Antivi Antivirusno 0,341 | 0,024 | Antivirusno 0,302 | 0,033
" ntivirusno . L

(Hepatitis B) (Hepatitis B) 0,280 | 0,039 | (Hepatitis B) (Hepatitis B)
Pojacivac 0,248 | 0,049 Lijecenje 0,328 | 0,038 | Pojacivac 0,233 | 0,060

antineoplastika

poremecaja zu¢nog
trakta

antineoplastika
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Tablica 7. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i ucinci predvideni PASS-om za N-4-benzoil-5-alkinilne-N-1-triazolilne derivate

citozina (9-12)

Aktivnost spoja 9 Pa 9 | Pi_9 f‘okt“’”o“ SPOJa | pa 10 | Pi_10 | Aktivnostspojall | Pa 11 | Pi_11 | Aktivnostspojal2 | Pa 12 | Pi_12
Bioloska meta Bioloska meta BiolosSka meta BioloSka meta
Inhibitor Inhibitor 0,417 | 0,002 | Antagonist proteina | 0,373 | 0,094 | Inhibitor sinteze 0,436 | 0,004
dihidropirimidin- 0,243 | 0,012 | Transglutaminaze toplinskog $oka 27 leukotriena
dehidrogenaze 2
Inhibitor sinteze 0,408 0,005 | Inhibitor 0,241 0,012 | Inhibitor 0,398 0,002
Inducira CYP2C19 0,286 | 0,171 | leukotriena dihidropirimidin- Transglutaminaze 2
dehidrogenaze
Agonist 0,356 | 0,082 | Inhibitor beta 0,222 | 0,057 | Interleukin 2 0,377 | 0,067
Interleukina 2 katenina agonist
Inducira 0,344 | 0,083 | Inhibitor MAP 0,147 | 0,009 | Inhibitor 0,254 | 0,011
CYP2C19 kinaze dihidropirimidin-
dehidrogenaze
Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko
djelovanje djelovanje djelovanje djelovanje
LijeCenje Antiekcematik 0,592 | 0,090 | Antiekcematik 0,518 | 0,127
Antiekcematik 0,438 | 0,173 | alergijskog rinitisa | 0,388 | 0,005
Analgetik, 0,406 | 0,051 | Lijecenje 0,370 | 0,005
Antimikobakterijsko 0,319 | 0,069 neopoidni alergijskog rinitisa
Antiprotozoik 0192 | 0,071 Analgetik 0,301 | 0,126 | Protiv neplodnosti 0,275 | 0,061

(Toksoplazma)

kod zena
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N-1-triazolilni derivat citozina (16)

Aktivnost spoja 13 Pa_13 | Pi_13 | Aktivnost spoja 14 Pa_14 | Pi_14 | Aktivnost spoja 15 Pa_15 | Pi_15 | Aktivnost spoja 16 Pa_16 | Pi_16
Bioloska meta Bioloska meta Bioloska meta BioloSka meta
Inhibitor sinteze 0,436 | 0,004 | Antagonist proteina 0,407 | 0,059 | Inhibitor 0,302 | 0,007 | Antagonist proteina 0,370 | 0,097
leukotriena toplinskog Soka 27 dihidropirimidin- toplinskog Soka 27
dehidrogenaze

Inhibitor 0,398 0,002 ] Inhibitor 0,226 0,014 | Inhibitor Blasticidin-S- | 0,210 0,062 | Inhibitor 0,232 0,014
Transglutaminaze 2 dihidropirimidin- deaminaze dihidropirimidin-

dehidrogenaze dehidrogenaze
Agonist Interleukina | 0,377 | 0,067 | Inhibitor proto- 0,257 | 0,075 | Inhibitor MAP-kinaze 0,137 | 0,019 | Inhibitor beta katenina | 0,221 | 0,059
2 onkogena tirozinske-

