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SAZETAK

U ovom radu opisana je sinteza C-5 supstituiranih citozinskih derivata paladijem
kataliziranim reakcijama. Sonogashira-inom reakcijom unakrsnog spajanja N-4-benzoil-5-
jodcitozin (1) s terminalnim alkinima dobiveni su 5-alkinilni derivati citozina (2—4) te C-6-
alkilni derivat pirolo[2,3-d]pirimidina 5. Triazolni prsten u polozaj N-1 citozina uveden je
,klik* reakcijom potpomognutom mikrovalovima N-1-propagiliranog derivata citozina 6 s
odgovarajuc¢im azidima pri ¢emu su nastali spojevi 7-9. 5-alkinilni derivati citozina 10-11 s
triazolnim supstituentom u polozaju N-1 pripravljeni su Sonogashira-inom reakcijom 5-jod-N-
1-metiltriazolnog derivata citozina 7 s odgovaraju¢im terminalnim alkinima. Strukturna
karakterizacija novih derivata citozina provedena je 'H NMR spektroskopijom. Farmakologki
udinci i moguée bioloske mete predvideni su in silico analizom (PASS). Citostatska
ispitivanja in vitro novosintetiziranih spojeva 2, 5 i 7 provedena su na stani¢nim linijama
HelLa (adenokarcinom vrata maternice), CaCo-2 (adenokarcinom debelog crijeva), Raji
(Burkittov limfom) i K562 (kroni¢na mijeloidna leukemija u blasti¢noj fazi). Spoj 7 pokazao
je umjereno djelovanje protiv stani¢ne linije K562. Kako bi se odredili mogu¢i mehanizmi
bioloskih djelovanja spojeva ispitana je interakcija spoja 7 s ct-DNA UV/Vis i
fluorescencijskom spektroskopijom.

Kljucne rijeci: C-5 supstituirani citozinski derivati, Sonogashira-ina reakcija, “klik”

reakcija, UV/Vis i fluorescenskijska spektroskopija, in silico analiza (PASS)

Ovaj rad izraden je na Zavodu za organsku kemiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i

tehnologije u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost HRZZ-5596.



SUMMARY

This paper describes the synthesis of C-5 substituted cytosine derivatives by palladium
catalysed reaction. 5-alkyl citosyne derivatives 2—4 and C-5 alkynylpyrolo[2,3-d]pirimidine
derivative 6 have been synthesized by Sonogashira cross-coupling reaction of N-4-benzoyl-5-
iodinecytosine (1) with terminal alkynes. N-1 triazole ring was introduced into N-1 position of
cytosine derivatives 7-9 using ,,click” reaction with corresponding azides under microvawe
irradiation. 5-alkyl cytosine derivatives 10—11 with triazole substituent in position N-1 have
been synthesized by Sonogashira cross coupling of 5-iodo-N-1-methyltriazole cytosine (7)
with corresponding terminal alkyne. Structural characterization of synthesized compounds
was conducted using *H NMR spectroscopy. Pharmacological effects and potential bilogical
targets of novel compounds have been predicted by in silico analysis (PASS). Cytostatic
evaluation in vitro was preformed against human malignant tumor cells: HeLa, CaCo-2, Raji
and K562. Compound 7 showed moderate cytotoxic effect against K562 tumor cell lines.
Interaction of compound 7 with ct-DNA was performed by UV/Vis and fluorescence

spectroscopy in order to predict mechanism of cytostatic activity.

Keywords: C-5 substituted cytosine derivatives, Sonogashira cross-coupling, ,,click®
reaction, UV/Vis and fluorimetric spectroscopy, in silico analysis (PASS)



Popis kratica:

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

ATP — adenozin-trifosfat

SAR - odnos strukture i aktivnosti

UV/Vis — ultraljubicasta vidljiva spektroskopija
NMR — nuklearna magnetska rezonancija

TLC — tankoslojna kromatografija

DMSO — dimetilsulfoksid

PASS — predvidanje spektra aktivnosti spojeva
Xem — Valna duljina emisije

Aexc— Valna duljina ekscitacije

¢ — molarni ekstinkcijski koeficijent

DMF — dimetilformamid

ct-DNA — polinukleotid iz timusa teleta

BPE — pufer 6,0 mM Na;HPOy; 2,0 mM NaH,PO4 i 1,0 MM EDTA
CaCo-2 — adenokarcinom gusSterace

HELA — adenokarcinom grli¢a maternice

Raji — Burkittov limfom

K562 — humana eritromijeloblasti¢na leukemija
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1.UvOD

Rak je po ucestalosti drugi uzrok smrtnosti u razvijenim dijelovima svijeta, a
pojavnost je u svakodnevnom porastu. Rak ne predstavlja jednu jedinstvenu bolest: rak je
sloZzena bolest sa preko 250 tipova stanja ¢iji razvoj ukljucuje veliku raznovrsnost promjena u
pogodenim stanicama.’ Standardni tretmani koji se koriste u borbi protiv raka su operacija,
kemoterapija te radijacija.”

Vrlo uc€inkovitim rjeSenjem pri lijeCenju pokazala se kemoterapija, medutim osim $to je
Stetna za stanice tumora, Stetna je i za zdravi dio organizma i rezistentnost koju takve bolesti
pokazuju dokaz su da je potrebno stalno razvijati nove potencijalne antitumorske i antivirusne
agense. Medu vode¢im klasama spojeva u tom podru¢ju Cesto se spominju nukleozidni analozi
pirimidina i purina. C-5 supstituirani derivati pirimidinskih nukleozida, pokazali su jaku biolosku

aktivnost.®®

Mnogi izosteri purina vazni su inhibitori DNK i RNK polimeraze te ometaju brojne
procese koji ina¢e omogucavaju proliferaciju odnosno Sirenje tumora. Tako su 7-deazapurini
poznatiji i kao pirolo[2,3-d]pirimidini dio mnogih danas ve¢ koristenih lijekova, ali i prirodnih
produkata, kao i vaznih biomolekula.®>’ Spojevi koji sadrze 7-deazapurinsku okosnicu mogu se
vezati na mnoge receptore pa je zato njihova primjena vrlo rasirena. Znacajni su inhibitori
brojnih receptora, odnosno njihova vrijedna karakteristika je da imaju Sirok spektar bioloskog
djelovanja pa predstavljaju vaznu klasu spojeva u sintezi novih bioloski aktivnih agenasa.

Spojevi koji sadrze triazolne prstenove takoder pokazuju znacajnu biolosku aktivnost,
pogotovo oni sa 1,2,3-triazolnom strukturom. Ovi spojevi najéesce se koriste kao fungicidi i
antigljiviéni  lijekovi, a prisutni su u raznim farmaceuticima poput antibiotika,
antituberkulotika, inhibitora HIV-proteaze i antitumorskih lijekova.® Najpoznatiji primjer je
ribavirin, prvi triazolni nukleozid sa sirokim spektrom snaznog antivirusnog djelovanja
odobrenog za koristenje protiv hepatitis C virusa koji se danas koristi diljem svijeta.’
Znacajna inhibicija mnogih procesa prezivljavanja tumora postize se vezivanjem triazolnih
prstenova na purinsku okosnicu ¢ime se imitira struktura molekule ATP-a.

Osnovni cilj ovih istrazivanja bio je sinteza novih C-5 alkinilnih derivata citozina s
triazolnim supstituentom u polozaju N-1 radi ispitivanja in vitro na stani¢nim tumorskim
linjjama porijeklom iz covjeka: Hela (adenokarcinom vrata maternice), CaCo-2
(adenokarcinom debelog crijeva), Raji (Burkittov limfom) i K562 (kroni¢na mijeloidna
leukemija u blasti¢noj fazi, te provesti ispitivanje vezivanja za ct-DNK kako bi se utvrdio

moguc¢i mehanizam djelovanja.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Nukleozidi i nukleotidi

Nukleozidi su biomolekule ¢iju strukturu ¢ine purinske ili pirimidinske baze (Slika 1)
vezane na $e¢ernu komponentu N-glikozidnom vezom. Seéerni dio molekule moZe biti graden
od p-riboze ili p-2'-deoksiriboze, a povezivanjem s aglikonskim komponentama u obliku
purinskih i pirimidinskih baza nastaju njihovi S-glikozidni derivati (Slika 2).

Aglikonske baze koje se pojavljuju u strukturama nukleozida su adenin, gvanin
(purinske) i timin, citozin te uracil (pirimidinske) (Slika 3).

LR

Slika 1. Strukture pirimidinskog i purinskog prstena
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Slika 2. Strukture nukleozida s ribozom i deoksiribozom
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Slika 3. Purinske i pirimidinske baze



Nukleotidi nastaju povezivanjem nukleozida sa¢injenih od navedenih baza i $e¢ernih
komponenti s fosfatnom skupinom (Slika 4), oni su monomeri nukleinskih kiselina koji su
odgovorni za najvaznije funkcije i prezivljavanje organizma. Osnovne su gradevne jedinice
nasljednog materijala (DNK i RNK), koji omogucava rast i razmnozavanje zivih bica, a imaju
i klju¢nu ulogu u prijenosu energije do svih stanica i organa u obliku adenozin-trifosfata

(ATP).

