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8505C — humana stanicna linija anaplasti¢nog karcinoma Stitne zlijezde
8505Cr — humana stani¢na linija anaplasti¢nog karcinoma §titne zlijezde
A172 — humana stani¢na linija glioblastoma

A549 — humana stani¢na linija karcinoma pluca

A549 cisR — humana stani¢na linija karcinoma pluca rezistentna na cisplatin
ADMA — acetaldehid dimetil acetal

B16 — humana stani¢na linija melanoma

Bel7402 — humana stani¢na linija karcinoma jetre

Boc — 2-(tert-butoksikarbonilamino)etilna skupina

CLL — humana stani¢na linija kroni¢ne limfocitne leukemije

CUuAAC — bakrom(l) katalizirana alkin-azid cikloadicija (engl. copper(l) catalyzed alkyne
azide cycloaddition)

DCM - diklormetan

DLD1 — humana stani¢na linija kolorektalnog adenokarcinoma

DMF — N,N-dimetilformamid

DMSO - dimetilsulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

HCT116 — humana stani¢na linija karcinoma debelog crijeva

HEK?293 — humana stani¢na linija imortalnih embrionalnih stanica bubrega

HelLa — humana stani¢na linija humanih epitelnih stanica karcinoma vrata maternice
HepG2 — humana stani¢na linija karcinoma jetre

HER2 — receptor za humani epidermalni faktor rasta 2 (engl. human epidermal growth factor

receptor 2)



HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid

chromatography)

HT-29 — humana stani¢na linija karcinoma debelog crijeva

IR — infracrveno elektromagnetsko zracenje

ISA x HCI — hidrokloridna sol imidazol-1-sulfonil azida

KAT4 — humana stani¢na linija anaplasti¢nog karcinoma S$titne Zlijezde
KAT4r — humana stani¢na linija anaplasticnog karcinoma $titne zlijezde
LO2 — humana stani¢na linija karcinoma jetre

MCF10 — humana stani¢na linija adenokarcinoma dojke

MCF7 — humana stani¢na linija adenokarcinoma dojke

MGC803 — humana stani¢na linija karcinoma zeluca

MS — masena spektrometrija

NCIH460 — humana stani¢na linija ne-malih stanica karcinoma pluc¢a
NF«B — nuklearni faktor kapa B (engl. nuclear factor kappa B)

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

NO — dusikov monoksid

PC3 — humana stani¢na linija karcinoma prostate

PfHsp90 — protein toplinskog Soka (engl. heat shock protein) 90 vrste Plasmodium falciparum
s.t. — sobna temperatura

SAR - odnos strukture i djelovanja (engl. structure-activity relationship)
SiHa — humana stani¢na linija karcinoma maternice

SZO0 - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
TEA — trietilamin

TFA — trifluoroctena kiselina

TLC — tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)



TLR 9 — receptor nalik Toll-u 9 (engl. Toll like receptor 9)

TMS - trimetilsilan

TMSCI — trimetilsilil-klorid

ti— temperatura taljenja

U87 — humana stani¢na linija glioblastoma

U87MG — humana stani¢na linija glioblastoma

UV — ultraljubicasto zracenje (engl. ultraviolet)

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)

g.s. — koli¢ina koja je dovoljna (lat. quantum satis)
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1. UvOD



1.1. Zarazne i kroni¢ne nezarazne bolesti

Zarazne ili infektivne bolesti su bolesti uzrokovane patogenima ili patogenim toksinima.
Sirenje zaraznih bolesti odvija se transmisijom preko zaraZene osobe, Zivotinje ili
kontaminiranog nezivog predmeta [1]. Iako su zarazne bolesti jo$ prije 100 godina bile glavni
uzro¢nik smrtnosti, smatra se da je napredak u njihovoj terapiji od 1950. godine do danas
produzio ocekivani zivotni vijek za 24 godine [2]. Bez obzira na to, dio zaraznih bolesti
endemskog karaktera, poput malarije, tuberkuloze, denga groznice, leishmanijaze i
shistosomijaze i dalje predstavlja visoki javnozdravstveni rizik. Dodatan problem predstavlja i
sve manja ucinkovitost lijekova koji su doprinijeli zna¢ajnom smanjenju smrtnosti od
infektivnih bolesti u drugoj polovici 20. stolje¢a. Zbog antimikrobne rezistencije Svjetska
zdravstvena organizacija (SZO) je 2018. godine izdala prioritetni popis mikroorganizama
prema kojima je potrebno usmijeriti daljnji razvoj lijekova [3]. Osim tuberkuloze, od koje prema
procjenama SZO godisnje umre preko 1,5 milijun svjetske populacije [4], sve veéi izazov
postaje i lijeCenje malarije, bolesti uzrokovane multirezistentnim parazitima roda Plasmodium
[5]. Tijekom 2020. godine od posljedica malarije preminulo je 627 000 tisuca osoba, pretezito
u podrucjima tropske i subtropske Afrike [6].

Zarazliku od zaraznih bolesti, kroni¢ne nezarazne bolesti imaju nesto duzi tijek i nastaju
kao rezultat kombinacije genetskih, fizioloskih, okolisnih i ponaSajnih ¢imbenika [7]. Glavne
skupine kroni¢nih nezaraznih bolesti ukljucuju kardiovaskularne bolesti, rak, kroni¢ne
respiratorne bolesti i dijabetes. lako se vecina bolesti iz navedenih skupina moze prevenirati,
najvece terapijske izazove zbog heterogene prirode bolesti predstavlja lije¢enje raka [8].

Rak je zajednicki naziv za skup malignih bolesti karakteriziranih nekontroliranim
rastom i razmnozavanjem stanica u razliitim tkivima i organima. Glavni problem raka
proizlazi iz njegove invazivnosti - abnormalne stanice izravno napadaju okolna tkiva ili u
udaljena tkiva metastaziraju putem krvotoka i limfnog sustava [9]. Suprotno normalnim
stanicama, karcinogene stanice rastu i bez podrazaja za rast, izbjegavaju proces programirane
stani¢ne smrti, stvaraju nove krvne zile, akumuliraju genetske pogreske 1 zaobilaze uniStenje
djelovanjem imunosnog sustava [9].

Prema podacima SZO rak je drugi po ucestalosti uzro¢nik smrti u svijetu koji je u 2020.
godini odnio 10 milijuna zivota [10]. Smrtnost od raka je razli¢ita u razli¢itim dijelovima svijeta
(Slika 1). Pretpostavlja se da razvijene zemlje i zemlje u razvoju biljeze vece stope smrtnosti

zbog duljeg o¢ekivanog zivotnog vijeka i vece prevalencije rizi¢nih ¢imbenika poput pusenja,



prekomjerne tjelesne mase, neadekvatne prehrane te izloZenosti okolisnim ksenobioticima

povezanim s urbanizacijom [11].
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Slika 1. Procijenjena smrtnost od svih oblika raka u 2020. godini (prilagodeno prema [12])

LijeCenje raka ovisi o njegovom tipu, lokalizaciji i uznapredovalosti. Obi¢no ukljucuje
kombinaciju kirur$kog, kemoterapijskog i radioterapijskog lijecenja [13]. Kod pojedinih tipova
raka kod kojih trenutno ne postoji zadovoljavajuca terapijska opcija, jedan od pristupa moze
biti 1 eksperimentalno lijecenje unutar kontroliranih klini¢kih studija. Unato¢ sve vecem
napretku u lije¢enju raka, problemi nedovoljne selektivnosti, izraZzene toksi¢nosti i rezistencije
malignih stanica na citostatike su i dalje prisutni [14]. Navedeni problemi nedvojbeno ukazuju

na povecanu potrebu razvoja selektivnijih i manje toksi¢nih protutumorskih lijekova [15].

1.2. Prenamjena lijekova

Proces razvoja novog lijeka izrazito je skup i vremenski zahtjevan pothvat [16]. S ciljem
smanjenja troSkova 1 ubrzavanja razvoja novog lijeka, znanstvenici sve ceS¢e koriste
prenamjenu postojecih lijekova kao alternativnu strategiju razvoja [16]. Relativno veliki broj
spojeva koji nije proSao zavrsne faze klinickih ispitivanja moze posluziti kao spoj uzor za
dizajniranje novih lijekova. Buduci da su ti lijekovi ve¢ prosli fazu ispitivanja sigurnosnog
profila, izravno mogu uéi u drugu fazu klinickih ispitivanja - fazu ispitivanja uc¢inkovitosti.
Time se troskovi razvoja novog lijeka smanjuju s prosje¢nih 1-2 milijarde na 300 milijuna
americkih dolara, dok se vrijeme razvoja smanjuje s 12—15 godina na prosje¢no 6,5 godina [17,
18].



Izvori spojeva za prenamjenu mogu biti knjiZzice spojeva u akademskoj zajednici ili
industriji. Prilikom odabira spoja uzora prednost se daje spojevima koji su uspjesno prosli prvu
fazu klinickih istrazivanja i pritom zabiljezili najmanji broj nuspojava. Prenamjena lijeka moze
se provoditi i s molekulama koje su ve¢ dugo u primjeni, a ¢iji su mehanizmi djelovanja
relativno dobro opisani [16].

Vecina istrazivanja prenamjene lijekova ima za cilj razvoj novih citostatika. Razlog za
to je dvojak - potrebe za razvojem novih citostatika sve su vecée, dok su Kriteriji regulatornih
agencija prilikom registracije novih protutumorskih lijekova blazi u odnosu na druge skupine
lijekova. Lijekovi iz razli¢itih skupina ispituju se kao potencijalni citostatici i kandidati
strategije prenamjene lijekova. Interesantnu skupinu potencijalnih protutumorskih lijekova ¢ine
antimalarici, od kojih se neki trenutno nalaze u klini¢kim ispitivanjima lije¢enja karcinoma
[19]. Zbog moguénosti Smanjenja rezistencije karcinogenih stanica i sinergisti¢kog djelovanja
s konvencionalnim citostaticima, antimalarici i derivati antimalarika sve se ¢e$¢e spominju u

kontekstu prenamjene u lijecenju razlicitih oblika raka [20].

