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Popis kratica:

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

EWG - electron withdrawing group, tj. elektron odvlacec¢a skupina
ct-DNK - calf thymus DNK, tj. DNK izolirana iz timusa teleta
UV/Vis - ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija

IR - Infracrvena spektroskopija

CD - cirkularni dikroizam

NMR - nuklearna magnetska rezonancija

Abs - apsorbancija

€ - molarni ekstincijski koeficijent

Aem - Valna duljina emisije

Lexc - Valna duljina ekscitacije

SAR - odnos strukture i aktivnosti

LiHMDS - litijev bis(trimetilsilil)amid

EtOH - etanol

DMF — N,N-dimetilformamid

DMSO - dimetilsulfoksid

MeOH - metanol

CH,Cl, - diklormetan

BTBA - tetra-n-butilamonijev bromid

MgSQ, - magnezijev sulfat
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1. UVOD



Amidini se Cesto smatraju jednim od vaznih farmakofora u modernom dizajnu
lijekova u medicinskoj kemiji. Razlog tomu je opravdan i utemeljen na Cinjenici da
mnogobrojni derivati amidina ¢ine vaznu skupinu spojeva koji se koriste u klini¢koj primjeni
te pokazuju Sirok spektar bioloSke aktivnosti od kojih su najvaznija antitumorska, antivirusna,
antibakterijska, antifungalna, antivirusna, i protuupalna. Osim navedenih aktivnosti, svoju
primjenu su derivati amidina pronasli 1 kao strukturne komponente agrokemikalija, pokazalo
se da djeluju kao organski katalizatori te se redovno koriste kao sintetski prekursori za
dobivanje dusikovih heterocikala i donorskih liganda na bazi N u koordinacijskoj kemiji
metalnih kompleksa. Vrlo vaZzna i ucinkovita metoda za sintezu razli¢itih arilnih i
heteroarilnih spojeva u medicinskoj kemiji jest Suzuki-Miyaura reakcija. Klju¢ne prednosti
Suzukijeve reakcije su: zabiljezena visoka tolerantnost prema razliitim funkcijskim
skupinama na molekulama, provodenje reakcije pod blagim reakcijskim uvjetima, relativna
stabilnost bornih kiselina/estera na vrucinu, kisik 1 vodu, jednostavnost odvajanja bornih-

nusprodukata te izdasna komercijalna dostupnost katalizatora za provodenje reakcije.



2. OPCI DIO



2.1. Opcenito o strukturi amidina

Amidine, poznatije kao bis-dusikove analoge karboksilnih kiselina i estera’, prvi je
puta sintetizirao znanstvenik Gerhardt 1858. godine u reakciji anilina s N-
fenilbenzimidoilnim kloridom te su nazvani po Kiselini ili amidu koji se iz njega dobiva
nakon hidrolize?. Jedinstvene su farmakoforne jedinice, tj. strukturni dijelovi mnogobrojnih
molekula koje su od bioloskog interesa te su strukturne podjedinice vaznih medicinskih 1
biokemijskih agensa. Zbog navedenih Ccinjenica su od bitnog znacaja organskim i
medicinskim sintetskim kemicarima te u farmaceutskoj industriji. Amidinska funkcijska
skupina prikazana na Slici 1 sadrzi iminski duSikov atom ¢iji je slobodan elektronski par
konjugiran s n-elektronima dvostruke C=N veze®.
NR?
Rl—C//
NRR*
1

Slika 1. Opéenita struktura amidina®

Zbog svoje jake bazicnosti (pKa se nalazi u rasponu od 5-12), amidini se protoniraju u
fizioloskim uvjetima. Konkretno, protoniranje se dogada na iminskom dusiku Sto vodi do
stvaranja visoko rezonantno stabiliziranog amidinijevog iona 2°. Upravo taj bazi¢ni karakter
ukljucuje ga u snaZne interakcije s proteinskim regijama koje sadrze anionske

aminokiselinske ostatke ili skupine koje mogu ostvarivati H-veze®.
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Slika 2. Protoniranje i rezonantna stabilizacija amidinske skupine®

U jako kiselom mediju, formira se dikation 3 lokaliziran na C=N vezi, dok se u jako bazi¢noj

otopini formira anion 4°.