0
I I I
HO—P—0—P—0—P—0

OH OH OH

Glikozidna veza

Pentoza
R=0H: Riboza
OH R  R=H:Deoksiriboza

- Nukleozid
- Nukleozidmonofosfat

- Nukleoziddifosfat Nukleotid
“-Nukleozidtrifosfat

Slika 4. Strukturne razlike izmedu nukleozida i nukleotida

Vazno je spomenuti metode sinteze nukleozida. Nukleozidi se mogu
sintetizirati supstitucijom s dusikovim nukleofilom na monosaharidu katalizirana kiselinom,
Sto je analogno nastajanju glikozida. Zatim treba spomenuti de nuovo sintezu koja se jednim
dijelom odvija u jetri. No, najvise se nukleozidi dobivaju razgradnjom nukleinskih kiselina,
pri ¢emu nukleotidaze razgraduju nukleotide na nukleozide i fosfate. Nukleozidi se dalje
razgraduju nukleotidazama na baze i ecer ribozu, odnosno deoksiribozu.™ Sinteza nukleotida
teCe tako da se nukleozidi fosforiliraju nukleozidnim monofosfat-kinazama pa tako nadalje do

trifosfata. '



2.2. Citozin

Citozin je jedan od pet glavnih nukleozidnih baza, a njihova je uloga skladistenje i
transport genetske informacije u stanici unutar nukleinskih kiselina (Slika 5). Uz timin i uracil
derivat je pirimidina. U molekuli DNK citozin i timin povezuju se vodikovom vezom s
komplementarnim  purinskim bazama adeninom i gvaninom, u RNK molekuli
komplementarna baza adenina je uracil. Citozin se ne pojavljuje samo u molekulama DNK i
RNK. Primjerice citidin-trifosfat, molekula koja se moze ponasati kao kofaktor enzima,
sudjeluje uprijenosu fosfatne skupine pri ¢emu iz adenin-difosfata(ADP) nastaje adenin-

trifosfat(ATP). Metiliranjem citozina pomoc¢u enzima DNK-metiltransferaze nastaje spoj 5-

metilcitozin, spoj vazan za regulaciju transkripcije.*?

H NH2 .
H N A -
o
Citozin (C) N
O

Slika 5. Struktura nukleozidne baze citozina

Citozinski analozi sintetski su spojevi Cija je namjena imitiranje prirodnih citozina i
zauzimanje njihovog mjesta u nukleinskim kiselinama, na taj nacin inhibiraju rast DNK i

RNK. Ovo vazno svojstvo citozinskih analoga koristi se pri lijeCenju hematoloskih zlo¢udnih

tkiva.



Citarabin je derivat citozina, a svoju klini¢ku primjenu nalazi u lijjeCenju akutne
leukemije. Citarabin je dokaz da su citozinski derivati potencijalni spojevi u borbi protiv
nekih, dosad neizljecivih bolesti.

(S)-1-(3-hidroksi-2-fosfonilmetoksipropil)citozin (HPMPC) snazan je i selektivan
inhibitor replikacije humanog citomegalovirusa (CMV). Njegova aktivnost vrlo je visoka i
slicna ekvivalentnom adeninskom derivatu HPMPA, a oba su pokazala vrlo niske
koncentracije potrebne za inhibiciju virusa.'® Citozinski derivati pokazali su i znaajnu
antitumorsku aktivnost. Ucinkovitost antitumorskog nukleozidnog derivata citozina 3'-
etinilcitidina (ECyd) analizirana je in vitro i in vivo. In vivo antitumorski u¢inak ukljuc¢ivao je
kapsuliranje u liposome, a farmakokinetickim i farmakodinami¢kim 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. Citozinski derivati su se u istrazivanjima pokazali kao vrlo snazni bioloski
agensi,a vrlo je vazno dizajnirati i nosioce antitumorskih lijekova modeliranjem njihovih

farmakokinetickih i farmakodinami&kih svojstava.'*

2.3. C-5 supstituirani analozi citozina

5-metilcitozin primjer je bioloski aktivnog derivata citozina.. Ispitivana je
fotoinducirana reakcija izmjene elektrona s N-a-acetil-L-lizinom, derivatom esencijalne
aminokiseline L-lizina. Reakcije su provodene pri pH 7,5 i pri tome su nastali metilcitozinski
derivati heksanske kiseline. 1z manjeg dijela produkata je deaminacijom nastao timinski
analog, koji je potom deacitiliran hidrolizom u kiselom mediju. Fotoinducirane reakcije pri
pH sli¢noj fizioloSkoj vrijednosti mogle bi imati biolosku primjenu pogotovo u citozinskim
komponentama DNA koje mogu reagirati s amino skupinama lizinskih ogranaka proteina
nakon izlozenosti UV ozra¢ivanju nukleosoma i ostalih kompleksa DNA proteina u
fizioloskim uvjetima.3

5-azacitidin pokazuje dobra antibakterijska svojstva, a njegova interakcija s citozin-
metiltransferazom uzrokuje mutagenezu u bakterijskoj vrsti Escherichia coli, pri ¢emu je
utvrdena korelacija mutacija i 5-azacitidina, uz veliku ovisnost o koncentraciji, odnosno
dozi.*

DNA metiliranju, odnosno adicija metilne skupine u polozaj C-5 citozina iz C-G

dinukleotida, duguje za svoj nagli napredak epigenetika. Istrazivanja bazirana na

5



karakterizaciji DNA metiliranja povezana su sa razvojima bolesti i mogucnosti njenog
koriStenja kao biomarkera za dijagnozu, prognozu i predvidanje odgovora na terapiju.
Otkriveni su novi derivati citozina koji imaju regulatornu ulogu poput 5-hidroksimetilcitozina,
5-formilcitozina i 5-karboksilcitozina, koji dokazuju svoju vaznost u interakciji nukleozidnih

analoga 1 vaznih bioloskih meta u organizmu.5
2.4. Derivati 1,2,3-triazola

Triazoli su aromatski heterocikli¢ki spojevi koji dolaze u obliku dvaju izomera: 1,2,3-
triazol i 1,2,4-triazol (Slika 6), a medusobno se razlikuju u rasporedu dusikovih atoma unutar
prstena. Svaki od njih ima 2 tautomerna oblika u kojima se mijenja polozaj vodika na

dusikovim atomima. Na slici 7 prikazani su tautomerni oblici 1,2,3-triazola.

N N
f \ A\
/ )N / 'N
N N
H H

Slika 6. Strukture 1,2,3-triazola 1 1,2,4-triazola

(O
N
H N
Slika 7. Strukture 1H-1,2,3-triazola i 2H-1,2,3-triazola

Derivati triazola sintetski su spojevi dobiveni ,,klik reakcijama, a posebnu primjenu
su nasSli u farmaceutskoj industriji pa se nalaze u antibioticima, antituberkuloticima,
inhibitorima HIV proteaze i antitumorskim lijekovima.® Takoder se koriste i kao fungicidi u
poljoprivredi.

Veliko zanimanje za derivatie 1,2,3-triazola proizlazi iz ¢injenice da su stabilni (nisu
podlozni metaboli¢koj razgradnji), stvaraju jake vodikove veze koje mogu biti kljuéne u
vezivanju s biomolekulskim metama i dobro su topljivi. U prirodi se ne pojavljuju, iako
sintetske molekule koje sadrze 1,2,3-triazolni prsten pokazuju raznoliku bioloSku aktivnost.
Triazolni spojevi zauzimaju bitno mjesto u medicinskoj kemiji jer za razliku od ostalih
azaheterocikla, 1,2,3-triazolni prsten nije protoniran pri fizioloSkom pH zbog svoje slabe
bazi¢nosti. Stoga, njihovi neprotonirani sp® hibridizirani dusikovi atomi mogu bolje imitirati

djelomi¢no pozitivni naboj anomernog ugljika u prijelaznom stanju reakcija kataliziranih

6



glukoza-oksidazama nego §to to ine sliéni bazi¢ni dusikovi atomi imino3eéera.® Brojni
1,2,3-triazoli svoje biolosko djelovanje duguju svojoj moguénosti da djeluju kao rigidne
poveznice kojima imitiraju zamjenu atoma 1 elektronska svojstva peptidne veze bez
podloZnosti hidrolizi.?