1.3.  Antimalarici kao potencijalni citostatici

Antimalarici su heterogena skupina spojeva koji se koriste u kemoprofilaksi i lije¢enju
malarije. Mehanizmi djelovanja antimalarika ovise o razvojnom stadiju parazita (Slika 2), te se
s obzirom na to dijele na: tkivne shizontocide, hipnozoitocide, krvne shizontocide, gametocide

i sporontocide.
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Tkivni shizontocidi djeluju na egzoeritrocitnu fazu Zzivotnog ciklusa parazita ¢ime
spjeCavaju ulazak parazita u sistemsku cirkulaciju. Hipnozoitocidi djeluju na dormantne oblike
vrsta P. vivax i P. ovale u jetri, hipnozoite. Krvni shizontocidi djeluju na eritrocitnu fazu
zivotnog ciklusa parazita u kojoj merozoiti, nakon razaranja hepatocita, ulaze u krvotok i
inficiraju eritrocite. Gametocidi spjec¢avaju daljnje prenoSenje bolesti na nacin da unistavaju
gamete plazmodija neophodne za prijenos putem komarca, dok sporontocidi djeluju na
sporozoite koje komarac prenosi u covjeka prilikom uboda [22].

Antimalarike je, osim prema mehanizmu djelovanja, moguce podijeliti i prema
kemijskoj  strukturi  na:  4-supstituirane  kinoline,  8-aminokinoline,  bigvanide,
diaminopirimidine, artemizinine te ostale lijekove. Podjela lijekova prema kemijskoj strukturi
uz pripadaju¢i mehanizam antimalarijskog djelovanja i klini¢ku primjenu prikazana je u tablici

1.



Tablica 1. Podjela antimalarika prema kemijskoj strukturi uz predlozeni mehanizam djelovanja

i klini¢ku primjenu [22].

Meta Klini¢ka
Skupina lijekova Lijekovi (stadij Mehanizam djelovanja _
. primjena
plazmodija)
Blokiranje
4-supstituirani Kinin, klorokin, Krvni detoksikacijskog procesa LijeCenje i
kinolini amodiakin, meflokin shizonti polimerizacije hemau kemoprofilaksa
hemozoin
LijeCenje i
terminalna
TKivni Generiranje toksi¢nih kemoprofilaksa
S L . shizonti, metabolita i reaktivnih vrstama P. ovale i
8-aminokinolini Primakin, tafenokin - L L .
hipnozoiti, Kisikovih vrsta u P. vivax
gamete plazmodiju (uvijek u
kombinaciji s
klorokinom)
. - . Krvni Inhibicija dihidrofolat LijeCenje i
*
Bigvanidi Progvanil shizonti reduktaze kemoprofilaksa
Diaminopirimidini Pirimetamin®* K_rvnl _ Inhibicija dihidrofolat Lljecenge i
shizonti reduktaze kemoprofilaksa
LijeCenje najtezih
U reakciji s fero-ionima | oblika malarije (u
Artemizinin, Krvni pucanje endpperokmdno_g komblnz_;\cul S
s ) . mosta, nastajaje slobodnih krvnim
Artemizinini artemeter, Na- shizonti, ] T . .
radikala, alkilacija hema, shizontocidima
artezunat gamete S . s
oksidativno ostecenje razlicitih
membrane mehanizama
djelovanja)
LijeCenje
klorokin-
Inhibicija hem polimeraze rezistentnih
— . Halofantrin, Krvni : vakuolarr)e d(_agrgd_aqje pargzna P.
Ostali lijekovi P . . (halofantrin), inhibicija faciparum
doksiciklin shizonti

sinteze mitohondrijskih
proteina (doksiciklin)

(halofantrin),
lijecenje i
kemoprofilaksa
(doksiciklin)

* Progvanil se uvijek primjenjuje u kombinaciji s atovakvonom (inhibitor dihidropteroat sintetaze)
** Pirimetamin se uvijek primjenjuje u kombinaciji s sulfadoksinom (inhibitor dihidropteroat sintetaze)

Brojna istrazivanja su pokazala da pojedini lijekovi namijenjeni lijeCenju malarije

posjeduju protutumorska svojstava, te se stoga istraZzuje mogucnost njihove prenamjene za

lijeCenje raka [23]. Vecina antimalarika samostalno pokazuje dobar protutumorski uc¢inak na



razli¢ite stani¢ne linije karcinoma [24-26], a dio njih pokazuje i sinergisticki u¢inak s
konvencionalnim kemoterapeuticima [27-31].

Das i sur. su ispitivali protutumorski ucinak meflokina, atovakvona, primakina i
tafenokina na humanoj stani¢noj liniji kroni¢ne limfocitne leukemije (CLL). Meflokin i
tafenokin pokazali su najizrazenija protutumorska svojstva, a predlozeni mehanizam djelovanja
bio je lizosomalna apoptoza [24]. Meflokin je pokazao potentan protutumorski uéinak i na
humanoj stani¢noj liniji karcinoma prostate (PC3), gdje je njegova primjena bila povezana s
izraZzenijom neapoptotickom stani¢énom smréu PC3 stanica uz povecano stvaranje reaktivnih
kisikovih vrsta [25]. Povecana stimulacija Toll-like receptora 9 (TLR 9) pronadena je kod
razli¢itih visoko invazivnih stani¢nih linija karcinoma. Buduci da klorokin djeluje kao
nespecifi¢ni inhibitor TLR 9, znanstvena skupina Zhang i sur. odlucila je ispitati protutumorski
u¢inak meflokina na humanoj stani¢noj liniji karcinoma Zeluca (MGC803). Rezultati su
pokazali da je primjena meflokina smanjila mogucnost nastanka novih metastaza inhibicijom
TLR 9/NF«B signalnog puta [26].

Rezistencija na postojece citostatske lijekove predstavlja sve veci problem u lijecenju
raka. Vodeni ovom C¢injenicom, znanstvenici su pokusali ispitati moze li kombiniranje
postojecih citostatika i antimalarika rezultirati sinergistickim protutumorskim u¢inkom. Duarte
i Vale su ispitali citotoksi¢ni u€inak razli¢itih kombinacija antimalarika (meflokin, artezunat i
klorokin) i konvencionalnih citostatika (doksorubicin i paklitaksel) na humanu stani¢nu liniju
adenokarcinoma dojke (MCF7). Primjenjeni u kombinaciji, gotovo svi antimalarici su ostvarili
veci protutumorski uéinak u odnosu na samostalno primijenjeni paklitaksel i doksorubicin.
Dodatno, kombinacija meflokina 1 doksorubicina zabiljeZila je najveci citotoksi¢ni ucinak, a
kombinacija artezunata i doksorubicina najvec¢i sinergisticki ucinak [27]. Artezunat, derivat
artemizinina, i u brojnim je drugim istrazivanjima na humanim stani¢nim linijama pokazao
obecavajuca protutumorska svojstva Sto je pokrenulo istraZivanje njegovog sinergistickog
djelovanja i s drugim kemoterapeuticima. Tako je artezunat u kombinaciji s temozolomidom
poboljsao antiproliferativni u¢inak na humanim stani¢nim linijama glioblastoma (U87MG i
Al72) [28], u kombinaciji s cisplatinom povecao uspjesnost DNA lomova i inhibirao
proliferaciju humanih stani¢nih linija ovarija [29], a u kombinaciji s doksorubicinom doprinio
ucinkovitijoj apoptozi humanih stani¢nih linija anaplasticnog karcinoma stitne Zlijezde (8505C,
8505Cr, KAT4r i KAT4) [30]. Dihidroartemizinin, kao i artezunat, u kombinaciji s
konvencionalnim kemoterapeuticima je poboljSao protutumorski ucinak na nizu humanih

tumorskih stani¢nih linija (ovarij, pluca, dojka, gusteraca, jetra) [31].



1.4.  Artemizinin i njegovi derivati u terapiji malarije i raka

Artemizinin je seskviterpenski trioksanski lakton izoliran iz biljke Artemisia annua L.
Nakon kinina, rije¢ je o drugom po redu prirodnom produktu koji je uveden u terapiju lijeCenja
malarije [32]. Mehanizam antimalarijskog djelovanja artemizinina jo$ nije u potpunosti
razja$njen, medutim pretpostavlja se da klju¢nu ulogu ima endoperoksidni most prisutan u
strukturi artemizinina. Naime, samo u stanicama inficiranim parazitom prisutni su slobodni Fe?*
ioni koji uzrokuju cijepanje endoperoksidnog mosta pri ¢emu nastaju slobodni radikali koji
dovode do smrti stanice parazita [33].

Artemizinin ima nisku peroralnu bioraspolozivost, kratko poluvrijeme Zivota i podlozan
je iscrpnom metabolizmu prvog prolaska kroz jetru [34]. S ciljem poboljsanja
farmakokinetickih karakteristika sintetizirani su razliciti derivati od kojih su danas u primjeni

artezunat i artemeter (Slika 3).