proteinske kinaze Fgr
Inhibitor 0,254 | 0,011 | Inhibitor beta katenina | 0,225 | 0,049 Inhibitor MAP-kinaze | 0,141 | 0,010
dihidropirimidin-
dehidrogenaze
Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko
djelovanje djelovanje djelovanje djelovanje
Antiekcematik 0,518 0,127 | Antiekcematik 0,703 0,045 | Antiekcematik 0,438 0,173 | Antiekcematik 0,732 0,035
L'1J'e(':enje alergijskog | 0,370 | 0,005 | Analgetik, neopoidni 0,369 | 0,064 Antimikobakterijsko 0327 | 0,065 {_,ljeCel’l_]e septickog 0,247 | 0,040
rinitisa Soka
Protiv neplodnosti 0,275 | 0,061 | LijeCenje makularne 0,230 | 0,026 | Komplementarni 0195 | 0.042 LijeCenje makularne 0,223 | 0,029

kod zena

degeneracije

inhibitor

degeneracije

Tablica 8. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i u¢inci predvideni PASS-om za N-4-benzoil-N-1-triazolilne derivate citozina (13-15) i
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Tablica 9. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i u¢inci predvideni PASS-om za N-4-benzoil-5-alkinilne-N-1-triazolilne derivate
citozina (17-20)

Aktivnostspojal? | Pa_17 | Pi_17 f‘skt"’”o“ SPOJa | pa 18 | Pi_18 | Aktivnostspojal9 | Pa 19 | Pi_19 | Aktivnostspoja20 | Pa 20 | Pi_20
Bioloska meta Bioloska meta BioloSka meta BioloSka meta
Inhibitor lizil-
. 0,263 | 0,118 . ibitor si ibitor si
oksidaze Inhibitor CYP3A4 | 0,201 | 0,037 | !Mhibitor sinteze 0474 | 0,004 | INhibitor sinteze 0,474 | 0,004
leukotriena leukotriena
Stimulant Agonist Agonist
Glikogen-sintaze 0316 | 0062 Interleukina 2 0,447 | 0033 Interleukina 2 0,447 1 0,033
Inhibitor Inhibitor
Transglutaminaze 2 0411 | 0,002 Transglutaminaze 2 0411 | 0,002
Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko Farmakolosko
djelovanje djelovanje djelovanje djelovanje
Protuupalno 0,396 | 0,055 | Antialergijsko 0,485 | 0,031 | Antialergijsko 0,510 | 0,026 | Antialergijsko 0,510 | 0,026
Lijecenje Lijecenje upalnih 0,317 | 0,051 | LijeCenje 0,395 | 0,005 | Lijecenje 0,395 | 0,005
gastrointestinalnih 0,177 | 0,023 | bolesti crijeva alergijskog rinitisa alergijskog rinitisa
bolesti
Lijecenje 0,297 | 0,055 | Antiastmati¢no 0,400 | 0,048 | Antiastmati¢no 0,400 | 0,048
reumatskog
artritisa
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Tablica 10. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i u¢inci predvideni PASS-om za N-4-benzoil-5-alkinilne-N-1-triazolilne derivate

citozina (21 i 22) te 5-alkinilni-N-1-triazolilni derivat citozina (23)

Aktivnost spoja 21 Pa_21 | Pi_21 | Aktivnost spoja 22 Pa_22 | Pi_22 | Aktivnost spoja 23 Pa_23 | Pi_23
Bioloska meta Bioloska meta Bioloska meta
Inhibitor Blasticidin-S-deaminaze 0,215 0,057 | Inducira CYP2C19 0,362 0,066 o
CYP3A4 inhibitor 0,261 | 0,056
Inhibitor dihidropirimidin- 0,167 0,031 | Inhibitor MAP-kinaze 0,135 0,011
dehidrogenaze Inhibitor c1_k]1cne GMP- 0235 | 0,055
fosfodiesteraze
Inhibitor MAP-kinaze 0,139 | 0,010 | Inhibitor Transglutaminaze | 0,126 | 0,029
2
Antagonist receptora adenozina 0,116 | 0,024 | Antagonist VEGF 0,109 | 0,033
Farmakolosko djelovanje Farmakolosko djelovanje FarmakoloSko djelovanje
Antineoplastik 0,349 | 0,014
LijeCenje reumatskog artritisa 0,263 | 0,075 Stimulant ATPaze 0307 | 0.023
(tumor na mozgu) ' !
Antineoplastik 0,300 | 0,015
Protuupalno 0,317 | 0,146 Lijecenje reumatskog artritisa
. 0,239 | 0,095
(rak stitnjace)
Komplementarni inhibitor 0,200 | 0,037 | Pojaciva¢ antineoplastika 0249 | 0,048
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Tablica 11. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i u¢inci predvideni PASS-om za
pirolo[2,3-d]pirimidinske derivate (24 i 25)