Razvoj nukleozidnih analoga koristenih u medicinske svrhe imao je velik utjecaj na
antivirusnu 1 antitumorsku terapiju pa je tako vise takvih analoga uspjeSno razvijeno za
lije¢enje humanog virusa imunodeficijencije (HIV), hepatitis B virusa (HBV), hepatitis C
virusa (HCV), herpes simpleks virusa (HSV), citomegalovirusa (CMV) i varicella zoster
virusa (VZV). Uvodenje triazolnog prstena u nukleozidne derivate postalo je Cesto u praksi
dizajniranja lijekova zbog poboljSanja bioloske aktivnosti u antitumorske ili antivirusne svrhe.
Ribavirin je prvi triazolni nukleozid sa Sirokim spektrom snaznog antivirusnog djelovanja
odobrenog za koriStenje protiv hepatitis C virusa koji je danas koriSten diljem svijeta. Razvoj
azidotimidina (AZT) i ribavirina (Slika 8) kao antivirusnih lijekova bio je poticaj sintezi i

ispitivanju bioloskog djelovanja 1,2,3-triazolnih nukleozida.’
Q o)
N
% T(LNH? e
NN /j\
HO N
o

OH OH N=N=N

HO

0 O

Slika 8. Strukture ribavirina i zidovudina

Potencijalni lijekovi koji su bazirani na 1,2,3-triazolnom prstenu su antitumorski spoj
karboksiamidotriazol (CAl), nukleozidni derivat kao inhibitor nenukleozidne reverzne
transkriptaze (TSAO), B-laktamski antibiotik tazobaktam, cefalosporin, cefatrizin i mnogi
drugi® (Slika 9).
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Slika 9. Potencijalni lijekovi bazirani na strukturi 1,2,3-triazola

Vezivanje triazolnih prstena na purinsku okosnicu cesta je praksa imitiranja strukture
molekule ATP-a koja je odgovorna za velik broj funkcija u organizmu, izmedu ostalog i
opskrbljivanja tumorskih stanica energijom. Cilj pripravlja njenih biomimetika je inhibirati
enzime koji ju prihvacaju u svoje aktivno mjesto, pomocu nje Salju signale te izmedu ostalog i
dobivaju energiju.

Upravo su s ciljem inhibicije mnogih bioloskih meta sintetizirani fluorarilni triazolni
derivati bazirani na purinskoj jezgri (Slika 10). Spojevima je ispitana bioloska aktivnost i
neurozastitni u¢inci fluorescencijskom elektronskom mikroskopijom, a pripravljeni su bakrom

kataliziranom 1,3-dipolarnom cikloadicijskom reakcijom, tzv. , klik* reakcijom.
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Slika 10. Triazolilni derivat purina

Biolosko djelovanje derivata prirodnog spoja flavona, flavopiridola koji je takoder
pokazao uc¢inkovitost u Sirokom spektru inhibicije kinaza ovisnih o ciklinu potaklo je razvoj
ove klase spojeva. Negativna strana flavona je relativno visoka citotoksi¢nost i nespecifi¢nost
za odredene ciljane kinaze, stoga je daljnjim istraZivanjima potrebno pronaci spojeve
analogne njegovoj strukturi.Kako bi se povecala selektivnosti na odredene vrste kinaza,
pokuSano je moduliranje hidrofobnosti molekula supstituiranjem fluoroarilnim prstenovima
preko 1,2,3-triazolnih poveznica, a rezultati pokazuju da su pripravljene molekule moguci
supstrati CDK5/p25 kompleksa, koji je odgovoran za ponovni ulazak u stanicni ciklus, te bi u
konacnici mogao dovesti do smrti Ziv€ane stanice. Poveéanu neurotoksi¢nost moguce je
objasniti pretjeranom aktivacijom spomenutog kompleksa, no mnogi pripravljeni produkti

pokazali su zadovoljavajucu aktivnost.’
2.5. Sonogashira-ina reakcija

Sonogashira-ina reakcija je paladijem katalizirana reakcija nastajanja C-C veze u kojoj
reagira terminalni sp hibridizirani ugljik alkina s sp? ugljikom arilnog ili vinilnog halida.
1975. godine otkrio ju je japanski kemicar Kenkichi Sonogashira te je po njemu i dobila ime.
Izvorni oblik reakcije odvijao se pri sobnoj temperaturi uz paladijev katalizator, kokatalizator

bakrov (1) jodid te amin kao otapalo. (Shema 1)

Pd-kat
—_— + H——R' ' R
R X Cul, baza

A

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

Shema 1. Sonogashira-ina reakcija



Tokom godina provodena su istrazivanja koja su ukljucivala razliCite reakcijske uvjete
s ciljem poboljsanja Sonogashira-ine reakcije unakrsnog spajanja no uglavno je zadrzan
izvorni oblik reakcije. To¢an mehanizam Sonogashira-ine reakcije do danas nije u potpunosti
razjasSnjen, ve¢inom zbog poteskoca pri analiziranju kombiniranog djelovanja dvaju metalnih

katalizatora iako se pretpostavljaju dva nezavisna kataliticka siklusa (Shema 2).16

R—C=C—R’

O—
r—o—
o
i
X

Cu—C=C—R'
Cut X
R x-
™ H—c=Cc——~R R—N"H
H—C=C—R' (\ i
Cu* X RN

Shema 2. Mehanizam Sonogashira-ine reakcije

Paladijev kataliticki ciklus pocinje oksidativnom adicijom arilnog halida pri ¢emu kao
produkt vezanja arila i halogenog elementa zasebno za atom paladija nastaje organometalni
spoj. U bakrovom katalitickom ciklusu odvija se disocijacija bakrovog halogenida i
nastajanje organometalnog spoja u kojem se bakar veze na alkin supstitucijom s terminalnim
atomom vodika. Ta dva organometalna spoja transmetaliranjem uzrokuju otpustanje halogena
u arilnom, te bakra u alkinilnom spoju, uz regeneraciju bakrovog halogena u bakrovom

katalitickom ciklusu. Reduktivnom eliminacijom u zadnjem stupnju nastaje produkt
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Sonogashira-ine reakcije stvaranjem veze izmedu arila i alkina, uz regeneraciju paladijevog

katalizatora u paladijevom katalitickom ciklusu.

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 3). Na primjer, omjer Cu : Pd = 2 : 1 pokazao se najboljim za povezivanje s alkinima

jer je na taj nadin moguée izbjeéi nastajanje sporednih produkata.™®

(0] R’
HN ! HN //
)\ | b H———R' Pd-kat )\ |
(0) N (0) N
& &

Shema 3. Sonogashira-ina reakcija 5-jodnukleozidnih derivata s terminalnim alkinima

2.6. ,,Klik* kemija

,,Klik” kemija najpoznatiji je nacin sinteze 1,2,3-triazola. Pojam ,,klik* kemija uveo je
K.B. Sharpless 2001. godine, a tim pojmom zelio je obuhvatiti i opisati reakcije visokog
iskoriStenja, Sirokog spektra primjene, stvaraju samo produkte koje je moguce otkloniti bez
kromatografskih postupaka, stereospecifi¢ne reakcije, jednostavne izvedbe te mogu biti
provedene u lako uklonjivim ili bezopasnhim otapalima. Nekoliko je vrsta reakcija za koje je
pronadeno da odgovaraju navedenim Kriterijima od kojih je za dobivanje 1,2,3-triazola vazna
cikloadicija. Proucavaju¢i cikloadiciju izmedu azida i alkina vidljivo je da ona ispunjava

mnoge od navedenih uvjeta, a naziva se Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija.

,.N .-'I'll"I .
R =N — e A Al i T
N o+ = - _ + \—/
L+ = )
= =y

Shema 4. Op¢a shema Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije
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Ova reakcija nije svrstana u ,,klik“ reakcije jer se klasicna reakcija alkina i azida
provodi uz povisenu temperaturu i vrlo ¢esto su produkti smjesa dvaju regioizomera kada se
koriste terminalni alkini (Shema 4). Bakrom katalizirana ,.,klik” reakcija slijedi drugaciji
mehanizam te ju je moguce provoditi u vodenom mediju, dozvoljava specificnu sintezu 1,4-
disupstituiranin  izomera. Reakcija katalizirana rutenijem rezultira sintezom 1,5-
disupstituiranih triazola. Ove katalizirane reakcije potpuno zadovoljavaju kriterije i zasluzuju
nazivati se definicijom ,klik” kemije te stavljaju naglasak na azid-alkin cikloadiciju kao
prototip svim “klik” reakcijama.’®

Kao jedna od najboljih “klik” reakcija, bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija
ubrzava reakciju za 10" do 10° u odnosu na nekataliziranu 1,3-dipolarnu cikloadiciju.
Uspjesna je pri Sirokom temperaturnom rasponu, neosjetljiva na vodene uvjete uz raspon pH u
vrijednostima od 4 do 12 i toleranciju prema velikom broju funkcionalnih skupina. U
idealnim uvjetima, Cisti produkti izoliraju se filtriranjem ili ekstrakcijom bez prociS¢avanja
kromatografijom ili prekristalizacijom. Mehanizam reakcije ukljucuje koordinaciju bakra na
acetilen pri cemu nastaje bakrov acetilid, nakon ¢ega azid uzrokuje vezivanje na bakar i
odbacivanje jo$ jednog liganda pa se tada stvara neobicna Sesteroclana ciklicka struktura.
Ukrucivanje prstena stvaranjem peteroclanog triazolilnog bakrenog derivata popraceno je
protoniranjem pri emu nastaje triazolni produkt i zatvara se kataliti¢ki krug (Shema 5).%° Ova
reakcija nasla je primjenu u raznim granama razvoja lijekova zbog raznolike primijenjivosti,
visoke razine pouzdanosti i potpune regiospecifi¢nosti. Jedna od kljuénih ideja ,klik*
filozofije je razvoj kompleksnih molekula iz relativno jednostavnih pocetnih komponenti,

stoga je razvojem ,,klik” kemije najvise profitirala farmaceutska industrija u sintezi lij ekova.’?
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Shema 5. Kataliticki krug bakrom katalizirane Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije

2.7. Predvidanje spektra aktivnosti spojeva in silico analizom (PASS)

Bioloska aktivnost spoja je interakcija spoja s bioloskom vrstom. Ona ovisi o strukturi
spoja, raspodjeli naboja, fizikalno-kemijskim svojstvima i dr., te o bioloskoj vrsti (spol, dob,
itd.) 1 nacinu lijeCenja (koncentracija spoja, put biokemijske razgradnje). Svaki bioloski
aktivni spoj pokazuje Sirok spektar razli¢itih ucinaka. Neki se mogu koristiti kao lijekovi, a
drugi uzrokovati razli¢ite nuspojave ili mogu biti toksi¢ni. Sve aktivnosti uzrokovane jednim
spojem smatraju se spektrom bioloSke aktivnosti tvari.?