H

Artemizinin Artemeter Natrijev artezunat

Slika 3. Artemizinin i njegovi derivati

Osim antimalarijskog ucinka, derivati artemizinina pokazuju snazan terapijski uc¢inak i
na niz drugih bolesti. Znacajna protutumorska, antibakterijska, antivirusna i antifungalna
aktivnost uo¢ena je unutar brojnih in vitro i in vivo pokusa [35]. Protutumorski ucinak
artemizinina i derivata artemizinina ogleda se u indukciji aresta stani¢nog ciklusa, inicijaciji
reaktivnim kisikovim vrstama potpomognute apoptoze, narusavanju lizosomalnog integriteta,

inhibiciji angiogeneze te redukciji stani¢ne proliferacije [23, 36].
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Slika 4. PredloZeni mehanizmi protutumorskog djelovanja artemizininskih derivata (DHA —

dihidroartemizinin, ARS — artemizinin, ART — artezunat) (prilagodeno prema [36])

Polusintetski derivat artemizinina, artezunat, najbolji protutumorski uéinak ostvaruje
kod odredenih tipova leukemija i limfoma B-stanica. Glavni mehanizmi protutumorskog
djelovanja artezunata pretpostavljaju oSteCenje nukleinskih kiselina i inhibiciju homologne
rekombinacije $to dovodi do smrti stanice raka [37]. Primjena artezunata pokazala se korisnom
i kod kemorezistentnih karcinoma, osobito karcinoma debelog crijeva [38]. S druge strane,
dihidroartemizinin je uspje$Sno smanjio problem kemorezistencije kod multiplog mijeloma i
karcinoma plu¢a Lewisovih stanica [39]. Dihidroartemizinin je pokazao i obe¢avajuci uc¢inak u
lijeCenju agresivnog karcinoma dojke na nacin da je sinergisticki djelovao s doksorubicinom
(trostruko negativni karcinom dojke) i trastuzumabom (HER2+ karcinom dojke) [40]. lako je
ve¢ina dosadaS$njih istrazivanja proucavala artemizininske derivate s ciljem optimizacije
postoje¢ih  kemoterapeutskih opcija, novija istrazivanja otvaraju prostor dodatnim
mogucnostima primjene. Budué¢i da su artemizininski derivati relativno sigurne i dobro
tolerirane molekule njihova primjena bi se mogla prosiriti i na kemoprevenciju pojedinih oblika
karcinoma [41].

Dodatna derivatizacija artemizinina i artemizininskih derivata, preko razlicitih vrsta
poveznica, u velikom je broju istrazivanja dovela do poboljSanja protutumorskog ucinka.

9



Primjerice, Hu i sur. su sintetizirali hibridne molekule dihidroartemizinin-indol i artezunat-
imidazol koje su pokazale bolja citotoksicna svojstva na humanim stani¢nim linijama
karcinoma jetre (HepG2 i L02) i karcinoma dojke (MCF7) u odnosu na samostalno primjenjeni
dihidroartemizinin i artezunat [42]. Hibridne molekule koje su imale poveznice s manjim
brojem ugljikovih atoma ujedno su imale i izrazenija protutumorska svojstva. U istrazivanju
Tian i sur. sintetizirani su derivati dihidroartemizinin-kumarina s razli¢itom duzinom poveznica
koje su ukljucivale 1,2,3-triazole [43], dok su Yu i sur. sintetizirali hibride dihidroartemizinina
i kumarina, ali bez triazolske poveznice [44]. Obje skupine hibridnih molekula pokazale su
najbolji protutumorski ué¢inak na humanu stani¢nu liniju karcinoma debelog crijeva (HT29), uz
dodatak da je ucinak bio nesto bolji kod spojeva s triazolskom poveznicom [45]. Sinteza novih
derivata artemizinina s triazolskom poveznicom je i na nizu drugih stani¢nih linija rezultirala

poboljsanim citotoksi¢nim svojstvima (Tablica 2) [46].

Tablica 2. Triazolski derivati artemizinina i njihovo protutumorsko djelovanje.

Opéa formula
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DLDI stani¢ne DLDI stani¢nu djelovanje na
o o DLD1, U87, HeLa, T
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1.5. Harmin

Harmin (7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b] indol) je B-karbolinski alkaloid izoliran iz
sjemenki biljke Peganum harmala L. [47]. Okosnica B-karbolina sastoji se od triciklickog
prstenskog sustava u kojem je pirimidinski prsten povezan s indolom preko pirola. Osim
harmina, do danas su izolirani i brojni drugi spojevi iz skupine harmala alkaloida (harman,
harmalin) (Slika 5).

—
L TERN \ \ \
YV 0] Y N 0] y N
N
N N
H H H
Harman Harmin Harmalin

Slika 5. B-karbolinski harmala alkaloidi

Spektar bioloskih ucinaka [B-karbolina doista je Sirok - ukljucuje protuupalno,
neuroprotektivno, antidijabeticko, sedativno, antimikrobno, antiviralno, antiparazitarno i
protutumorsko djelovanje [47, 48]. S obzirom da su obecavajuéi klinicki rezultati uoceni
prilikom primjene ovih spojeva u lijeCenju raka i malarije, harmala alkaloidi su jo§ prije 25
godina identificirani kao dobri spojevi uzori za razvoj novih antimalarika i citostatika [49].

Pretpostavlja se da harmala alkaloidi antimalarijsko djelovanje ostvaruju inhibicijom
ATP-vezujuée domene proteina toplinskog Soka 90 (engl. heat shock protein 90) vrste P.
falciparum (PfHsp90) [50]. Rijec je o proteinu koji prvenstveno sluzi kao Saperon (protein koji
osigurava pravilno smatanje polipeptidnog lanca). Dodatno, PfHsp90 omogucuje regulaciju
toplinskog Soka te svojom aktivno$¢u pojacava patogenost i otpornost parazita na lijekove [51,
52]. Upravo zato, inhibicija PfHsp90 mogla bi dovesti do smanjenja rezistencije parazita na
antimalarike.

Tocan mehanizam protutumorskog djelovanja harmala alkaloida nije u potpunosti
razjasnjen. Pretpostavlja se da harmala alkaloidi protutumorski u¢inak ostvaruju sinergisti¢ckim
i simultanim djelovanjem na vise stani¢nih meta: vezu se za DNA i 0stecuju je, interferiraju sa
sintezom i replikacijom DNA, inhibiraju DNA topoizomeraze, inhibiraju razli¢ite vrste kinaza
(ciklin ovisne kinaze, dualno-specificne tirozinom regulirane kinaze i haspin kinaze) te

inhibiraju proces angiogeneze (Snizavanje koncentracije vaskularnog entotelnog faktora rasta
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(VEGF), receptora za VEGF, dusikova monoksida (NO) i drugih angiogenetskih ¢imbenika)
[47].

Od mnogobrojnih harmala alkaloida harmin se smatra najaktivnijim f-karbolinom. U
svrhu toga provedena su brojna istrazivanja u kojima su varirani supstituenti s ciljem dobivanja
poboljsanih farmakodinamickih i farmakokineti¢kih karakteristika. Ispitivanjem odnosa
strukture i djelovanja, odnosno SAR-a (engl. structure-activity relationship), sintetiziranih
derivata harmina doslo se do zakljucka kako pojedini supstituenti utjeCu na promatrane

farmakoloske parametre (Tablica 3) [47].

Tablica 3. Modifikacije harmina koje dovode do boljeg i selektivnijeg antitumorskog ucinka.

Kemijska struktura harmina

Polozaj Supstituent Djelovanje

tantiproliferativni u¢inak
1 4-metoksifenil 1selektivnost prema histonskim

deacetilazama

] Tcitotoksi¢nost
2 benzil ) . .
tantitumorski potencijal
3 formijat |neurotoksi¢nost

voluminozna alkoksi skupina '
7 . . Ineurotoksi¢nost
(umjesto metoksi)

o ) tantitumorska aktivnost
9 alkil i/ili aril-alkil ) ) )
tafinitet za DNA i topoizomerazu |

Osim variranja supstituenata na razli¢itim polozajima p-karbolinskog prstena, u zadnjih
nekoliko godina sintetizirani su i brojni B-karbolinski derivati ¢iji je protutumorski potencijal
ispitan u in vitro studijama. Samo neki od farmakofora kojima je derivatizirana [3-karbolinska
jezgra ukljucuju ditiokarbamat, hidroksamsku kiselinu, salicilnu kiselinu, kalkon, cinamid,
tiazolidindion, piperazin i triazol. Stovise, B-karbolini su derivatizirani i s poznatim spojevima,
koji pokazuju citostatsko djelovanje, poput podofilotoksina i kombretastatina. Glavnina
dobivenih derivata ne samo da je ostvarila izvrstan protutumorski u¢inak, ve¢ je pruZila i

zadovoljavajucu selektivnost prema tumorskim stanicama [53].
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Dizajniranje potencijalnih citostatika s B-karbolinskom jezgrom proSireno je i na
bioorganometalnu kemiju. Racionalni razvoj organometalnih protutumorskih terapeutika
pociva na mehanizmu djelovanja metalirajuceg citostatika cisplatina - interkalacija u DNA
molekulu putem reaktivnih kationa, unutarlan¢ano popre¢no povezivanje te inhibicija
transkripcije s posljedicnom indukcijom apoptoze. Na tragu toga, sintetizirani su B-karbolinski
kompleksi s rutenijem(Il) i iridijem(111). Kompleksi s rutenijem(l1l), u odnosu na cisplatin,
pokazali su se ucinkovitijim na nizu humanih tumorskih stani¢nih linija (MCF7, MCF10,
NCIH460, A549, HepG2, Bel7402, L02, HeLa, HCT116 i HEK293). S druge strane, kompleksi
s iridijem(I1) su na dugom panelu humanih tumorskih stani¢nih linija (A549, A549 cisR,
HepG2, Hela, L02) ostvarili bolji antiproliferativni u¢inak u odnosu na cisplatin kao standard
[54].

Unato¢ obecavaju¢im rezultatima in vitro studija sintetiziranih p-karbolinskih hibrida i
kompleksa, protutumorski u¢inak navedenih spojeva potrebno je potvrditi i u in vivo pokusima.
Pored ispitivanja sigurnosti i ué¢inkovitosti, in vivo pokusi bi ubrzali identifikaciju derivata koji

bi mogli posluziti kao spojevi uzori za razvoj buducih citostatika s B-karbolinskom jezgrom.