@ 2 @ 2
NHR? NR NR
i 4 /
RI—C R!I—cC - Rl—C\
I@HR3R4 \NR4 \NR4
e
3 4

Slika 3. Stvaranje dikationa u kiselom i aniona u bazi¢nom mediju’



Amidini su korisni supstrati strukturne podjedinice s razli¢itim primjenama; od podrucja
dizajna katalizatora, znanosti o materijalima, agrokemikalija, sinteze razlicitih duSikovih
heterocikala do medicinske kemije, odnosno farmaceutski aktivnih spojeva cije je klini¢ki
aktivno djelovanje prili¢no heterogeno; od poznatog antipsihotika klozapina® 5, DNK-RNK
vezujuéeg spoja diminazena® 6 za lije¢enje infekcija uzrokovanih odredenim protozoama kao
Sto su Babesia, Trypanosoma i Cytauxzoon, antimalarika Janoxepina® 8 do lijeka koji djeluje

kao inhibitor trombina, Melagatran® 7.
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Slika 4. Biologki aktivni spojevi koji sadrze amidine™®

Radi posjedovanja dva duSikova atoma, amidini se smatraju dualnim nukleofilnim
molekulama koje daju izvor N-C-N sintona, koji onda lako moze reagirati s elektrofilnim
ugljikovim atomima i tako formirati razlicite N-heterocikle’ kao §to su aziridini, piroli,

imidazoli, oksazoli, pirimidini, kinazolini, kinazolinoni, triazoli i benzimidazoli®®.



2.2. Klasifikacija amidina

Amidino funkcijska skupina moze biti aciklicka ili dio razliCitih heterociklickih

prstenastih sustava.

2.2.1. Aciklic¢ki amidini
a) Nesupstituirani amidini

Kao $to je prikazano na strukturama 9a i 9b, ovi amidini se pojavljuju kao E i Z (syn,
anti ili cis, trans) izomeri s obzirom na ravninu C=N dvostruke veze. Opcenito, izomer E je

energetski povoljniji radi bolje delokalizacije elektrona i manjih sterickih smetnji’.
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Slika 5. E i Z izomeri nesupstituiranih amidina®

U kemijskoj literaturi amidini su nazvani po karboksilnoj kiselini ili amidu koji se iz njih
moze dobiti hidrolizom; stoga je R = H u 9 formamidin, R = CHj; je acetamidin i R = Ph je
benzamidin. U daljnem tekstu R, supstituent na amidino ugljiku, moZze biti vodik ili bilo koji
alkil, aril ili heteroarilni supstituent. Supstituenti na dusikovim atomima (R* do R®) trebaju
biti alkil ili aril*.

b) N- ili N'-monosupstituirani amidini

Monosupstituirani amidini mogu se pojaviti kao parovi tautomera kao Sto je
naznaceno formulama 10a i 10b te 10d i 10e.
Brojni eksperimentalni pokusaji izolacije ili dokazivanja postojanja oba tautomera u
ravnotezi nisu uspjeli. Osim toga, E,Z izomerija u odnosu na C-N dvostruku vezu u 10a i
10d, 10b i 10c te 10e i 10f trebala bi biti vidljiva, kao i s-cis ili s-trans konformeri s obzirom

na C-N jednostruku vezu prikazanu u 10b i 10e te 10c i 10f".



| |
N—R! 1\|1—R1 N—R'
7 / /
R—C R—C R—C
\ N\ N\
N—H N—H N
/ |
H H
10a Z 10b Z 10c E
Rl Rl Rl
N I\|I—H N—H
Vi
R—C R—C R—C
\ N\ N\
N—H N—H N
/ |
H H
10d E 10e Z 10f E