U novije vrijeme rabi se i in silico analiza koja podrazumijeva predvidanje i simulaciju
bioloske aktivnosti spojeva sofisticiranim kompjuterskim programima i algoritmima na
temelju velike baze podataka enzima i drugih meta lijekova te drugih biologki aktivnih tvari.??

Dobar izbor za pronalazenje novih lijekova je program koji predvida farmakoloske
aktivnosti, mehanizme 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) racunalni je program koji moze predvidjeti vise od 3750
ucinaka farmakoloskih supstanci i biokemijske mehanizme na temelju strukturne formule

tvari, prosjecnom toksi¢nosti od 95 %. Primjenjuje se u predvidanju bioloske aktivnosti kod
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sinteze 1 istrazivanja novih lijekova, medicinskoj kemiji, racunalnoj kemiji, farmakogenomici,
kemogenomici, kvalitativnom odredivanju odnosa strukture i aktivnosti (SAR),
translacijskom ispitivanju i medicini.?®

PASS algoritam temelji se na Bayesianovim procjenama vjerojatnosti molekula koje
pripadaju klasi aktivnih i neaktivnih spojeva, a procjenjuje predvideni spektar aktivnosti kao
mogucu aktivnost (Pa) i mogucu ne-aktivnost (Pi), vrijednosti Pa i Pi variraju od 0 do 1, i
opcenito je Pa+Pi # 1. Predvidanje se temelji na SAR analizi trening seta, koji sadrzi vise od
205 000 spojeva s vise od 3750 bioloskih aktivnosti.?

Prednosti PASS metode su u tome $§to su kao ulazni podatak potrebne samo 2D
strukture, a moze se koristiti za grupiranje spojeva prema bioloskim svojstvima, a ne prema
njihovoj strukturnoj sli¢nosti. Predvidanja su brza, pa tako na obi¢nom racunalu proracun

spektra bioloske aktivnosti za 10 000 spojeva moze trajati 5 minuta.?
2.8. UV/Vis i fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencija i fosforescencija su vrste  luminiscencije, a koriste se i u
spektroskopske svrhe. Do luminiscencije dolazi kada se elektron pobudi vanjskim izvorom
energije (toplinskim, elektricnim, svjetlosnim) i prijede na visi energetski nivo. Tamo moze
postojati u singletnom i triplethom pobudenom stanju. Ukoliko ne dode do vibracijske
relaksacije, unutarsustavnog prijelaza ili unutarnje konverzije, elektron u osnovno stanja
prelazi uz emisiju energije u obliku elektromagnetskog zracenja.

Energije potrebne za pobudu u konjugiranim sustavima u viSe energetsko stanje
ekvivalentne su onima koje je moguc¢e postici UV ili vidljivim dijelom spektra
elektromagnetskog zracenja. Takvi konjugirani spojevi obi¢no su aromatske molekule, drugi

polieni ili spojevi s karbonilnom skupinom.

Fluorescencijska spektroskopija najces¢e se koristi u analitiCke svrhe, a odlican je
nacin usporedbe serija spojeva koje zbog malih razlika u strukturama pokazuju razlicite
intezitete fluorescencije. Taj se intenzitet oCituje koli¢inom fotona emitiranih iz uzorka
luminiscencijom iz viSeg enegretskog stanja.

Ultraljubicasti 1 vidljivi dio spektra elektromagnetskog zracenja nalaze se u intervalu
od 200 do 800 nm. Te su vrijednosti valnih duljina dovoljne energije za pobudivanje
kromofora, odnosno funkcionalnih skupina molekula koje svojom konjugiranoS¢u postizu

niske energetske nivoe. Oni su odgovorni za boju spojeva, jer njihovom apsorpcijom vidljivog
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zracenja molekula emitira natrag zrac¢enje nizih valnih duljina koje daju dojam da je supstanca
,obojana®“. Supstituenti koji sami ne daju boju, ali utjeCu na povecanje (hiperkromni efekt) ili
smanjenje (hipokromni efekt) valne duljine apsorbirane svjetlosti se nazivaju auksokromi ili
antiauksokromi.

Moguce su tri vrste prijelaza elektrona:

1) Prijelazi koji ukljucuju p, s i n elektrone

2) Prijelazi koji ukljucuju elektronski prijenos naboja

3) Prijelazi koji ukljucuju d i f elektrone.

Najcesci prijelazi u organskim molekulama ukljucuju p, s i n elektrone te se elektroni
pobuduju iz veznih i neveznih u protuvezne orbitale: 6—c , N—oc , n—x , =—n (Slika 3.).2

Intenzitet apsorpcije proporcionalan je koncentraciji, ¢ , i duljini puta, | , prema
Lambert-Berr-ovom zakonu:?*

ID
AEIDET=EC3,
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Op¢e napomene

Sva koristena otapala suSena su i procisS¢avana prema preporucenom postupku susenja
agensima i/ili destiliranjem iznad molekulskih sita veli¢ine 3A.

Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC), koja je provodena na
plocama 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¢éem omjeru.

Spektri *H-NMR su snimljeni na spektrometru Bruker Avance 300 MHz. Svi su
uzorci otopljeni u DMSO-ds i mjereni pri 298 K u NMR cjev¢ici promjera 5 mm. Kemijski
pomaci (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, a fluorescencijski
emisijski spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometru, pri ¢emu su koristene
kvarcne kivete promjera 0,5 cm te volumena 3 cm?.

Reakcije potpomognute mikrovalnim zracenjem provedene su u Milestone Start S

mikrovalnoj pec¢nici u kvarcnim posudama.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3 Priprava spojeva

3.3.1. N-4-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 I, (1,890g; 15 mmol) i amonijev cerijev(IV) nitrat (CAN;
8,2233g; 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 (CH.Cl,, potom CH,Cl,/MeOH=30/1 i 10/1).
Izolirani su bijeli pahuljasti kristali spoja 1 (1,4810g; 31,27%; T= 106-108°C).

3.3.2. N-(5-(3-hidroksibut-1-inil)-2-okso-1,2-dihidropirimidin-4-il)benzamid (2) i
(E)-N-(5-(3-hidroksibut-1-inil)-2-okso-2,3-dihidropirimidin-4(1H)-iliden)benzamid (3)

Spoj 1 (400 mg; 1,173 mmol) otopljen je u DMF-u (30 mL) te su u reakcijsku smjesu
dodani 3-butin-2-ol (0,086 mL; 1,759 mmol), Cul (44,34 mg; 0,2346 mmol),
diizopropiletilamin (0,21 ml; 2,346 mmol) te katalizator (PPh3)4Pd (134,9 mg; 0,1173 mmol).
Reakcija je provodena preko noci u struji argona pri sobnoj temperaturi, a tijek je pracen
TLC-om. Nakon zavrsSetka reakcije, reakcijska smjesa je uparena i procis¢ena kolonskom
kromatografijom (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH=100:1 i 50:1). Dobiveni spoj (109 mg; 27,3%) je

smjesa dva tautomera 2 i 3, §to je potvrdeno "H NMR spektroskopijom.

3.3.3. N-(5-(heks-1-inil)-2-okso-1,2-dihidropirimidin-4-il)benzamid (4) i 7-benzoil-
6-butil-3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2(7H)-on (5)

Spoj 1 (400 mg; 1,173 mmol) otopljen je u DMF-u (11 mL), zatim je u reakcijsku
smjesu dodan heksin (0,202 mL; 1,759 mmol), Cul (44,3 mg; 0,2346 mmol),
diizopropiletilamin (0,21 mL; 2,346 mmol) te katalizator (PPh3),Pd (134,9 mg; 1173 mmol).
Reakcija je provodena preko noéi u struji argona pri sobnoj temperaturi, a tijek je pracen
TLC-om. Nakon =zavrSetka reakcije, smjesa je uparena 1 prociS¢ena kolonskom
kromatografijom (CH.Cl, CH,CIl,/MeOH=100:1 i 50:1). Reakcijom je dobivena smjesa
spojeva 4 (18,0 mg, 13,12 %) i 5 (45,2 mg, 13,85 %).
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3.3.4. N-(5-jod-2-0kso-1-(prop-2-inil)-1,2-dihidropirimidin-4-il)benzamid (6)

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 no¢i pri sobnoj temperaturi, a tijek reakcije pracen je TLC-
om. Otapalo je upareno, a sirova smjesa je procis¢ena kolonskom kromatografijom

(CH2CIl2/MeOH=30:1). Dobiveni su bijeli kristali spoja 6 ( 197,1 mg; 73,34 %).