1.6. Klik-kemija

Brojne biljne vrste mogu sintetizirati kompleksne bioaktivne molekula na prilicno
jednostavan nacin, uz prisutnost vode i kisika. Upravo ta ¢injenica bila je povod za razvoj novog
smjera farmaceutske kemije u kojem glavno pravilo glasi da sva istraZivanja trebaju biti
ograni¢ena na molekule koje se mogu lako sintetizirati. Novi kemijski koncept unutar kojeg,
po uzoru na biosintetske reakcije, dolazi do brze reakcije izmedu ugljikovih atoma dviju
molekulskih vrsta preko heteroatomske poveznice (C-X-C) nazvan je klik-kemijom.

Termin klik-kemije uveo je 1998. godine americ¢ki kemicar i nobelovac Karl Barry
Sharpless, a rije¢ je o bakrom(I) Kataliziranoj alkin-azid cikloadiciji (engl. copper(l) catalyzed
alkyne azide cycloaddition, CUAAC) [55]. Da bi reakcija zadovoljila koncept klik-kemije ona
mora biti stereospecifi¢na, modularna, visokih prinosa i s neSkodljivim nusproduktima koji
mogu bili jednostavno uklonjeni nekromatografskim tehnikama. Reagensi ukljuceni u reakcije
trebaju biti lako dostupni, otapala neskodljiva 1 lako uklonjiva, reakcijski uvjeti blagi
(neosjetljivost na kisik i vodu), a izolacija spoja jednostavna. Proc¢iséeni produkt mora biti
stabilan pri fizioloskim uvjetima [56].

Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija bila je preteca klik-reakcija kakve poznajemo

danas. Cikloadicijom terminalnih alkina i azida pri povisenoj temperaturi, kroz 10-48 sati,
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dobiva se smjesa 1,4- i 1,5-triazola. Nastanak smjese izomera, dugo vrijeme reakcije te
koriStenje poviSenih temperatura bili su glavni nedostaci Huisgenove cikloadicije. Uvodenjem
bakrovih(I) iona kao katalizatora ve¢ pri sobnoj temperaturi i znatno kra¢em vremenu,
ostvarena je sinteza regioselektivnih 1,4-triazola sto je zadovoljilo glavne kriterije klik-kemije
[55] (Shema 1).

N N
A N/ N/
- > ]
Huisgenova N / N /
1,3-dipolarna
cikloadicija
N Ra
/ \\ ® R, 1,5-izomer 1,4-izomer
Rq N + —
O N
R4
CuSOy x 5 H,0 /
natrijev askorbat _—N
H,O/tert-BUOH _

N
Bakrom (I) ,U /

katalizirana alkin-
azidna cikloadicija

(CUAAC)
Rz

1,4-izomer

Shema 1. Usporedba Huisgenove cikloadicije i CUAAC (Klik-reakcija)

Standardni kataliticki CuAAC sustav obi¢no ukljucuje bakrove(ll) soli (bakrov(Il)
sulfat pentahidrat ili bakrov(ll) acetat)) koje se in situ, u suvisku reducirajuceg sredstva (natrijev
askorbat), neprestano prevode do bakrovih(l) iona. U reakciji se kao otapalo najcesée koristi
smjesa tert-butanola i vode. Organska otapala kao §to su tetrahidrofuran i diklormetan, uz
prisustvo stehiometrijske koli¢ine bakrove(I) soli 1 suviska baze (tercijarni amin, npr.
trietilamin, TEA), koriste se samo ukoliko uvjeti reakcije ne dozvoljavaju vodeni medij [57].

Uvodenje triazolskog strukturnog elementa klik-kemijom ¢esto dovodi do poboljsanja
bioloskog ucinka derivata koji ga u strukturi sadrze. Razlog poboljsanja proizlazi iz same
strukture triazola. Naime, zbog jakog dipolnog momenta (5,2-5,6 Debye) triazoli mogu
formirati vodikove veze te sudjelovati u dipol-dipol i n-m interakcijama. Ovo svojstvo
omogucuje triazolima dobru topljivost, ali i vezanje na brojne bioloske mete. Vrlo su otporni
na metabolicku i kemijsku razgradnju sto dodatno doprinosi stabilnosti lijekova koje imaju
triazol u svojoj strukturi [58, 59]. Navedena svojstva primjenjuju se pri optimiranju
farmakoloskih svojstava novih lijekova bilo da dovode do jacanja djelovanja ili smanjenja
toksi¢nosti [60], a korisni su i kao poveznice farmakofora u homodimerne ili heterodimerne

lijekove gdje se povezuju molekule koje se veZzu na razli¢ita mjesta na istoj meti.
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2. OPCII SPECIFICNI CILJEVI RADA
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Cilj ovog istrazivac¢kog rada je primjenom principa molekulske hibridizacije sintetizirati
I karakterizirati nove hibridne spojeve harmina i artemizinina, s triazolom kao poveznicom,
odnosno harmizinine triazolskog tipa, koji bi imali potencijalno protutumorsko i/ili
antimalarijsko djelovanje. Molekulska hibridizacija omogucava povezivanje dvaju ili vise
fragmenata u jedinstvenu molekulu koja pokazuje poboljSana farmakokineticka,
farmakodinamicka ili bioloska svojstva u odnosu na roditeljske molekule. Nadalje,
molekulskom hibridizacijom mogucée je dobiti spojeve jaceg djelovanja, povecane selektivnosti
i S manjim brojem nuspojava [61].

1,2,3-Triazolski prsten koriSten je kao poveznica dvaju fragmenata, a u strukturu hibrida
uveden je Cu(l) kataliziranom alkin-azid cikloadicijom (klik-reakcijom). Odabran je zbog
dobre kemijske i bioloske stabilnosti kao i niza korisnih interakcija koje ostvaruje s ciljanim
biolo§kim metama (enzimima i receptorima) [60].

U daljnjim istrazivanjima, koja nadilaze okvire ovog rada, ispitat ¢e se protutumorsko i

antimalarijsko djelovanje novosintetiziranih spojeva.
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TaliSta novosintetiziranih spojeva (1;) odredena su na Stuart Melting Point Apparatusu
3 (Barloworld Scientific, UK) i nisu korigirana.

IR spektri snimljeni su na FT-IR Spectrometer Spectrum Two spektrometru
(PerkinElmer, Waltham, MA, SAD).

'H i 13C NMR spektri snimljeni su na NMR spektrometru Bruker Avance 111 HD koji
radi na 600, odnosno 400 MHz, za H te 151, odnosno 101 MHz, za 3C jezgre (Bruker,
Billerica, MA, SAD). Uzorci su mjereni u DMSO-ds otopinama na 20 °C u NMR cjev¢icama
promjera 5 mm. Kemijski pomaci (J) izrazeni su u ppm (parts per million) u odnosu na
tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard u *H, odnosno signal DMSO u *3C spektru (39,52
ppm). Konstante sprezanja (J) izrazene su u Hz.

Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS instrumentu (HPLC, AgilentTechnologies
1200 Series; MS, Agilent Technologies 6410 TripleQuad, Santa Clara, CA, SAD). lonizacija
elektrorasprSenjem (ESI) u pozitivnom modu koristena je kao tehnika ionizacije. Tijek reakcija
i ¢isto¢a produkata praceni su tankoslojnom kromatografijom (TLC) na silikagel plo¢ama 60
F254 (Merck, Njemacka) uz sljedece pokretne faze: cikloheksan/etil-acetat/metanol (1:1:0,5)
te diklormetan/metanol (8:1). Mrlje su vizualizirane kratkovalnim UV svjetlom (A = 254 i 360
nm), parama joda i luznatom otopinom KMnQOa.

Za procis¢avanje produkata koriStena je normalno-fazna kromatografija na koloni. Kao
nepokretna faza koristen je silikagel veli¢ine Cestica 0,063—0,200 mm Sigma-Aldrich (SAD), a
kao pokretne su faze koriStene iste smjese diklormetana, etil-acetata, metanola i cikloheksana
u istim omjerima kao u TLC-u.

Reakcija potpomognuta mikrovalnim zracenjem provedena je u mikrovalnom reaktoru
CEM Discover 2.0 (CEM, SAD).

Harmin, glacijalna octena kiselina, acetaldehid dimetil acetal (ADMA), bezvodni
metanol, 10 %-tni paladij na ugljenu, litijev karbonat, propargil alkohol i trimetilsilil klorid
(TMSCI) nabavljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich, dihidroartemizin, cezijev karbonat, 5-
metoksitriptamin,  2-(tert-butoksikarbonilamino)etil  bromid, trifluoroctena  kiselina,
trikloroacetonitril od tvrtke TCI (Njemacka), 47 %-tna bromovodi¢na kiselina, natrijev azid i
imidazol od tvrtke Merck (Njemacka), kalijev karbonat od tvrtke Kemika (Hrvatska), etil-
acetat, metanol, dietil-eter, cikloheksan, acetonitril, koncentrirana klorovodi¢na kiselina i tionil
klorid od proizvodata Honeywell/Riedel-de Haén (Njemacka). Petroleter je nabavljen od
proizvodaca Carlo Erba reagents (Francuska), diklormetan od proizvodaca Fisher Chemical

(Belgija), natrijev askorbat i bezvodni etanol od tvrtke Acros organics (Belgija), bakrov(ll)
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sulfat pentahidrat od tvrtke Zorka Sabac (Srbija) i bezvodni natrijev sulfat od tvrtke Gram-mol
(Hrvatska).