Slika 6. Parovi tautomera monosupstituiranih amidina’
¢) N, N'-disupstituirani amidini

Ako su supstituenti R* i R? na dusicima razli¢iti, ovi N,N'-disupstituirani amidini
pokazuju iste vrste izomerije kao oni monosupstituirani tautomera amidina: 11ai 11b te 11d i
11e; E,Z izomeri: 11ai 11d, 11b i 11c te 11e i 11f; konformeri: 11b i 11e te 11ci 11%.
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Slika 7. Parovi tautomera disupstituiranih amidina®



2.2.2. Biciklicki amidini
a) Amino skupina kao dio heterocikla

Ovi amidini su poseban slucaj acikli¢kih derivata.

/NR3
a) n=4 pirolidino
RC/ (@)n=4p
b) n=5 piperidino
N(CH,), (b) pip
12

Slika 8. Razligiti supstituenti amidina®

Na Slici 9 vidljiva su dva derivata ove Kklase spojeva; 2,6-cis-dimetil-piperidil
-N-fenilacetamidin 13 i 2,6-cis-dimetilpiperidil-N-fenil-2,2-dimetil-propionamidin 14. Tert-
butilni supstituent u 14, koji je stericki zahtjevan, tjera fenilni supstituent u nepozeljan
Z-izomer izvan ravnine s kutom savijanja od 88,4°. Diekvatorijalni dimetilpiperidinski prsten
je za 86° savijen izvan ravnine amidinske skupine s odgovaraju¢im povecanjem duljine C-N

veze i s kratkom C=N dvostrukom vezom®.

- 88.4°

«—74,6°

THs N
N /
/ H3C—C—C/
H3C—C\ H | \ CH,
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14,10/ N‘Pc}h ’ 86° \@
H
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13 14

Slika 9. 2,6-cis-dimetilpiperidil-N-fenilacetamidin 13 i 2,6-cis-dimetilpiperidil-N-fenil-2,2-

dimetilpropionamidin 14*

U 13 fenilni supstituent pokazuje pozeljnu E konfiguraciju i dalje s velikim kutom savijanja
od 74,6°. Di-aksijalna dimetilpiperidinska skupina samo je malo izokrenuta iz ravnine

amidinske skupine (za 14,1°)".



b) Imino skupina kao dio heterocikla

Ovi amidini mogu pokazivati tautomerizam u slucaju kada imino skupina moze biti
endociklicka 15a ili egzociklicka 15b. Ovaj supstitucijski obrazac prikazan je u dobro

poznatom lijeku za smirenje, klordiazepoksidu 16.

/NHCH3
N\
(CHy)n (CHz)/n\ \C\
C—NH, Cao CH,
& VY & /S NH /
N T Cl C&N{
H / o}
Ph
15a n=3 15b 16

n=4
Slika 10. Endo 15a i egzocikli¢ka 15b imino skupina, te klordiazepoksid 16
¢) Amidino skupina inkorporirana u jedan heterocikl

Ako je amidino skupina inkorporirana u jedan prsten, dobiva se niz homolognih
spojeva kao S§to je prikazano u 17a do 17e. TroClani i Cetverodlani prstenasti sustavi
izodiazirina 17a i 1,3-diazetidina 17b nisu eksperimentalno poznati. Sustavi prstena s pet,
Sest i sedam c¢lanova 17c do 17e eksperimentalno su dobro poznati i mogu se sintetizirati u
dobrim iskoristenjima obradom odgovarajucih diamina s HCN ili izonitrila. Kemijski sastavi
A%imidazolina 17c i 1,3-diazepina 17e su pregledani zasebno. Ovi cikli¢ki amidini ponasaju

se kao odgovarajuéi aciklicki N,N'- disupstituirani amidini®.