3.3.5.  N-(5-jod-2-okso-1-((1-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-
2,3-dihidropirimidin-4(1H)-iliden)benzamid (7)

Spoj 6 (197,1 mg; 0,5198 mmol) otopljen je u DMF-u (7 mL) i smjesi tert-
butanol:voda(1:1) (7,17 ml) te stavljen u kvarcnu kivetu. U reakcijsku smjesu dodani su 1-
azido-4-trifluormetilbenzen (1,25 mL; 0,62 mmol), CuSQO, (0,082 mL) i bakar (Cu(0); 0,033
g). Reakcija je provedena u mikrovalnom reaktoru tijekom 40 minuta, a tijek reakcije pracen

je TLC-om. Otapalo je upareno, a sirova smjesa prociS¢ena kolonskom kromatografijom

(CH,Cl,/MeOH=50:1). Dobiveni su bijeli kristali spoja 7 (56,3 mg; 19%; T = 53-55°C).

3.3.6.N-(1-((1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jod-2-okso-1,2-
dihidropirimidin-4-il)benzamid (8)

4-amino-1-((1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-5-jodpirimidin-2(1H)-on
9)

Spoj 6 (216,3 mg; 0,57 mmol) otopljen je u DMF-u (6 mL) i smjesi tert-butanol: voda
(12:1) (7,86 mL), a u reakcijsku smjesu dodan je 1-azido-4-fluorbenzen (1,4 mL; 0,685 mmol),
CuSO, (0,085 mL; 0,57 mmol) i Cu (36,2 mg). Reakcija je provodena u mikrovalnom
reaktoru 30 minuta, a nakon toga mijeSana na sobnoj temperaturi preko noci, tijek reakcije
pracen je TLC-om. Zatim je reakcijska smjesa zagrijavana u mikrovalnom reaktoru 15
minuta, a potom uparena i pro¢is¢ena kolonskom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH=70:1 i

50:1). Dobiven je smjesa spojeva 8 (15,19 mg; 6,5%) i 9 (16,3 mg; 7%).
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3.3.7.N-(5-(hept-1-inil)-2-okso-((1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-2,3-dihidropirimidin-4(1H)-iliden)benzamid (10), N-(5-(hept-1-inil)-2-okso-((1-
(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1,2-dihidropirimidin-4(1H)-
iliden)benzamid (11) i 6-pentil-3-((1-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-
3H-pirolo[2,3-d]pirimidin-2(7H)-on(12)

Spoj 7 ( 25,2 mg; 0,045 mmol) otopljen je u DMF-u (5 mL). U reakcijsku smjesu
dodani su heptin (0,01mL; 0,068 mmol), Cul (1,701 mg; 0,009 mmol), (PPh3)4Pd (5,175 mg;
0,1 mmol) i diizopropiletilamin (0,0082 mL; 0,09 mmol). Reakcijska smjesa mijeSana je
preko noci u struji argona na sobnoj temperaturi, a tijek reakcije pracen TLC-om. Reakcijska
smjesa je nakon zavrSetka reakcije uparena i procis¢ena kolonskom kromatografijom
(CH.CI;, CH,CI,/MeOH=200:1 i 100:1). Izolirani su spojevi 10 (6,2 mg; 26%), 11 (6,0 mg;
25%) i 12 (6,4 mg; 26,6% ).
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3.4. Preliminarna ispitivanja interakcija nekih pripravljenih spojeva s ct-DNA

ct-DNA ¢istoce >99% (Aldrich) otopljena je u BPE puferu (6,0 mM NayHPOQOy; 2,0
mM NaH,PO, i 1,0 mM EDTA) u koncentraciji reda veli¢ine 10 moldm™ i koristena je bez
daljnjeg prociS¢avanja. Koncentracija fosfata polinukleotida odredena je na osnovu
apsorbancije u puferu pH = 7; 0,01 moldm™ prema vrijednostima: calf thymus DNA na 260
nm, A = 6600. Zbog odrzavanja konstantnog pH tijekom titracije koriSten je BPE pufer.

Kod UV/Vis titracija pra¢ene su promjene spektra ispitivanog spoja u podrucju valnih
duljina 300-450 nm gdje polinukleotid ne apsorbira UV/Vis zracenje.

Kod fluorescencijskih titracija pradene su promjene intenziteta fluorescencije
ispitivanog spoja 7 na valnim duljinama (Aem = 380-600 nm) gdje niti jedan sastojak u otopini
ne pokazuje apsorbanciju u UV/Vis, te su koriStene valne duljine pobude kod kojih
polinukleotid ct-DNA ne apsorbira u UV/Vis (Aeksc. > 320 nm). Fluorescencijski spektri su
korigirani prema baznoj liniji pufera.

Sva mjerenja su provedena pri sobnoj temperaturi, a podaci pohranjeni kao ASCII
datoteke. UV/Vis 1 fluorescencijski spektri obradeni su pomocu programa Origin 8.0.

Titracije su provedene u uvjetima ravnoteZznog stanja izmedu nastalog kompleksa te
slobodnog spoja i ct-DNA. Promjene spektara ispitivanih spojeva nakon dodatka ct-DNA
korigirane su za razrjedenje. Ukupno razrjedenje tijekom titracija bilo je 3-15%.

Titracije su provodene relativno kratko vrijeme (5 min) u kojem je uspostavljeno
ravnotezno stanje po dodatku supstrata u otopinu ispitivanog spoja. Kod UV/Vis i
fluorimetrijskih titracija u kivetu s puferiranom otopinom ispitivanog spoja dodavani su
alikvoti puferirane vodene otopine supstrata ct-DNA. Po svakom dodatku nakon navedenog
vremena uravnoteZenja uz mijeSanje snimljen je spektar ispitivanog spoja.

UV/Vis titracije ispitivanog spoja (¢ ~ 10®° moldm™) s ct-DNA koristene su ve¢inom
za odredivanje batokromnog, hipsokromnog, hipokromnog i hiperkromnog pomaka.

Fluorimetrijske titracije ispitivanih spojeva (c ~ 10° moldm™) s ct-DNA koristene su

za pracenje promjena intenziteta fluorescencije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Sinteze spojeva

Reakcijom jodiranja N-4-benzoilcitozina s 1, uz cerijev(IV)amonijev nitrat (CAN) u
acetonitrilu (AcN) pripravljen je klju¢ni prekursor N-4-benzoil-5-jodcitozin (1). Razliciti
supstituenti s etinskom premosnicom u polozaj C-5 pirimidinskog prstena uvedeni su
paladijem kataliziranom Sonogashira-inom reakcijom unakrsnog povezivanja N-4-benzoil-5-

jodcitozina (1 mol) s terminalnim alkinima uz Kkataliticku koli¢inu tetrakistrifenilfosfin

paladija ((PPhs)4sPd, 0,1 mol), Cul (0,2 mol) i trietilamina (2 mol) u DMF-u pri ¢emu su
sintetizirani C-5supstituirani citozinski derivati 2—4 (Shema 1).

{0 10, L0 7

O N @) N
" o 24 ©
1 H
5
2,3 4
R- < _(CH2)3CH3
OH

Shema 1: Reagensi i uvjeti: (i) I,/ CAN/ AcN/ 2 h refluks/ 24 h/ sobna temp.
(ii) terminalni alkin/ Cul/ (PPh3)4Pd/ Et3N/DMF/ 24 h/ sobna t.

6-butil-pirolo[2,3-d]pirimidinski derivat 5 dobiven je intramolekulskom 5-endo-dig
ciklizacijom spoja 4 in situ (Shema 1). Reakcijom N-alkiliranja N-4-benzoil-5-jodcitozina (1) uz
NaH (1,2 mol) kao deprotonirajuce sredstvo s propargil-bromidom (1,2 mol) u DMF-u
pripravljen je 5-jod-N-1-propagilirani derivat citozina, polazni spoj za "klik” reakcije
potpomognute mikrovalovima (Shema 2).

24



| .

HN | 2 . )\ |
O)\N
H

1 6 —

Shema 2: Reagensi i uvjeti: (i) NaH/ Br-CH,-C=CH/DMF/24 h/ sobna temp.

1,2,3-triazolni prsten u polozaju N-1 citozina uveden je “klik” reakcijom, tj.
Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom propargiliranog citozinskog derivata 6 i
odgovaraju¢ih azida uz bakar kao katalizator, pri ¢emu su pripravljeni derivati citozina 7—9
kao 1,4-disupstituirani regioizomeri 1,2,3-triazola (Shema 3).

o Q NH,

|

\ /
N\
R R
7,8 9
7 8,9
R
CFs3 F

Shema 3: Reagensi i uvjeti: (i) azid/CuSO4/ H,0: tert-BuOH=1:1/DMF/Cu/45 min
80°C, MW
Na Shemi 4 prikazan je mehanizam Huisgenove ciklizacije uz bakar kao katalizator.