Koristen je bezvodni DMF proizvodaca TCI (Njamacka), ¢uvan nad aktiviranim
molekulskim sitima. Sve ostale kemikalije bile su p.a. ¢istoce.

Hidrokloridna sol imidazol-1-sulfonil azida (ISA x HCI) pripravljena je prema
poznatom propisu [62]. Sulfonilklorid i azid mije$ani su na s.t. tijekom 18 h nakon ¢ega je u
reakcijsku smjesu dodan imidazol. Nakon ekstrakcije etil-acetatom i zasicenom otopinom
natrijevog hidrogenkarbonata, dokapana je 1 M klorovodi¢na kiselina do taloZenja soli.

Spoj 1 pripravljen je prema radu Perkovi¢ i sur. [63], spojevi 2, 3, 5 i 6 prema radu
Marinovi¢ i sur. [64], spojevi 8 i 9 prema radu Eagon i Anderson [65], a spoj 13 prema radu
Goswami i sur. [66]. *H NMR i *C NMR spektri, MS i IR, kao i t;, navedeni su samo za nove
spojeve, osim za azid 12, ¢ija je struktura potvrdena indirektno, prevodenjem u harmizinin 16
putem CuAAC.
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3.1.  Sinteza 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-ola (1)

Smjesa harmina (0,075 g, 0,351 mmol), glacijalne octene kiseline (1,5 mL) i 47 %-tne
bromovodi¢ne Kiseline (0,75 mL) mijeSani su 0,42 h na 140 °C u mikrovalnom reaktoru (P =
100 W). Reakcijska smjesa je razrijedena vodom (25 mL) te je otopina zaluzena pomocu 5 %-
tnog NaOH do pH 9. Produkt je ekstrahiran etil-acetatom (5 x 60 mL). Organski slojevi su
skupljeni, suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i profiltrirani. Otapalo je upareno je pod

snizenim tlakom, a sirovi produkt 1 prociscen rastrljavanjem u dietil-eteru.

Iskoristenje: 0,057 g (81,9 %).

3.2.  Sinteza tert-butil (2-((1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-il)oksi)etil)karbamata (2)

Suspenziji harmola 1 (0,402 g, 2,028 mmol) u suhom DMF-u (4 mL) zagrijanoj je na
95 °C dodan je cezijev karbonat (0,925 g, 2,839 mmol). Nakon 10 minuta u reakcijsku smjesu
je dodan 2-(tert-butoksikarbonilamino)etil bromid (1,091 g, 4,867 mmol) te je reakcijska
smjesa mijeSana na 95 °C tijekom 18 h. Potom je reakcijska smjesa razrijedena vodom (50 mL),
a produkt ekstrahiran etil-acetatom (3 x 40 mL). Organski slojevi su skupljeni, isprani vodom
(2 x 50 mL), suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i profiltrirani. Otapalo je upareno pod
snizenim tlakom, a sirovi produkt 2 procis¢en kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu

cikloheksan/etil-acetat/metanol 1:1:0,5 i rastrljavanjem u dietil-eteru.

IskoriStenje: 0,322 g (46,5 %).

3.3.  Sinteza 2-((1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-il)oksi)etan-1-amina (3)

U otopinu spoja 2 (0,322 g, 0,944 mmol) u metanolu (4 mL) dodana je 4 M klorovodi¢na
kiselina (0,944 mL, 3,776 mmol). Reakcijska smjesa grijana je na 50 °C tijekom 18 h, nakon
Cega je otapalo upareno pod snizenim tlakom. Ostatak nakon uparavanja otopljen je u vodi (30
mL) te je otopina zaluzena pomocu 5 %-tnog NaOH do pH 10. Produkt je ekstrahiran etil-
acetatom (4 x 30 mL). Organski slojevi su skupljeni, suSeni nad bezvodnim natrijevim sulfatom
i profiltrirani. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom, a dobiveni bijeli talog amina 3

prociScen rastrljavanjem u dietil-eteru.

Iskoristenje: 0,201 g (88,2 %).
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3.4. Sinteza 7-(2-azidoetoksi)-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indola (4)

U suspenziju spoja 3 (0,189 g, 0,784 mmol) u bezvodnom metanolu (3 mL) dodan je
kalijev karbonat (0,268 g, 1,936 mmol), bakrov(ll) sulfat pentahidrat (g.s., vrh $patule) i ISA x
HC1 (0,197 g, 0,941 mmol). Nakon 2 h otapalo je upareno pod snizenim tlakom, ostatak nakon
uparavanja otopljen u vodi (15 mL) te je otopina zaluzena pomocu 5 %-tnog NaOH do pH 9.
Produkt je ekstrahiran etil-acetatom (2 x 30 mL). Organski slojevi su skupljeni, suSeni nad
bezvodnim natrijevim sulfatom i profiltrirani. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom, a sirovi
produkt 4 procis¢en kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu cikloheksan/etil-

acetat/metanol 1:1:0,5.

Iskoristenje: 0,175 g (83,5 %).

3.5.  Sinteza tert-butil (2-(7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etil)karbamata
()

Suspenziji harmina (0,595 g, 2,803 mmol) u suhom DMF-u (4 mL) zagrijanoj na 95 °C
dodan je cezijev karbonat (3,927 g, 12,053 mmol). Nakon 10 minuta u reakcijsku smjesu je
dodan 2-(tert-butoksikarbonilamino)etil bromid (2,513 g, 11,212 mmol) te je reakcijska smjesa
mijesana na 95 °C tijekom 24 h. Potom je reakcijska smjesa razrijedena vodom (50 mL) te je
otopina zaluzena pomocu 5 %-tnog NaOH do pH 9. Produkt je ekstrahiran etil-acetatom (3 x
40 mL). Organski slojevi su skupljeni, isprani vodom (2 x 120 mL), suseni nad bezvodnim
natrijevim sulfatom i profiltrirani. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom, a sirovi produkt 5
procis¢en kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/metanol 8:1 i

rastrljavanjem u dietil- eteru.

Iskoristenje: 0,265 g (26,6 %).

3.6.  Sinteza 2-(7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etan-1-amina (6)

Spoj 6 pripravljen je analogno pripremi spoja 3 (umjesto spoja 2, reakcija je provedena

sa spojem 5).

Koli¢ina reaktanta: 0,336 g (0,944 mmol) spoja 5.
Iskoristenje: 0,202 g (83,8 %).
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3.7.  Sinteza 9-(2-azidoetil)-7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indola (7)

Spoj 7 pripravljen je analogno pripremi spoja 4 (umjesto spoja 3, reakcija je provedena
sa spojem 6).

Koli¢ina reaktanta: 0,200 g (0,784 mmol) spoja 6.
Iskoristenje: 0,116 g (52,7 %).

3.8.  Sinteza 6-metoksi-1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2-ium 2,2,2-
trifluoroacetata (8)

Otopini 5-metoksitriptamina (0,200 g, 1,05 mmol) u acetonitrilu (4,5 mL) uz mijesanje
su dodani ADMA (0,234 mL, 2,10 mmol) i trifluoroctena kiselina (0,161 mL, 2,10 mmol) te je
reakcijska smjesa mijesana 0,17 h na 110 °C u mikrovalnom reaktoru (P = 100 W). Dodatkom

dietil-etera (80 mL) istalozen je sirovi produkt 8.

Iskoristenje: 0,225 g (64,9 %).

3.9. Sinteza 6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]Jindola (9)

Suspenzija spoja 8 (0,200 g, 0,602 mmol), litijevog karbonata (0,089 g, 1,204 mmol) i
10 %-tnog Pd/C (0,023 g) u apsolutnom etanolu (4 mL) mijeSana je 0,42 h na 150 °C u
mikrovalnom reaktoru (P = 100 W). Reakcijska smjesa je ohladena i filtrirana kroz sloj Celita.
Otapalo je iz filtrata uklonjeno uparavanjem pod snizenim tlakom. Dobiveni sirovi produkt 9

prociscen je rastrljavanjem u smjesi dietil-etera i petroletera.

Iskoristenje: 0,063 g (49,3 %).

3.10. Sinteza tert-butil (2-(6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etil)karbamata
(10)

Spoj 10 pripravljen je analogno pripremi spoja 5 (umjesto harmina, reakcija je

provedena sa spojem 9).

Koli¢ina reaktanta: 0,595 g (2,803 mmol) spoja 9.
Iskoristenje: 0,453 g (45,6 %).
tr 161-162 °C.
ESI-MS m/z 356,3 (M+1)".
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IR (ATR): vmax 3205, 3013, 2990, 2941, 2831, 1703, 1584, 1570, 1489, 1475, 1450, 1402, 1389,
1363, 1355, 1286, 1251, 1227, 1202, 1187, 1168, 1122, 1101, 1048, 1024, 1003, 985, 939, 884,
863, 846, 837, 815, 806, 757, 705, 670, 616, 596, 555, 534, 523, 498, 479 cm'™.

IH NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 8,17 (d, 1H, J = 5,1), 7,97 (d, 1H, J = 5,2), 7,78 (d, 1H, J
=2,5), 7,59 (d, 1H, J = 8,9), 7,23 (dd, 1H, J = 9,0, J = 2,6), 7,03 (t, 1H, J = 6,0), 4,58 (t, 2H, J
= 6,8), 3,86 (s, 3H), 3,29 (q, 2H, J = 6,5), 2,96 (s, 3H), 1,31 (s, 9H).

13C NMR (DMSO-ds, ppm): 155,69, 153,63, 141,36, 136,86, 136,25, 135,00, 127,84, 120,99,
117,85, 113,00, 111,11, 103,43, 77,86, 55,69, 43,94, 40,26, 28,11, 23,18.

3.11. Sinteza 2-(6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etan-1-amina (11)

Spoj 11 pripravljen je analogno pripremi spoja 3 (umjesto spoja 2, reakcija je

provedena sa spojem 10).