a) n=0 izoaziridin

//N (CHyn b)  n=1 1,3-diazetidin
R—C\
NH ¢) n=2 imidazolin
}|I d) n=3 tetrahidro-pirimidin
17

€)  n=4 1,3-diazepin
Slika 11. Heterociklicki amidini 17a-17¢"
d) Biciklicki amidini
Amidino skupina moze biti dio dvaju prstenova koji vode do biciklickih amidina.
Od ovih 1,5-diazabiciklo[4.3.0]nonen-5 DBN, 18 i 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undecen-7 DBU,

19 nasli su Siroku primjenu kao nenukleofilne baze za dehidrohalogenacije, aldolne

kondenzacije i pripreme Wittigovih reagensa.



® O

Slika 12. DBN 18 i DBU 19*

Sintetizirana je druga klasa bicikli¢kih amidina, niz takozvanih vinamidina 20a-20c. *H NMR
spektar 20a pokazuje da se tautomerni diamidin malonske kiseline 21a ne moze lako
detektirati. Modifikacija ove strukture dovodi do 22, koji moze djelovati kao nenukleofilna

,,protonska spuzva‘ sa snaznom delokalizacijom pozitivnog naboja u kationu 23.

L .
Sgsiuege
R

20b R=CH,
20¢ R=COCH,

43
\/

22 — 23 —

Slika 13. Bicikli¢ki amidini*

2.2.3. Cikli¢ki heteroaromatski amidini

Amidino skupina moze biti ugradena potpuno ili djelomicno u ciklicki konjugirane
nezasi¢ene prstenaste sustave. Heteroaromatski sustavi spomenuti su ovdje kako bi pokazali
Siroku rasprostranjenost 1 vaznost amidino skupine u organskoj kemiji. Strukturna svojstva i
bazicnost amidino skupine bit ¢e modificirana ciklickom konjugacijom u aromatskom

prstenu.

10



a) Amidino skupina u potpunosti dio prstena

Ovaj strukturni princip pojavljuje se u neparnim heterociklima. Najvazniji primjer je imidazol
24a koji se pojavljuje u aminokiselini histidin 24b i u biogenom aminu histaminu 24c.

Dimetilbenzimidazol 25 je dio vitamina Bis.

T
1

H3C |
H H
24a R=H 25

24b R=CH,CH(NH,)COOH
24¢ R=CH,CH,NH,

Slika 14. Primjeri heterocikli¢kih spojeva s inkorporiranom amidinskom funkcijskom

skupinom®

Drugi primjeri azola s amidinskom strukturnom jedinicom su 1H- i 4H-1,2 4-triazoli 26a i
26b, 1,3,4-triazol 27 i 1H-tetrazol 28.

N3 H\f\‘f 3 N—N N—N
5 41\1_{\\N 2 5 <N_{\\N2 41\1) 41\1/\\1\1

Slika 15. Primjeri tri i tetrazolnih heterocikala®

Biciklicki heteroaromatski spojevi koji sadrZze amidino skupinu bioloski su aktivni derivati
9H-purina 29, koji formalno sadrzi monociklicku (7,8,9) i biciklicku amidino skupinu (3, 4,

9). Prirodni produkti su ksantin 30 i njegov produkt metiliranja, kofein 31.

0 0 CH,
2 SIZI H,C |
IN/ \ HN N\ \N N
Ly Ty 1 Iy
N4 T9 o E T o N N
3 ! i |
CH,

29 30 31

Slika 16. Primjeri biciklickih heterocikala; derivati 9H-purina®
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b) Amidino skupina samo djelomicno inkorporirana u prsten

Ova situacija se tipi¢no opaza u a-aminopiridinu 32 u kojem se mora uzeti u obzir

mogucénost tautomerije izmedu amino 32a i imino oblika 32b.