U prvom stupnju Cu stvara kompleks s acetilenom nakon ¢ega azid istiskuje drugi ligand koji
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je vezan za bakar pri ¢emu nastaje Sesteroc¢lani bakar (I11) ciklicki kompleks, c¢ijom

pregradnjom nastaje 1,2,3-triazol.

Rl
.:_'. R'——
NQN#NHH [CulJ*
H+
H+
R Cul,, ., R'———=Cul,
N:_: . @ O
R M=M=,
R
e
R'—— Cluan
I
R —Cu MR
\][| an‘_// N~ i
LI
“MN R

Shema 4: Mehanizam bakrom katalizirane azid-alkin Huisgenove 1,3-dipolarne
cikloadicije

Sonogashira-inom reakcijom derivata 5-jod-N-1-metiltriazolilcitozina (7) (1 mol) s
terminalnim alkinima uz kataliticku kolic¢inu tetrakistrifenilfosfin paladija ((PPhs)sPd, 0,1
mol), Cul (0,2 mol) i trietilamina (2 mol) u DMF-u sintetizirani su C-5 alkinilni derivati

citozina s N-1-metil triazolnim supstituentom (10 i 11) (Shema 5).
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3 10-11

~

Shema 5. Reagensi i uvjeti: (i) terminalni alkin/ Cul/ (PPhs)sPd/ EtsN/DMF/ 24 h/

sobna t.

7-deazapurinski derivat 12 sintetiziran je Sonogashira-inom reakcijom, uz dodatak
trietilamina i1 bakrovog(l)jodida in situ nakon provodenja reakcije pri sobnoj temperaturi
(Shema 6). Mehanizam reakcije prikazan je na shemi 7. Sonogashira-ina reakcija terminalnih
alkina s derivatima N-4-benzoil-5-jod-N-1-metiltriazolilcitozina te njihova in situ ciklizacija
pospjesena bakrovim(I)jodidom daje derivat 6-alkilpirolo[2,3-d]pirimidin-2-ona (12). Ovaj je
biciklicki pirolopirimidinski analog sintetiziran N-heteroanulacijom, odnosno 5-endo-dig
elektrofilnom ciklizacijom alkinilnog derivata 10 kataliziranom Cul u trietilaminu pri
poviSenoj temperaturi ili produljenjem vremena reakcije. Reakcija ciklizacije ukljucuje dusik

u polozaju C-4 pirimidinskog prstena i etinsku vezu na polozaju C-5 pirimidinskog prstena.
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(CH2)4CHs| (i) NZ

Shema 6. Reagensi i uvjeti: (i) terminalni alkin/Cul/ (PPh3)4Pd/ EtzN/ toluen/ 24 h/ s.t.;
(i) Cul, EtsN

O)\ N
PdL, H
2-7 oksidativna
reduktivna adicija
eliminacija

H
@_‘( transmetaliranje
L
trans/cis N R
izomerizacija Cu——R

N
H
Cul N(CH3CH,),HI
+ — 1
(CH3CH2)3NH + T — R
) —
(CH3CHy)3N H—=——-rR

Shema 7. Mehanizam nastajanja C-5 supstituiranih citozinskih derivata (2—4 i 10)

Sonogashira-inom reakcijom.
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Intermolekularna 5-endo-dig ciklizacija 5-alkilcitozina je bitna strategija u sintezi
pirolo[2,3-d]pirimidina i drugih heterocikla. Kao sto je prikazano na Shemi 8, reakcija se
odvija aktivacijom 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.

CF;

Shema 8: Mehanizam nastajanja pirolo[2,3-d]pirimidina (5 i 12) 5-endo-dig
ciklizacijom C-5 supstituiranih citozinskih derivata.
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4.2. Analiza "H-NMR spektara

Strukture spojeva odredene su na temelju kemijskih pomaka (6/ppm), veli¢ine signala
i multipliciteta sprega spin-spin izmedu jezgara H-H u *H NMR spektrima.

U H NMR spektrima spojeva 2—4 prisutni su signali za protone pirimidinskog
prstena (NH-1 i/ili NH-3, NH-4) na ~ 11,5 ppm i singlet za proton H-6 na ~ 8 ppm, signali za
fenilne protone benzoilne skupine ~ 7,5 ppm te signali pobo¢nog lanca u polozaju C-5 u
alifatskom dijelu spektra. Struktura biciklickog spoja 5 potvrdena je prisustvom pirolnog
prstena H-1" na 6,24 ppm uz istovremeni izostanak signala za NH-3. u *H NMR spektru spoja
6 osim signala za protone pirimidinskog i fenilnog prstena prisutni su i signali N-1
propagilnog supstituenta: dublet intenziteta 2H na 5,58 ppm i triplet intenziteta 1H na 3,44
ppm. U *H-NMR spektrima spojeva 7—9 osim signala pirimidinskog i fenilnog prstena u
polozaju N-4 prisutni su i signali za protone fenilne skupine vezane u polozaju C-4' triazolnog
prstena te signali za CH,-1' protone na ~ 5,1 ppm i signal za proton triazolnog prstena na ~
8,8 ppm. U 'H NMR spektrima spojeva 10 i 11 osim signala za protone pirimidinskog,
fenilnog 1 triazolnog prstena prisutni su i signali u alifatskom podrucju spektra za protone

pobo¢nog lanca u polozaju C-5.

HN

HN3
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Tablica 1. Kemijski pomaci (d/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante

sprega Jun (J/Hz) u spektrima *H-NMR za spojeve 1-5.

29 H-3°- s1_199

NH-3/NH-4 | H-6 H-1 L CH, CH,-3"-1
- 8,01(2H, d,
A 326,9H2)

" e 11,53 (1H, 5) ;?Eg:s / 7.50(2H. t, J ) /

A 1107 (AH,s) | f =75Hz)

L 7,61(1H, t, J

=7.2H7)
8,26(2H, d, 3=7,2
Hz)
12,87 (1H, s 7,53(2H, t, J
11,94E1H, sg 8.18(1H.s) | / :7,5(Hz) / /
1 7,61(1H, t, J
=7.2H7)
7,61-7,69 (m,
2H)7,77 (4, 1H, | 0,83

(2+3)° 12,88(s, 1H) | 8.20(s, 1H) | / / J=72H2)7.87 | (t 3H, =72
(d, 2H, Hz)
J=17.2H7)
7.30-7,75 (m,
3H)7,74 (d,1H,]

4 11,08(s, 1H) | 8.83(s, 1H) | / / =72 Hz) gf‘;gﬁg
7,98 (d,1H,J :
=7,1H7)

7,48-7,68(m, 3H) 1,28-1,51
5 / 8,32(s,1H) i’ﬁ;‘(s’ 7.92 (d, 2H,J = gfg(Ht'SH’J (m, 4H)
7.1 Hz) * 231 (m, 2H)
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Spojevi su otopljeni u deuteriranom otapalu DMSO-dg
45,58 (1H, d, J=7,0 Hz, H-5); "11,87 (1H, s, NH-1); © 11,39 (1H, s, NH-1), 10,48 (1H, s, OH-3"""),
2,92-2,99 (1H, m, CH5-3">")

Tablica 2. Kemijski pomaci (6/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante

sprega Juy (J/Hz) u spektrima *H-NMR za spoj 6.

: : -5, H377-
NH-3/NH-4 | H-6 H-1 H-3 s Te) | Mo ehBa)
753
4,50 3,44 (2H.t,J=7.5)
6 P 8.23 (d, 2H (t, 1H / 7,62
(5. 1H) (s 1H) J=25Hz |J=25H2) 5(31;'2' L I=7.2)
(2H, d, J=7,2)

4521 (1H, s, NH-4")
® 5,58 (2H, s, CH,-benziltriazolil)

Tablica 3. Kemijski pomaci (6/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante

sprega Jun (J/Hz) u spektrima *H-NMR za spojeve 7-9.

, , H-5, H-3"-
NH-3/NH-4 | H-6 H-1 H-3 H.6'(Ph. Tr) | HS(Ph.B2)
8,16
(d, 2H, )
. 13,03 8,65 5,19 8,99 J=8,0 Hz) ;'gg 7,68 (m, 3H)
(s,1H) (s,1H) (s, 2H) (s,1H) 8,25 ' _
(4. 2H, (d, 2H, J =7,1Hz)
J=7,9 Hz)
g 12,89 8,62 5,15 8,79 7,43-7,60 (m, 5H)
(s, H) (s, 1H) (s, 2H) (s, 1H) 7,91-7,94 (m, 4H)
7,40-7,46
9 11,68 8,33 5,03 8,74 (m, 2H) )
(s, 2H) (s, 1H) (s, 2H) (s, 1H) 7,89-7,94
(m, 2H)

Tablica 4. Kemijski pomaci (6/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante

sprega Jun (J/Hz) u spektrima *H-NMR za spojeve 10-11.