Aktivnost spoja 24 Pa_24 | Pi_24 | Aktivnost spoja 25 Pa_25 | Pi_25
Bioloska meta Bioloska meta
Inhibitor sinteze 0,454 | 0,004 | Inhibitor CYP3A4 0,359 | 0,017
leukotriena
Inhibitor 0,444 | 0,002 | Aktivator kalijevih 0,257 | 0,008
Transglutaminaze 2 kanala
Inhibitor CYP3A4 0,340 | 0,020 | Inhibitor 0,258 | 0,017
proizvodnje citokina
Inhibitor proteinske 0,271 0,048
kinaze
Farmakolosko Farmakolosko
djelovanje djelovanje
. . Lijecenje 0,376 | 0,028
L.U.e?enje alergijskog 0,511 | 0,004 | reumatskog artritisa
rinitisa
. . Lijecenje upalnih 0,344 | 0,041
Antialergijsko 0,530 0,023 bolesti crijeva
LijeCenj 0,335 | 0,081
Lijecene rinitisa 0,505 | 0,018 | Hecene

autoimunih bolesti
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4.5. Ispitivanje interakcije spojeva sa ct-DNA UV/Vis i fluorimetrijskim
titracijama

Spojevima 3, 5, 7, 8, 10, 14, 16, 18 i 21-25 spektroskopski je ispitana interakcija sa ct-
DNA kako bi se dobili preliminarni rezultati o moguéim mehanizmima njihovog
antitumorskog djelovanja. Mati¢ne otopine spojeva priredene su u DMSO, a njihove
spektroskopske karakteristike ispitane pri pH=7 u puferskoj otopini BPE (6,0 mM Na;HPOy;
2,0 mM NaH,PO,4 11,0 mM EDTA).

Kod UV/Vis titracija pracene su promjene spektra ispitivanih spojeva na valnim

duljinama 300-450 nm gdje koristeni polinukleotid ne apsorbira UV/Vis zracenje.

Kod fluorescencijskih titracija pracene su promjene intenziteta fluorescencije
ispitivanih spojeva na valnim duljinama (Aemis=380-600 nm) gdje niti jedan sastojak u otopini

nema UV/Vis spektar.

U tablici 12 prikazane su specifi¢ne UV promjene nastale prilikom titracije spojeva 5, 7, 8,

10, 16 23-25 sa ct-DNA.

Tablica 12. Specificne UV promjene prilikom titracije spojeva 5, 7, 8, 10, 16 i 23-25 sa ct-
DNA

Spoj Amax/ NM H (%)* AA°
5 347 2,3 1
7 331 58,4 3
8 345 69,3 20
10 303 29,6 2
16 372 2,4 3
23 350 1 0
24 342 1,7 0
25 341 2,3 1

# Hipokromni efekt, H = AbSmaks(pocetni spoj)-Absmaks(kompleks)/Absmaks(podetni spoj) x
100%; ® Pomak maksimuma apsorpcije Ax = A(kompleks) — A (po&etni spoj)
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Iz titracijskih krivulja spojeva 5, 7, 8, 10, 14, 16 i 23-25, te krivulja ovisnosti
apsorbancije o dodanoj koli¢ini ct-DNA (Slike 15-17), vidljivo je da tijekom titracije s ct-
DNA dolazi do smanjenja apsorbancije (hipokromni pomak) te do pomaka maksimuma prema
ve¢im valnim duljinama (batokromni pomak). Iz dobivenih titracijskih krivulja vidljiv je
hipokromni pomak apsorpcijskih maksimuma, iz ¢ega slijedi da se spojevi 7 i 8 najbolje vezu

za ct-DNA kao interkalatori.
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Slika 15. UV/Vis spektri titracije triazolilnih derivata citozina 3, 5, 7i8 (c = 2,0 x 10®
moldm™) sa ct-DNA
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Slika 16. UV/Vis spektri 5-alkinilnih triazolilnih derivata citozina 10, 1416 (c =2,0x 10”
moldm™) sa ct-DNA
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Slika 17. UV/Vis spektri titracije pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata citozina 18, 21-25 (¢ =
2,0 x 10 moldm™) sa ct-DNA
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Iz dobivenih krivulja titracije ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentraciji ct-