Koli¢ina reaktanta: 0,336 g (0,944 mmol) spoja 10.

Iskoristenje: 0,220 g (91,3 %).

ty 110-113 °C.

ESI-MS m/z 256,2 (M+1)".

IR (ATR): vmax 3201, 3064, 2999, 2922, 2829, 1704, 1583, 1561, 1489, 1448, 1402, 1352, 1289,
1242, 1220, 1167, 1048, 983, 837, 814, 721, 616, 497 cm™,

'H NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 8,16 (d, 1H, J = 5,2), 7,96 (d, 1H, J = 5,2), 7,77 (d, 1H, J
=2,5), 7,67 (d, 1H, J=9,0), 7,22 (dd, 1H, J =8,9, J = 2,5), 4,54 (t, 2H, J = 7,2), 3,87 (s, 3H),
2,98 (s, 3H), 2,90 (t, 2H, J = 7,2).

13C NMR (DMSO-ds, Sppm): 153,53, 141,47, 136,79, 136,27, 135,08, 127,57, 120,80, 117,81,
112,97, 111,49, 103,34, 55,66, 47,29, 42,28, 23,40.

3.12. Sinteza 9-(2-azidoetil)-6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indola (12)

Spoj 12 pripravljen je analogno pripremi spoja 4 (umjesto spoja 3, reakcija je

provedena sa spojem 11).

Koli¢ina reaktanta: 0,200 g (0,784 mmol) spoja 11.
Iskoristenje: 0,090 g (40,8 %).

23



3.13. Sinteza (3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-trimetil-10-(prop-2-in-1-
iloksi)dekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]lizokromena (13)

U suspenziju dihidroartemizinina (0,200 g, 0,703 mmol) u suhom diklormetanu (6 mL)
dodan je acetonitril (1 mL, 9,983 mmol) i 10 %-tni TMSCI u CH2Cl; (0,01 mL). U reakcijsku
smjesu potom je dokapan propargilni alkohol (1 mL). Otapalo je upareno pod snizenim tlakom,

a sirovi produkt 13 prociscen rastrljavanjem u petroleteru.

Iskoristenje: 0,128 g (56,5 %).

3.14. Sinteza harmizinina triazolskog tipa u polozaju O-7: 1-Metil-7-(2-(4-
((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-12H-3,12-
epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]lizokromen-10-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etoksi)-9H-pirido[3,4-b]indol (14)

U otopinu alkina 13 (0,100 g, 0,310 mmol) i azida 4 (0,083 g, 0,310 mmol) u DCM-u
(2 mL), dodana je otopina natrijevog askorbata (0,01 g, 0,05 mmol) u vodi (1 mL) i 1 M otopina
CuSOs x 5H>0 (0,02 mL, 0,02 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana na 45 °C 0,5 h. Po
zavrSetku reakcijska smjesa je razrijedena vodom (15 mL) te je smjesa ekstrahirana etil-
acetatom (3 x 20 mL). Organski slojevi su skupljeni, suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom,
profiltrirani, a otapalo upareno pod sniZzenim tlakom. Sirovi produkt 14 prociséen je
kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu cikloheksan/etil-acetat/metanol 1:1:0,5 i

rastrljavanjem u smjesi dietil-etera i petroletera.

Iskoristenje: 0,029 g (15,9 %).

tt 145-149 °C.

ESI-MS m/z 590,3 (M+1)*.

IR (ATR): vmax 2931, 2877, 1743, 1628, 1569, 1449, 1376, 1324, 1278, 1236, 1175, 1137, 1099,
1036, 1008, 956, 938, 874, 824, 632, 586, 567, 482 cm™.

IH NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): 11,43 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 8,14 (d, 1H, J = 5,3), 8,04 (d,
1H,J=18,6), 7,80 (d, 1H, J =5,3), 7,00 (d, 1H, J = 2,3), 6,80 (dd, 1H, J = 8,6, J = 2,2), 5,38 (s,
1H), 4,85-4,81 (m, 3H), 4,77 (d, 1H, J = 12,3), 4,55-4,50 (m, 3H), 2,72 (s, 3H), 2,42-2,39 (m,
1H), 2,19-2,14 (m, 1H), 1,99-1,95 (m, 1H), 1,77-1,73 (m, 1H), 1,71-1,64 (m, 1H), 1,60-1,56
(m, 1H), 1,50-1,46 (m, 1H), 1,38-1,22 (m, 6H), 1,12 (dd, 1H, J=11,5,J = 6,7), 0,86-0,75 (m,
7H).
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13C NMR (DMSO-ds, 5ppm): 158,56, 144,04, 141,72, 141,35, 137,77, 134,59, 127,07, 124,29,
122,65, 115,30, 111,97, 109,20, 103,35, 100,07, 95,62, 87,02, 80,47, 66,53, 60,46, 52,02, 49,07,
43,78, 36,62, 36,01, 34,02, 30,35, 25,64, 24,20, 23,97, 20,36, 20,11, 12,67.

3.15. Sinteza harmizinina triazolskog tipa u polozaju N-9 (15, 16)

Op¢i propis: U otopinu alkina 13 (0,100 g, 0,310 mmol) i odgovarajuc¢eg azida 7 ili 12 u DCM-
u (2 mL), dodana je otopina natrijevog askorbata (0,01 g, 0,05 mmol) u vodi 2 mL) i1 M
otopina CuSO4 x 5H20 (0,02 mL, 0,02 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana na s.t. 2 h. Po
zavrsetku reakcijska smjesa je razrijedena vodom (20 mL) i ekstrahirana DCM-om (2 x 20 mL).
Organski slojevi su skupljeni, suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltrirani, a otapalo
upareno pod snizenim tlakom. Sirovi produkt prociséen je kromatografijom na koloni uz
pokretnu fazu cikloheksan/etil-acetat/metanol 1:1:0,5 i rastrljavanjem u smjesi dietil-etera i

petroletera.

3.15.1. 7-Metoksi-1-metil-9-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-
trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]lizokromen-10-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-pirido[3,4-b]indol (15)

Koli¢ina reaktanta: 0,087 g (0,310 mmol) spoja 7.

Iskoristenje: 0,054 g (28,9 %).

ty 147-150 °C.

ESI-MS m/z 604,4 (M+1)*.

IR (ATR): vmax 2937, 2872, 1624, 1565, 1498, 1445, 1406, 1375, 1345, 1281, 1254, 1212, 1159,
1137, 1100, 1027, 1010, 995, 940, 924, 875, 821, 638, 600, 570, 545, 490 cm™.

'H NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): 8,17 (d, 1H, J =5,2), 8,03 (d, 1H, J = 8,5), 7,86 (d, 1H, J
=5,2), 7,70 (s, 1H), 6,81 (dd, 1H, J=8,6, J = 2,1), 6,78 (d, 1H, J = 2,1), 5,31 (s, 1H), 5,03 (t,
2H,J=59),4,87 (t, 2H, J=5,9), 4,61 (d, 1H, J = 3,5), 4,58 (d, 1H, J =12,3), 4,35 (d, 1H, J =
12,3), 3,83 (s, 3H), 2,85 (s, 3H), 2,37-2,33 (m, 1H), 2,18 (td, 1H, J = 14,0, J = 3,9), 2,02-1,98
(m, 1H), 1,80 (ddt, 1H, J = 13,7, J=6,9, J = 3,3), 1,57-1,46 (m, 3H), 1,41-1,21 (m, 6H), 1,12
(td, 1H,J=11,4,J=6,6), 0,91-0,77 (m, 4H), 0,67 (d, 3H, J =7,3).

13C NMR (DMSO-ds, Sppm): 160,44, 143,86, 142,67, 140,67, 138,10, 134,57, 128,72, 124,51,
122,19, 114,12, 112,22, 109,55, 103,35, 99,73, 92,96, 86,94, 80,44, 60,08, 55,34, 52,02, 49,44,
44,45, 43,75, 36,61, 36,02, 34,03, 30,22, 25,64, 24,26, 23,89, 23,08, 20,16, 12,55.
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3.15.2. 6-Metoksi-1-metil-9-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-
trimetildekahidro-12H-3,12-epooksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-pirido[3,4-b]indol (16)

Koli¢ina reaktanta: 0,087 g (0,310 mmol) spoja 12.

Iskoristenje: 0,025 g (13,4 %).

te 167170 °C.

ESI-MS m/z 604,4 (M+1)".

IR (ATR): vmax 2943, 1740, 1562, 1489, 1451, 1440, 1404, 1374, 1357, 1293, 1231, 1212, 1173,
1136, 1099, 1077, 1039, 1028, 1012, 996, 950, 922, 875, 863, 848, 839, 824, 804, 782, 713,
672, 623, 596, 544, 490, 479 cm™,

IH NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 8,18 (d, 1H, J = 5,2), 7,97 (d, 1H, J = 5,2), 7,75 (d, 1H, J
=2,5), 7,73 (s, 1H), 7,33 (d, 1H, J = 9,0), 7,11 (dd, 1H, J = 9,0, J = 2,6), 5,33 (s, 1H), 5,02 (t,
2H,J=6,1), 4,83 (t, 2H, J=6,1), 4,62 (d, 1H, J = 3,5), 4,59 (d, 1H, J=12,4), 4,36 (d, 1H, J =
12,4), 3,85 (s, 3H), 2,84 (s, 3H), 2,40-2,35 (m, 1H), 2,21-2,15 (m, 1H), 2,02-1,98 (m, 1H),
1,83-1,78 (m, 1H), 1,60-1,48 (m, 3H), 1,40-1,26 (m, 6H), 1,13 (dt, 1H, J = 11,5, J = 6,6),
0,90-0,81 (m, 4H), 0,70 (d, 3H, J=7,3).