X ‘ X
/
N NH, T NH
H
32a 32b

Slika 17. Tautomerija amino i imino forme spoja 32*

NH, NH, NH,
NF N O N N )\N
| LD |
T\ X
0 T N H H,N N NH,
H
33 34 35

Slika 18. Molekule dio strukture DNK i RNK (33 i 34) te melamin 35"

Vazni primjeri su sastojci DNK i RNK citozin 33 i adenin 34 kao i melami.

2.3. Sinteza amidina

Opisani su brojni postupci za dobivanje amidina, no najces¢e metode sinteze amidina su: iz

nitrila, amida, tioamida, laktama te razne mijesane sinteze.

2.3.1. Amidini iz nitrila

Klasi¢na Pinnerova reakcija'®, koju je otkrio Klein Pinner u kasnim 1800-ima,
vjerojatno je najkoriStenija metoda za stvaranje nesupstituiranih amidina: primarno putem
transformacije nitrila u imidinske estere™*. Nitrili 36 se aktiviraju u intermedijarne imidne
esterske soli 37 u prisutnosti alkohola i klorovodika pod bezvodnim uvjetima. Imidne
esterske soli 37 zatim reagiraju s aminima, bilo in situ ili nakon izolacije, da bi generirale
amidine 38 (Shema 1)*2.

12



@
NH, CI® NH

R-CN EtOH, HC1 R'R"NH

R OEt R NR'R"
36 37 38

Shema 1. Dobivanje amidina preko soli imidnog estera™

Izravna sinteza amidina iz nitrila i amina moze se posti¢i samo ako su nitrili supstituirani
elektron-odvlac¢e¢im skupinama (EWG)B. Nereaktivni nitrili koriSteni su za pripremu
amidina u prisutnosti Lewisovih kiselina kao $§to su AlClz ili ZnCl, na povisenim
temperaturama od 150-200 °C*. Nedavno je objavljeno da su alkilkloraluminijevi amidi
korisni reagensi za konverziju nitrila u amidine pod blazim uvjetima. Garigipati je otkrio da
je dodavanje alkilkloraluminijevih amida, dobivenih iz trimetil-aluminija i amonijevih
klorida, nitrilima 39 u toplom toluenu uéinkovito dalo Zeljene amidine 41 u razumnim

iskoristenjima i to nakon hidrolize aluminijevih vrsta 40 (Shema 2)*°.

Al(C)Me
N/ NH
MeAI(CI)NR'R", PhM °
roen MeAlC )60 9607/ e, 80°C_ )k H,0 )k
- (] m" m"
R = A, alkil R NRR R NRR
39 40 41

Shema 2. Dodavanije alkilkloroaluminijevih amida nitrilima 39 za dobivanje amidina®

Moss je pokazao da reakcija s metilkloraluminijevim amidom lako pretvara stericki ometene

nitrile 42-45 u amidine 47 (Shema 3)™.

Al(C])Me

N/ NH

R.CN MeAI(CI)NH,, PhMe, 80 °C . )k H,0 )L
R NH, R NH,

42-45 46 47
Me
g Ph
R= | »Me ’
JJJV Ph
\

42 43 44 45
64% 70% 54% 27%

Shema 3. Reakcija stericki ometenih nitrila 42-45 s metilkloraluminijevim amidom do

amidina 47%°

13



Capdevielle je objavio opéu pripremu amidina iz neaktiviranih nitrila*’. Stehiometrijski
bakrov(I) klorid induciran adicijom razli¢itih amina na nitrile 48, daje amidine 49 u jako

dobrim iskoristenjima (Shema 4).

NH
R'R"NH, CuCl, otapalo
R-CN -
80-100% R NR'R"
48 otapalo=DMSO, MeOH 49
R=Me, Ph
R', R"=H, alkil

Shema 4. Priprava amidina iz neaktiviranih nitrila*®

2.3.2. Amidini iz amida, tioamida i laktama
2.3.2.1. Amidini iz amida

Amidi se mogu pretvoriti u imidoilne kloride pomoc¢u PCls. Formirani imidoilni
kloridi mogu reagirati s primarnim ili sekundarnim aminima dajuéi amidine (Shema 5)*.
Ova metoda je opcenito loSa za pripremu nesupstituiranih amidina iz primarnih amida, ali je
izvrsna metoda za pripremu di- i tri-supstituiranih amidina. Drugi reagensi kao $to je fosforov
oksiklorid ili tionil-klorid mogu se koristiti u sintezi imidoilnih klorida, ali obi¢no se onda

postizu niska iskoriStenja.