DNA (Slike 18-20) vidljivo je da dodatkom ct-DNA u otopinu spoja dolazi do povecanja ili

smanjenja intenziteta fluorescencije, a najizrazeniji pomak (hiperkromni) uocen je za spoj 10

(Slika 19).
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Slika 18. Fluorimetrijski spektri titracije spoja triazolilnih derivata citozina 3,5, 71 8

(c = 1,0 x 10° moldm™®) sa ct-DNA
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Slika 19. Fluorimetrijski spektri titracije 5-alkinilnih triazolilnih derivata citozina 10, 14 i 16

(c = 1,0 x 10° moldm™®) sa ct-DNA
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Slika 20. Fluorimetrijski spektri titracije pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata citozina 18, 21,

2225 (c = 1,0 x 10 moldm™) sa ct-DNA
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5. ZAKLJUCCI



5. ZAKLJUCCI

e Kljuéni prekursor za sintezu, N-4-benzoil-5-jodcitozin (1) pripravljen je jodiranjem N-

4-pbenzoilcitozina.

e N-4-benzoil citozinski derivati s 1,2,3-triazolnim prstenom vezanim za polozaj N-1 (3-
8) pripravljeni su Cu-kataliziranom 'klik" reakcijom potpomognutom mikrovalovima

N-1-propargilcitozina (2) i odgovarajucih azida.

e Sonogashira-inom  reakcijom unakrsnog povezivanja derivata  5-jod-N-1-
triazolilcitozina (3-8) s terminalnim alkil- i ariletinima uz Pd-katalizator i Cul

sintetizirani su C-5 alkinilni derivati citozina (9-16).

e N-heteroanulacijom in situ C-5 alkinilnih citozinskih derivata (9-15) uz Cul i

trietilamin pripravljeni su C-6 supstituirani derivati 7-deazapurina (17-25).

e Strukturna karakterizacija novopripravljenih spojeva provedena je ‘H-NMR, UV/Vis i

fluorimetrijskom spektroskopijom.

e Spektroskopska karakterizacija priredenih spojeva provedena je UV/Vis i

fluorimetrijskom spektroskopijom.

e Rezultati spektroskopskih istrazivanja pokazuju da ciklizacija i pove¢anje konjugacije
kod spojeva 10, 14 i 16 poboljsavaju spektroskopske karakteristike, osobito

fluorescencije.

e Farmakoloska djelovanja i moguce bioloSke mete predvidene su in silico analizom
novopripravljenih spojeva te se moze zakljuéiti da najvecu vjerojatnost aktivnosti na
neku biolosku metu ima spoj 4 kao vjerojatni inhibitor pterin-deaminaze s faktorima
Pa = 0,564 1 Pi = 0,033, dok je najveca vjerojatnost farmakoloske aktivnosti uocena

kod spoja 16, s faktorom vjerojatne aktivnosti Pa = 0,732 kao antiekcematika.

e UV/Vis i fluorimetrijskom spektroskopijom provedena su preliminarna ispitivanja
vezivanja derivata citozina i 7-deazapurina za ct-DNA, kako bi se utvrdio moguci
mehanizam citostatskog djelovanja. 1z dobivenih titracijskih krivulja vidljivo je da se

spojevi 7 i 8 najbolje vezu za ct-DNA.
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5. ZAKLJUCCI

e Citostatska ispitivanja in vitro novosintetiziranih spojeva provest ¢e se na tumorskim
stani¢nim linijjama porijeklom iz covjeka: HelLa (adenokarcinom vrata maternice),
CaCo-2 (adenokarcinom debelog crijeva), Raji (Burkittov limfom) i K562 (kroni¢na

mijeloidna leukemija u blasti¢noj krizi).
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