H-5°
NH-3 i I’ e % H-3- CH,-3"-
INH-6 H-6 H-1 H-3 ;'06 Ph, | g pnpz | O 117
7,53-7,74 (m, 5H) 084 1,24 (s,6H)
8,70 5,25 8,99 Dol : (t, 3H, e
& / GIH) | (s 2H) | (s 1H) | ©99(m.2H) j=70 |18
’ ’ ' 8,18 (d, 2H, J = 7,0 Hz) H;) : (m,2H)
7,53 (d, 2H) 1,24
i 11,23 8,48 5,20 8,97 7,73-7,82 (m, 3H) 0,85 (s, 6H)
(s, 1H) (s, 1H) (s, 2H) (s,1H) 8,00 (m, 2H) (m, 3H) 1,51
8,17 (m, 2H) (m,2H)
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® Signali H-atoma iz alkinilnog lanca nalaze se unutar signala od fenilnih triazolilnih i benzoilnih

protona.

Tablica 5. Kemijski pomaci (8/ppm), intenziteti signala, multipliciteti i konstante

sprega Jun (J/Hz) u spektrima*H-NMR za spoj 12.

H-5
NH-3 . . ', ) H-3>- CH,-3”-
INH-4 He H-1 HE H-1 ?r? (Ph, H5>>’(Ph,Bz) CHs 11”
7,97 (d,
2H, 0,88 1,24
12 11.40 8,51 5,27 8,90 5,83 J=8,3 / (t, 3H, (s, 6H)
s '1H) (s, 1H) | (s 2H) | (s 1H) | (s,1H) | H2) J=7,0 | 152
: 8,13 Hz) (m,2H)
(m,2H)

5,55 (2H, s, CH,-benzilni triazolilni)
® Signali H-atoma iz alkinilnog lanca nalaze se unutar signala od fenilnih triazolilnih i benzoilnih

protona.

4.3. Spektroskopska karakterizacija spoja 7 UV/Vis i fluorimetrijskom
spektroskopijom

Spoj 7 je okarakteriziran UV/Vis i fluorimetrijskom spektroskopijom te mu je odreden
maksimumi apsorbancije, molarni ekstinkcijski koeficijent, valna duljina emisije i Stokesovi
pomaci. Mati¢ne otopine ispitivanog spoja priredene su u metanolu. UV/Vis spektar
ispitivanog spoja snimljen je kod koncentracije 2,0 x 10° moldm™ u metanolu (Slika 20).

Spoj pokazuje batokromni pomak apsorpcijskih maksimuma u podrucju 340-370 nm.

0.4 H

0.2 1

Apsorbancija

0.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 420
A (nm)

Slika 1. UV/Vis spektri spoja 7( ¢=2,0 x 10° moldm™®)
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Fluorimetrijska spektroskopska ispitivanja provedena su zbog visoke osjetljivosti
metode pri koncentraciji 1x10° moldm™ u metanolu. Otopina pripravljenog spoja pobudena
je svjetloséu valne duljine ekscitacije (L) koja odgovara valnoj duljini maksimuma

apsorbancije (Ama)-

Tablica 6. UV/Vis i fluorimetrijski podaci ispitivanih spojeva

. R Stokesov
Spoj Amax (NM) Abs Emax (M ‘em 1) Lex (NM) Aem (NM) pomak (nm)
7 340 0,0155870206 779 340 / /

4.4. In silico analiza novopripravljenih spojeva (2-12)

Predvidanja vjerojatnih bioloskih meta i farmakoloskih djelovanja (Tablice 10-17)

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 (2-12) predviden PASS-om
prikazan je u tablicama 10-17 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.
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Tablica 7.Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i ucinci predvideni PASS-om

za N-benzoilcitozin (1) i njegove 5-alkinilne derivate (2—3)

Aktivnost spoja 1 Pa_1 | Pi_1 | Aktivnost spoja 2 Pa_2 | Pi_2 | Aktivnost spoja 4 Pa_3 | Pi_3
Bioloska meta Bioloska meta Bioloska meta
Inhibitor dihidropirimidin | 0,981 | 0,000 | Inhibitor pterin 0611 | 0025 Inhibitor CDP-glicerol 0,725 | 0,048
dehidrogenaze deaminaze ' ' glicerofosfotransferaze
Inhibitor testosteron 0,726 | 0,047 Inhibitor Inhibitor dihidropirimidin 0,593 | 0,002
17beta dehidrogenaze dihidropirimidi dehidrogenaze
(NADP+) ihidropirimidin 0,579 | 0,002

dehidrogenaze
Inhibitor pterin 0,670 | 0,016 Inhibitor 2- Inhibitor biotinidaze 0,507 | 0,039
deaminaze -

Dehidropantoat 2- 0,605 | 0,030

reduktaze
Inhibitor (S)-3-amino-2- 0,577 | 0,003 Inhibitor bilirubin oksidaze 0,488 | 0,025
metilpropionat Inhibitor biotinidaze | 0,594 | 0,022
transaminaze

Farmakolosko Farmakolosko djelovanje
Farmakolosko djelovanje djelovanje
Keratolitik 0,754 | 0,002 | Antiekcematik 0,769 | 0,025 | Antiekcematik 0,756 | 0,029
Antiekcematik 0,760 | 0,028 | Stimulant eritropoeze | 0,613 | 0,012 | Stimulant eritropoeze 0,566 | 0,020
Stimulant eritropoeze 0,640 | 0,008 | Stimulant leukopoeze | 0,501 | 0,045 | Inhibitor gastrina 0,499 | 0,068

Tablica 8.Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i uéinci predvideni PASS-om

za 5-alkinilne derivate ( 4 i 5) N-benzoilcitozina (1), N-4-benzoil-N-1-propargilcitozina (6).

Aktivnost spoja 4 Pa_4 | Pi_4 | Aktivnost spoja5 Pa 5 | Pi_5 | Aktivnost spoja 6 Pa 6 | Pi_6
Bioloska meta Bioloska meta Bioloska meta
Inhibitor CDP-glicerol 0,717 | 0,049 | Inhibitor bilirubin Inhibitor CDP-glicerol 0,679 | 0,059
. - 0,484 | 0,026 .
glicerofosfotransferaze oksidaze glicerofosfotransferaze
Inhibitor dihidropirimidin 0,623 | 0,001 Inhibitor tauri Inhibitor Blasticidin-S 0,420 | 0,005
dehidrogenaze NRIDILOT taurin 0,528 | 0,078 | deaminaze
dehidrogenaze
Inhibitor receptora platelet 0,500 | 0,031 Inhibitor ciklick Inhibitor dihidropirimidin 0,399 | 0,004
derivirane kinaze ¢imbenika nuioItor criicke 0,477 | 0,032 | dehidrogenaze
rasta AMP fosfodiesteraze
Inhibitor ribonukleaze u 0,427 | 0,017 Inhibitor aldolaze Antagonist receptora 0,455 | 0,060
gusteradi AP - 0,468 | 0,050 | fibrinogena
trimetilaminoksida
R ales e garmako_losko Farmakolosko djelovanje
jelovanje
Antiekcematik 0,814 | 0,016 | Stimulant 0,791 | 0,020 | Pojaciva¢ antineoplastika 0,891 | 0,003
funkcije bubrega
Stimulant eritropoeze 0,534 | 0,028 | Antagonist B2 0,453 | 0,058 | Antineoplastik 0,780 | 0,014
tromboksana
Protektor mukomembrane 0,534 | 0,123 | Antiekcematik 0,488 | 0,105 | Antiekcematik 0,662 | 0,059
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Tablica 9. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloSke mete i ucinci predvideni PASS-

om za N-4-benzoil-N-1-triazolilne derivate citozina (7, 8) i N-1-triazolilni derivat citozina (9)

Aktivnost spoja 7 Pa_7 | Pi_7 | Aktivnost spoja 8 Pa_8 | Pi_8 | Aktivnost spoja9 Pa_9 | PiL9
BioloSka meta Bioloska meta Bioloska meta
Inhlb!tor Blasticidin-S 0,230 | 0,046 Glutame}te receptor 0,262 | 0,010 In_hlbltor CDP-glicerol | 0,583 | 0,089
deaminaze antagonist glicerofosfotransferaze

Inhibitor Blasticidin-S Inhibitor Blasticidin-S | 0,397 | 0,006
Inducira CYP2C19 0,308 | 0,129 d” foitor Blasticidin- 0,271 | 0,025 | deaminaze

eaminaze
Inhibitor dihidropirimidi Inhibitor 0,277 | 0,009
dotidronenase T 10,191 | 0,022 | Inhibitor MAP kinaze 0,207 | 0,004 | dihidropirimidin
emarogenaze dehidrogenaze
Inhibitor MAP kinaze 0,171 | 0,006 | Mhibitor dihidropirimidin | 51, | ¢ 517

dehidrogenaze

. . . Farmakolosko djelovanje Farmakolosko

Farmakolosko djelovanje djelovanje
Analgetik, neopoidni 0475 | 0,032 Antivirusno (Hepatitis B) 0,343 | 0,024 Q)ntlwrusno (Hepatitis | 0,563 | 0,003
Analgetik 0,364 | 0,089 Pojacivaé antineoplastika 0,288 | 0,032 | Inhibitor sinteze DNA | 0,433 | 0,024
Antivirusno (Hepatitis B) 0,280 | 0,039 Inhibitor sinteze DNA 0,263 | 0,073 | Antineoplastik 0,413 | 0,100

Tablica 10. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i ucinci predvideni PASS-

om za N-4-benzoil-5-alkinilne-N-1-triazolilne derivate citozina (10, 11).