(0] Cl NR'
)k PCIS /K R"RIHNH )k
—_— —_—
R NHR' R NR' R NR"R"
50 51 52

Shema 5. Priprava amidina iz amida pomoc¢u PCI5*

Amidi se mogu o-alkilirati trietiloksonijevim fluoroboratom na sobnoj temperaturi kako bi se
dobili odgovarajuc¢i imidni esterski fluoroborati, koji potom reagiraju s aminima da bi se

dobili ciljani amidini (Shema 6)™.

0 OEt NR"
)k Et;OBF,, EtOH, 25°C /K R"NH )k
> + . ——2
R NHR' 78-90% R NHR'| BE, 71-90% R NHR'
R=Ar, Me R"=H, Me
53 R'=H, Me 54 55

Shema 6. Priprava amidina iz o-alkiliranih amida®
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2.3.2.2. Amidini iz tioamida

Bernthsen je prvi govorio o uporabi tioamida za dobivanje amidina®.
Nesupstituirani aromatski ili alifatski tioamid reagira s koncentriranim amonijevim
hidroksidom, reakcijom koja uspostavlja ravnotezu izmedu tioamida i amidin-hidrosulfida.
Dodavanje zivinog klorida pomaze u dovodenju reakcije do zavrSetka, zahvaljujuci stvaranju
netopljivog zivinog sulfida. Takoder je moguce da amonijak i1 zivin-klorid tvore aminozivin-

klorid, koji tada reagira s amidinskim hidrosulfidom.
S NH

CeHCNH; + NH; === CgH;CNH-H,S

56 1\1113ng;(:12

NH

57

Shema 7. Priprava amidina iz tioamida pomocu HgClz20

Takoder, postoji i jednostavna i prikladna metoda za pripremu N-t-Boc zasti¢enih amidina iz
N-(t-Boc) zasti¢enih tioamida. Postupak obuhvacéa pripravu N-(t-Boc)tioamida iz tioamida
i (t-BoC),O (NaH/THF, 0 °C) koji su potom ostavljeni da reagiraju s raznim aminima u
prisutnosti HgCl, i EtsN u DMF kao otapalu na 0 °C ili na sobnoj temperaturi®*. Reakcija
N-(t-Boc)tioamida s aminima je pod velikim utjecajem i nukleofilnosti i sterickih smetnji

amina, pa su tako najbolja iskoriStenja dali supstituenti 59a i 59b.

S NBoc
Et;N/DMF
)k * RR"NH —3—>tlf /Cl
R NHBoc g R NR'R"
58 59 60
NH,
58a R=Me 59a R'R"NH= 98%
58b R=Me 59b R'R"NH= 0O NH 97%

Shema 8. N-(t-Boc)amidini iz N-(t-Boc)tioamida i amina®
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2.3.2.3. Amidini iz laktama

Laktami se aktiviraju fosfornim oksikloridom i sli¢nim reagensima da bi se dobile
soli, npr. 62%, koje reagiraju s aminima® i tioamidima, ukljuujuéi tioureu, dajuéi amidine,

odnosno tioacilamidine:

N NBu
@QW Me
P2 63
—
+/

N 0 N

Me Me (7

61 62

Shema 9. Dobivanje amidina 63 i tioacilamidina 64"

Laktami se takoder mogu pretvoriti u amidinijeve tetrafluorborate®*?°,

(A2,

65 66  BF; 67 BFy

Shema 10. Dobivanje amidinijevih tetrafluorborata®

2.3.3. MijeSana sinteza amidina

2.3.3.1. Amidini iz ortoestera

Primarni amini reagiraju s ortoesterima dajuc¢i simetri¢no disupstituirane amidine

putem imidata. Ako se dodaju kataliticke koli¢ine octene kiseline, imidati se mogu

izdvojiti®®?’.
NR? NR?
Y +R2NH V/
R!C(OEt); + R>NH, ﬂ» R! C/ ——» RIC 4
68 69 70 OEt 71 NHR?