13C NMR (DMSO-ds, Sppm): 153,73, 143,84, 141,42, 137,30, 135,84, 134,88, 128,14, 124,34,
121,07,117,66, 113,02, 110,83, 103,40, 103,35, 99,71, 86,95, 80,45, 60,01, 55,62, 52,02, 49,37,
44,58, 43,76, 36,62, 36,02, 34,03, 30,24, 25,63, 24,26, 23,92, 23,09, 20,15, 12,60.
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4. REZULTATI I RASPRAVA



Cilj ovog istrazivackog rada bila je sinteza harmizinina, hibridnih spojeva harmina i
artemizinina, povezanih 1,2,3-triazolom. Kao $to je u uvodnom dijelu detaljnije obrazloZeno,
artemizinin i harmin pokazuju dobar protutumorski u¢inak na nizu humanih tumorskih
stani¢nih linija, kao i antimalarijsko djelovanje. Prisutnost triazolskog prstena dodatno
doprinosi stabilnosti hibridnih molekula te povecava broj mogucéih interakcija s potencijalnim
bioloskim metama. Zbog dualnog bioloskog u¢inka harminskog i artemizininskog farmakofora,
sintetizirani harmizinini bi mogli pronaci primjenu u lije¢enju dviju naizgled nespojivih bolesti
— malarije i raka.

Za sintezu hibrida harmina i artemizinina povezanih triazolskim tipom poveznice bilo
je potrebno pripraviti odgovarajuce prekursore: azide B-karbolina i alkin artemizinina.

Azidi B-karbolina pripravljeni su u polozajima O-7 (4) i N-9 (7 i 12). Sinteza azida 4
zapocCinje O-demetilacijom harmina u smjesi HBr (47 %) i glacijalne octene kiseline ¢ime se
dobiva fenol 1. Sljede¢i korak ukljucuje alkiliranje harmola 2-(tert-butoksikarbonilamin)etil
bromidom uz bazu cezijev karbonat u suhom DMF-u ¢ime nastaje Boc-zasticeni amin 2.
Uklanjanjem Boc-zastitne skupine u prisutstvu klorovodi¢ne kiseline i metanola nastaje amin
3, koji se reakcijom diazo transfera uz ISA x HCI i bakar(ll) sulfat pentahidrat, u bazi¢nim
uvjetima, prevodi u azid 4. Sinteza azida 7 odvija se u tri reakcijska koraka koja su jednaka

zavrSnim koracima prethodno opisane sinteze azida 4 (Shema 2).
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Shema 2. Sinteza azida4i 7
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Sinteza azida 12 odvija se u pet reakcijskih koraka. U prvom koraku se Pictet-
Spenglerovom reakcijom 5-metoksitriptamina i ADMA, uz TFA (katalizator), sintetizira
tetrahidro-p-karbolin 8, koji se uz 10 %-tni Pd/C i Li.COs, primjenom mikrovalnog zracenja,
oksidira u p-karbolin 9. Alkiliranjem spoja 9 2-(tert-butoksikarbonilamin)etil bromidom, uz
cezijev karbonat u suhom DMF-u, nastaje Boc-zasti¢eni amin 10. Uklanjanjem Boc-zasti¢ene
skupine u kiselim uvjetima nastaje amin 11, koji se diazo transferom prevodi u azid 12, kako je
prethodno opisano (Shema 3).

_—0
—
__ADMA NH, CF5C00 L|2003 \
ACN TFA 10 % Pd/C Y

5- metoksltrlptamm

_0
—
BocNH(CH,)Br \ N 4MHCI \ N IsaxHOl \ N
Cs,C03, s.DMF MeOH KoCO3 CuSOy X 5H,0
H \ anh. MeOH N\
T N3
o]
10 1 12

z

Iz

Shema 3. Sinteza azida 12

Alkin artemizinina 13 pripravljen je reakcijom dihidroartemizinina i propargilnog
alkohola uz trimetilsilil-klorid (katalizator) u smjesi DCM-a i trikloroacetonitrila u omjeru 6:1.
Pravilnim omjerom DCM-a i trikloracetonitrila (6:1) favorizirano je nastajanje
stareospecificnog -izomera alkina artemizinina [62].

Konac¢no, Klik-reakcijom alkina 13 i azida 4, 7 i 12 pripravljene su ciljane hibridne
molekule 14-16 (Shema 4). Klik-reakcija provedena je u smjesi DCM-a i vode uz prekataliticki
sustav Cu(ll) sulfat pentahidrat i natrijev askorbat. Redoks reakcijom bakar(ll) sulfata
pentahidrata i askorbata dolazi do in situ generiranja Cu(l) iona potrebnih za odvijanje klik-
reakcije. Sirovi produkti procis¢eni su kromatografijom na koloni uz sloj aluminijevog oksida

kako bi se uklonili zaostali bakrovi ioni.
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Shema 4. Sinteza harmizinina 14-16

Pripravljeni su i karakterizirani sljede¢i, dosada u literaturi neopisani, spojevi:

e 1-metil-7-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-
12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etoksi)-9H-pirido[3,4-b]indol (14),

e  7-metoksi-1-metil-9-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-
trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-pirido[3,4-b]indol (15),

e  6-metoksi-1-metil-9-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-
trimetildekahidro-12H-3,12-epooksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-pirido[3,4-b]indol (16),

i prekursori u njihovoj sintezi:
o tert-butil (2-(6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etil)karbamat (10),
o  2-(6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etan-1-amin (11).

Strukture novih spojeva potvrdene su uobicCajenim analitickim 1 spektroskopskim
metodama (*H i 3C NMR, MS i IR). U tablicama 4-6 dani su njihovi analiti¢ki i spektroskopski

podaci, dok se spektri nalaze u prilogu.
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Tablica 4. Analiti¢ki i ESI-MS spektroskopski podaci za spojeve 10-11 i 14-16.

Spoj IskoriStenje £(°C) Molekulska IR (ATR) MS
(%) formula (M) v max (cm™) (m/z)
3205, 3013, 2990, 2941, 2831, 1703
1584, 1570, 1489, 1475, 1450, 1402
CaoHasN:Os 1389, 1363, 1355, 1286, 1251, 1227, ..,
10 46 161-162 (355,44) 1202, 1187, 1168, 1122, 1101, 1048, (hﬂ+iy
’ 1024, 1003, 985, 939, 884, 863, 846
837, 815, 806, 757, 705, 670, 616
596, 555, 534, 523, 498, 479
3201, 3064, 2999, 2922, 2829, 1704
" o1 110113 CasHirN:O 1583, 1561, 1489, 1448, 1402, 1352, 2562
(255,32) 1289, 1242, 1220, 1167, 1048, 983,  (M+1)*
837, 814, 721, 616, 497
2931, 2877, 1743, 1628, 1569, 1449
y 16 145149 Ca2H20NsOs 1376, 1324, 1278, 1236, 1175, 1137,  590,3
(589,69) 1099, 1036, 1008, 956, 938, 874, 824, (M+1)*
632, 586, 567, 482
2937, 2872, 1624, 1565, 1498, 1445
CssHuNsOs 1406, 1375, 1345, 1281, 1254, 1212,
15 29 147-150 (60,72) 1159, 1137, 1100, 1027, 1010, 995, (nn+i)+
’ 940, 924, 875, 821, 638, 600, 570,
545, 490
2943, 1740, 1562, 1489, 1451, 1440
1404, 1374, 1357, 1293, 1231, 1212
16 13 167170 Cs3HaNsOs 1173, 1136, 1099, 1077, 1039, 1028, 6044
(603,72) 1012, 996, 950, 922, 875, 863, 848,  (M+1)*

839, 824, 804, 782, 713, 672, 623,
596, 544, 490, 479
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Tablica 5. *H i 3C NMR spektroskopski podaci spojeva 10 i 11.

1"

Spoj

'H NMR
(DMSO-ds, 6 ppm, J/Hz)

3C NMR
(DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz)

10

8,17 (d, 1H, 7,3 =5,1), 7,97 (d, 1H, 6, J = 5,2), 7,78 (d,
1H, 3,J=2,5), 7,59 (d, 1H, 12, J = 8,9), 7,23 (dd, 1H, 1,
J=9,0,J=2,6),7,03 (t, 1H, 17, J =6,0), 4,58 (t, 2H, 15,
J=6,8),3,86 (s, 3H, 13), 3,29 (q, 2H, 16, J = 6,5), 2,96
(s, 3H, 14), 1,31 (s, 9H, 20, 21, 22)

155,69 (18), 153,63 (2), 141,36 (8).
136,86 (7), 136,25 (9), 13500 (11)
127,84 (4), 120,99 (5), 117,85 (6), 113,0C
(1), 111,11 (12), 103,43 (3), 77,86 (19).
55,69 (13), 43,94 (15), 40,26 (16), 28,11
(20, 21, 22), 23,18 (14)

11

8,16 (d, 1H, 7, J=5,2), 7,96 (d, 1H, 6, J = 5,2), 7,77 (d,
1H, 3,J=2,5), 7,67 (d, 1H, 12, J = 9,0), 7,22 (dd, 1H, 1,
J=89,J=25),454 (t 2H, 15, J = 7,2), 3,87 (s, 3H,
13), 2,98 (s, 3H, 14), 2,90 (t, 2H, 16, J = 7,2)

153,53 (2), 141,47 (8), 136,79 (7), 136,27
(9), 135,08 (11), 127,57 (4), 120,80 (5),
117,81 (6), 112,97 (1), 111,49 (12),
103,34 (3), 55,66 (13), 47,29 (15), 42,28
(16), 23,40 (14)
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Tablica 6. *H i 3C NMR spektroskopski podaci spojeva 14-16.