Aktivnost spoja 10 Pa_10 | Pi_10 | Aktivnost spoja 11 Pa_11 | Pi_11

Bioloska meta BioloSka meta

Inhibitor dihidropirimidin 0,232 | 0,014 | Inhibitor CDP-glicerol glicerofosfotransferaze 0,494 | 0,128

dehidrogenaze

Agonist receptora nikotina alfa 6 0,177 | 0,034 | Inhibitor receptora platelet derivirane kinaze ¢imbenika 0,411 | 0,066
rasta

Inhibitor dihidroorotaze 0,197 | 0,065 | Inhibitor dihidropirimidin dehidrogenaze 0,300 | 0,007

Inducira CYP2C19 0,286 | 0,171 | Inhibitor MAP3K5 0,311 | 0,089

Farmakolosko djelovanje Farmakolosko djelovanje

Antiekcematik 0,438 | 0,173 | Antimikobakterijsko 0,369 | 0,048

Antimikobakterijsko 0,267 | 0,104 | Protiuupalno 0,400 | 0,095

Analgetik, neopoidni 0,254 | 0,135 | Lijecenje reumatskog artritisa 0,283 | 0,063
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Tablica 11. Najvjerojatnije ljudske i virusne bioloske mete i ucinci predvideni PASS-

om za pirolo[2,3-d]pirimidinski derivat (12)

Aktivnost spoja 12 Pa 12 Pi_12
Bioloska meta

ATPase stimulant 0,285 0,033
Inhibitor cikli¢ne GMP fosfodiesteraze 0,250 0,038
Inhibitor CYP3A4 0,248 0,069
Agonist receptora nikotina alfa 6 0,187 0,029

Farmakolosko djelovanje

Lijecenje reumatskog artritisa 0,280 0,064
Lijecenje ateroskleroze 0,239 0,124
Lijecenje bolesti trbusne Supljine 0,119 0,006

4.5. Citostatska ispitivanja novopripravljenih spojeva

Citostatska ispitivanja in vitro novosintetiziranih spojeva 2, 5 i 7 provedena su na
stani¢énim tumoskim linijama 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) (Tablica 18). Citotoksi¢nost 10 M spojeva odredena
je MTT testom nakon 72 sata izlaganja stanica.

Spoj 7 pokazao je umjerenu aktivnost prema svim stani¢nim linijama (Slika 22).

Tablica 12. Citotoksi¢an u¢inak novosintetiziranih spojeva 2,51 7 (10*M ) in vitro

Raji, 72 h K562, 72 h Hela, 72 h CaCo-2,72h

Spoj A? SD” Spoj A SD Spoj A SD Spoj A SD
2 89,49 4,3 2 78,62 53 2 71,54 125 2 96,80 15,1
5 98,65 8,2 5 84,53 15 5 78,60 8,5 5 99,59 8,7
7 58,80 1,0 7 26,73 2,3 7 67,54 17,9 7 86,00 6,7

® postotak rasta (%) ; ° standardna devijacija
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100+ 100

Raiji, 72 h K562, 72 h
80 80 -
60 60
40 40
20+ 20
0 T T T 0 T T T
2 5 7 2 5 7
100+ 100+
Hela, 72 h CaCo-2,72 h
80 80+
60 60
40 40
20 20
0 . 0
2 5 7 2 5 7

Slika 2. Citotoksi¢an u¢inak novosintetiziranih spojeva 2, 5 i 7 na stani¢ne tumorske linije

porijeklom iz Covjeka

4.6. Ispitivanje interakcije spoja 7 s ct-DNA UV/Vis i fluorimetrijskim titracijama

Spoju 7 spektroskopski je ispitana interakcija s ct-DNA kako bi se dobili preliminarni
rezultati o mogué¢im mehanizmima njegovog antitumorskog djelovanja. Mati¢na otopina spoja
priredena je u DMSO, a njegove spektroskopske karakteristike ispitane pri pH=7 u puferskoj
otopini BPE (6,0 mM Na,HPQ,; 2,0 mM NaH,PO,4 i 1,0 MM EDTA).

Kod UV/Vis titracija praene Su promjene spektra ispitivanog spoja na valnim
duljinama 300-450 nm gdje koristeni polinukleotid ne apsorbira UV/Vis zracenje.

Kod fluorescencijskih titracija pratene su promjene intenziteta fluorescencije
ispitivanog spoja na valnim duljinama (Aemis=380-600 nm) gdje niti jedan sastojak u otopini
nema UV/Vis spektar.

U tablici 13. prikazane su specificne UV promjene nastale prilikom titracije spoja 7 s
ct-DNA.
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Amax/ NM 336
H (%) 18
AP 2

% Hipokromni efekt, H = AbSmas(potetni spoj)-Absmaks(kompleks)/Absmaks(pocetni

spoj) x 100%:; ® Pomak maksimuma apsorpcije AL = A(kompleks) — A (podetni spoj)

Tablica 13. Specificne UV promjene nastale prilikom titracije spoja 7 S Ct-DNA

Iz titracijske krivulje spoja 7 te krivulja ovisnosti apsorbancije o dodanoj kolicini Ct-

DNA (Slika 3), vidljivo je da tijekom titracije s ct-DNA dolazi do smanjenja apsorbancije

(hipokromni pomak) te do pomaka maksimuma prema veéim valnim duljinama (batokromni

pomak). 1z dobivenih titracijskih krivulja vidljiv je hipokromni pomak apsorpcijskih

maksimuma, iz ¢ega slijedi da se spoj 7 veze za ct-DNA kao interkalator.

0.4

‘.
0244

Apsorbancija

0.0

——Spoj 7

- - - - Titracija 1
-+ Titracija 2

----- Titracija 3

----Titracija 4

T T
300 320

T T
360 380 400 420
A (nm)

Slika 3. UV/Vis spektar titracije spoja 7(2,0 x 10° moldm™) s ct-DNA

Spoj 7 pokazao je citotoksi¢an ucinak protiv K562 tumorskih stani¢nih linija pa se

moze pretpostaviti da je jedan od mehanizama njegovog bioloskog djelovanja interkalativno

vezanje za DNA.
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5. ZAKLJUCCI

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

+ Derivati citozina s alkinilnim supstituentima u polozaju C-5 (2-4) priredeni su
Sonogashira-inom reakcijom, a N-heteroanulacijom in situ spoja 2 pripravljen je i pirolo [2,3-
d]pirimidinski derivat (5).

* N-4-benzoilcitozinski derivati s 1,2,3- triazolnim supstituentom u polozaju N-1 (7-9)
pripravljeni su Cu-kataliziranom “klik” reakcijom potpomognutom mikrovalovima N-1-
propargilcitozina (6) i odgovarajuéih azida.

« Sonogashira-inom reakcijom unakrsnog povezivanja derivata 5-jod-N-1-triazolilcitozina
(7) s terminalnim alkil- i ariletinima uz Pd-katalizator i Cul sintetizirani su C-5 alkinilni derivati
citozina (10-11).

 N-heteroanulacijom in situ C-5 alkinilnog citozinskog derivata (10) uz Cul i trietilamin
pripravljen je C-6 supstituirani derivat 7-deazapurina (12).

« Strukturna karakterizacija novopripravljenih spojeva provedena je 'H NMR
spektroskopijom.

» Farmakoloska djelovanja i moguée bioloske mete predvidene su in silico analizom
novopripravljenih spojeva.

« Citostatska ispitivanja in vitro novosintetiziranih spojeva 2, 5 i 7 provedena su na
tumorskim stani¢nim linijama porijeklom iz ¢ovjeka HeLa, CaCo-2, Raji i K562. Spoj 7 pokazao
je umjereno djelovanje protiv K562.

* UV/Vis i fluorimetrijskom spektroskopijom provedeno je ispitivanje vezivanja spoja 7 za
ct-DNA, kako bi se utvrdio mogu¢i mehanizam citostatskog djelovanja. Iz dobivenih titracijskih
krivulja vidljivo je da se spoj 7 veze za ct-DNA.

« Kako je spoj 7 pokazao citotoksi¢an u¢inak protiv K562 tumorskih stani¢nih linija moze
se pretpostaviti da je jedan od mehanizama njegovog bioloskog djelovanja interkalativno vezanje
za DNA.
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7. ZIVOTOPIS

Rodena sam 21. listopada 1993. u Zagrebu. Nakon zavrSene osnovne $kole Alojzija
Stepinca u Zagrebu, upisala sam X. gimnaziju ,,Ivan Supek®, op¢i smjer. Maturirala sam
2012. godine s odlicnim uspjehom 1 iste godine upisala Fakultet kemijskog inzenjerstva i
tehnologije u Zagrebu, preddiplomski  studij Ekoinzenjerstvo. Akademske godine
2014./2015., zajedno s Mande Miosi¢ i Morisom Mihovilovicem dobila sam Rektorovu
nagradu za rad pod naslovom Sinteza, strukturna karakterizacija i citostatska ispitivanja
derivata citozina i 7-deazapurina.

Kao koautor posterske prezentacije sudjelovala sam na 24. Hrvatskom skupu kemicara

kemijskih inzenjera.
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