Spoj

'H NMR
(DMSO-ds, 6 ppm, J/Hz)

BC NMR
(DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz)

14

11,43 (s, 1H, 10), 8,20 (s, 1H, 3), 8,14 (d, 1H, 7, J = 5,3),
8,04 (d, 1H, 3, J = 8,6), 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,3), 7,00 (d,
1H, 12, J=2,3), 6,80 (dd, 1H, 2, J = 8,6, J = 2,2), 5,38 (s,
1H, 7'), 4,85-4,81 (m, 3H, 1', 52, 4,77 (d, 1H, 5b", J =
12,3), 4,55-4,50 (m, 3H, 2', 6, 2,72 (s, 3H, 13), 2,42-2,39
(m, 1H, 16Y), 2,19-2,14 (m, 1H, 9a), 1,99-1,95 (m, 1H,
9b), 1,77-1,73 (m, 1H, 14a), 1,71-1,64 (m, 1H, 14b),
1,60-1,56 (m, 1H, 13a), 1,50-1,46 (m, 1H, 10a)), 1,38—
1,22 (m, 6H, 100", 12/, 15', 18), 1,12 (dd, 1H, 11', J = 11,5,
J=6,7),0,86-0,75 (m, 7H, 13b', 19, 20')

158,56 (1), 144,04 (4), 141,72 (8),
141,35 (11), 137,77 (7), 134,59 (9),
127,07 (8), 124,29 (3), 122,65 (3),
115,30 (4), 111,97 (6), 109,20 (6'),
103,35 (5), 100,07 (2), 95,62 (12), 87,02
(7)), 80,47 (17'), 66,53 (1)), 60,46 (5),
52,02 (11'), 49,07 (2), 43,78 (15"), 36,62
(12), 36,01 (9), 34,02 (13", 30,35 (16"),
25,64 (18"), 24,20 (14'), 23,97 (10,
20,36 (13), 20,11 (19'), 12,67 (20"

15

8,17 (d, 1H, 7, J=5,2), 8,03 (d, 1H, 3, J = 8,5), 7,86 (d,
1H, 6,J=52),7,70 (s, 1H, 3), 6,81 (dd, 1H, 2, J = 8,6, J
=2,1), 6,78 (d, 1H, 12, J = 2,1), 5,31 (s, 1H, 7', 5,03 (t,
2H, 1, J=509), 4,87 (t, 2H, 2, J = 5,9), 4,61 (d, 1H, 6', J
=3,5),4,58 (d, 1H, 52, J = 12,3), 4,35(d, 1H, 5b', J = 12,3),
3,83 (s, 3H, 13), 2,85 (s, 3H, 14), 2,37-2,33 (m, 1H, 16",
2,18 (td, 1H, 92, J = 14,0, J = 3,9), 2,02-1,98 (m, 1H, 9",
1,80 (ddt, 1H, 14a', J =137, =6,9, J = 3,3), 1,57-1,46
(m, 3H, 10a', 13, 14b’), 1,41-1,21 (m, 6H, 10b', 12, 15/,
18", 1,12 (td, 1H, 11', J = 11,4, J = 6,6), 0,91-0,77 (m, 4H,
13b', 19'), 0,67 (d, 3H, 20, J = 7,3)

160,44 (1), 143,86 (8), 142,67 (4),
140,67 (9), 138,10 (7), 134,57 (11),
128,72 (8), 124,51 (3), 122,19 (3),
114,12 (4), 112,22 (6), 109,55 (6'),
103,35 (5), 99,73 (2), 92,96 (12), 86,94
(7), 80,44 (17", 60,08 (5, 55,34 (13),
52,02 (11'), 49,44 (1), 44,45 (2) 43,75
(15), 36,61 (12'), 36,02 (9'), 34,03 (13'),
30,22 (16)), 25,64 (18), 24,26 (14)),
23,89 (10), 23,08 (14), 20,16 (19,
12,55 (20')

16

8,18 (d, 1H, 7, J=5,2), 7,97 (d, 1H, 6, J = 5,2), 7,75 (d,
1H, 3,3 =25), 7,73 (s, 3', 1H), 7,33 (d, 1H, 12, J = 9,0),
7,11 (dd, 1H, 1, 3=9,0, J = 2,6), 5,33 (s, 1H, 7'), 5,02 (t,
2H, 1, J=6,1), 4,83 (t, 2H, 2', J = 6,1), 4,62 (d, 1H, 6', J
= 3,5), 4,59 (d, 1H, 5a', J = 12,4), 4,36 (d, 1H, 5b', J =
12,4), 3,85 (s, 3H, 13), 2,84 (s, 3H, 14), 2,40-2,35 (m, 1H,
16'), 2,21-2,15 (m, 1H, 9a’), 2,02-1,98 (m, 1H, 9b"), 1,83~
1,78 (m, 1H, 14a), 1,60-1,48 (m, 3H, 104", 13a, 14b),
1,40-1,26 (m, 6H, 10b', 12', 15', 18", 1,13 (dt, 1H, 11", J =
11,5, J = 6,6), 0,90-0,81 (m, 4H, 13b',19"), 0,70 (d, 3H,
20,1=17,3)

153,73 (2), 143,84 (8), 141,42 (4),
137,30 (7), 135,84 (9), 134,88 (11),
128,14 (4), 124,34 (3), 121,07 (8),
117,66 (1), 113,02 (6), 110,83 (12),
103,40 (3), 103,35 (5), 99,71 (6"), 86,95
(7), 80,45 (17'), 60,01 (5'), 55,62 (13),
52,02 (11'), 49,37 (1), 44,58 (2, 43,76
(15'), 36,62 (12'), 36,02 (9'), 34,03 (13)),
30,24 (16), 25,63 (18), 24,26 (14Y),
23,92 (10), 23,09 (14), 20,15 (19,
12,60 (20')
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5. ZAKLJUCCI



U okviru ovog rada sintetizirani su i karakterizirani novi harmizinini triazolskog tipa
14-16:

e 1-metil-7-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-trimetildekahidro-
12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etoksi)-9H-pirido[3,4-b]indol (14),

e  7-metoksi-1-metil-9-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-
trimetildekahidro-12H-3,12-epoksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-pirido[3,4-b]indol (15),

e  6-metoksi-1-metil-9-(2-(4-((((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-
trimetildekahidro-12H-3,12-epooksi[1,2]dioksepino[4,3-i]izokromen-10-
il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-pirido[3,4-b]indol (16),

I prekursori u njihovoj sintezi:
e tert-butil (2-(6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]Jindol-9-il)etil)karbamat (10),
e  2-(6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)etan-1-amin (11).

Svi pripravljeni spojevi su novi, do sada neopisani u literaturi. Strukture svih
sintetiziranih spojeva potvrdene su uobi¢ajenim spektroskopskim metodama (*H i C NMR,
MS i IR). U daljnjim istrazivanjima, koja nadilaze okvire ovog rada, ispitat ¢e se njihovo

protutumorsko i antimalarijsko djelovanje.
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8. SAZETAK



Josip ReSetar

Sinteza i karakterizacija harmizinina triazolskog tipa, hibridnih spojeva harmina i

artemizinina

Terapija raka, po ucestalosti drugog uzro¢nika smrti u svijetu, zbog nedovoljne
selektivnosti, izrazene toksicnosti i rezistencije na postojece citostatike, postaje sve veci izazov.
S druge strane, od malarije, zarazne tropske bolesti, godi$nje premine preko 600 000 osoba, a
terapija je oteZana zbog pojave multirezistentnih parazita roda Plasmodium. Stoga je potrebno
usmjeriti istrazivanja prema pronalasku molekula s novim mehanizmima djelovanja.

Zbog dokazanih antimalarijskih i protutumorskih svojstava antimalarijskog lijeka
artemizinina te B-karbolinskog alkaloida harmina, u ovom je radu prikazana sinteza njihovih
hibrida - harmizinina. Cu(l) kataliziranom alkin-azid cikloadicijom (klik-reakcijom) alkina
artemizinina 13 i azida B-karbolina 4, 7 12, preko triazolske poveznice, pripravljene su ciljane
hibridne molekule 14-16 (Shema). Strukture novosintetiziranih spojeva potvrdene su
uobic¢ajenim analiti¢kim i spektroskopskim metodama (*H i *C NMR, MS i IR). U daljnjim
istrazivanjima, koja nadilaze okvire ovog rada, ispitat ¢e se njihovo protutumorsko i

antimalarijsko djelovanje.
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9. SUMMARY



Josip Resetar

Synthesis and characterization of triazole type harmisinins, harmine and artemisinin

hybrid drugs

Cancer is the second leading cause of death worldwide, and its therapy is becoming an
increasing challenge due to inadequate selectivity, marked toxicity, and resistance to existing
cytostatic drugs. On the other hand, malaria, a contagious tropical disease, kills over 600,000
people annually, and therapy is challenging due to the emergence of multidrug-resistant
parasites of the genus Plasmodium. Therefore, it is necessary to direct research towards the
discovery of molecules with new mechanisms of action.

Due to the well-documented antimalarial and antitumour properties of the antimalarial
drug artemisinin and the B-carboline alkaloid harmine, the synthesis of their hybrids,
harmisinins, is presented in this work. Cu(l)-catalyzed alkyne azide cycloaddition (click
reaction) of artemisinin-based alkyne 13 and B-carbolin-based azides 4, 7 and 12 yielded target
molecules 14-16, linked via triazole linker (Scheme). The structures of the newly synthesized
compounds were confirmed by the conventional analytical and spectroscopic methods (*H and
13C NMR, MS and IR). In further research, which is beyond the scope of this work, their

antitumour and antimalarial activities will be investigated.
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Keywords: artemisinin, harmine, click-chemistry, cancer, antitumour activity, antimalarial
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10. PRILOZI



Prilozi sadrze *H NMR, *C NMR, MS i IR spektre novosintetiziranih spojeva.
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