Shema 11. Dobivanje simetri¢no disupstituiranih amidina®
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Ova metoda se Korisiti 1 za pripravu nesimetri¢no tetrasupstituiranin formamidinijevih soli

uzastopnim alkiliranjima?.

1p3
NR! NR! NR!R
Y i) R2I R3I A
HC(OEt); + 2 R2NH, — 3 HC/ (l)—> HC// — HC+
AN (i) NaOMe -
72 73 NHR! NR!R? NR'R
74 75 76 T

Shema 12. Dobivanje simetri¢no disupstituiranih amidina’

2.3.3.2. Amidini iz izocijanida

Poznata je reakcija arilnih izocijanida s aminima kako bi se formirali formamidini®®,
ali alkilni izocijanidi ne reagiraju. Utvrdeno je da primjenom Kkatalizatora poput srebrovog
klorida i drugih soli metala grupe IB i IIB, alifatski izocijanidi reagiraju sa svim vrstama

primarnih i sekundarnih amina®.

NBu
oo AgCl //
BuNC+ R'R2NH, —=—3 {C
1p2
77 78 79 NRR

Shema 13. Dobivanje formamidina®

2.3.3.3. Amidini dobiveni iz adicijskih reakcija

Primarni amini se dodaju eninaminu 80 na trostrukoj vezi dajuéi olefinski amidin®

H H
Me NR
Me
\ +RNH, \ 4
— NEi, ——> CH,-C
80 81

Shema 14. Dobivanje formamidina®

2.3.3.4. Amidini dobiveni iz heterociklickih spojeva

2-alkiloksazolini reagiraju s etilendiaminom ili N-alkiletilendiaminima da bi se dobili

cikli¢ki amidini uz eliminaciju etanolamina kao nusproduktagz.
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(e I = 3

O R2HN OH HN
82 83 R2HN\) RZHN\)
84 85

NR?
' : )\RI
OH N

87 86

NH,

Shema 15. Dobivanje ciklickog amidina 86"

2.4. Amidini kao strukturne jedinice u sintezi-kemijske reakcije

2.4.1. Adicija amidina na elektrofile

Amidini mogu posluziti kao reaktivni duSikovi nukleofili i mogu reagirati s

Michaelovim akceptorom kako bi formirali novu C-N vezu®. Ovisno o supstratima i

reakcijskim uvjetima, nastaju ili N-alkilamidini ili hidroliza dovodi do stvaranja amida.

Primjer spomenutog je reakcija dietil 2-(ferocenilmetiliden)malonata 88 sa suviskom amidina

89 u vodenoj otopini etanola u prisutnosti Na,CO3 na 80-85 °C da bi se dobili produkti 90a-e

(Shema 16)*.
(0]
Fc OEt HN
HzO/EtOH )k
+ R
N32CO3
OEt  H,N
90a-e
88 o 89

90a R=Me 90d R=NMe,

90b R=Ph 90e R=OMe
90c R-NH, Fc=CsH FeCsH,

Shema 16. Adicija amidina na elektrofile®
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2.4.2. Sinteza heterocikli¢kih derivata

Ciklizacija je najvaznija reakcija funkcionaliziranih i nefunkcionaliziranih amidina;
time se dobivaju drugaciji heterocikli¢ki spojevi koji sadrze -N=C-N= skupinu. U nastavku

su poredani prsteni po veli¢ini te su navedeni neki primjeri.

2.4.2.1. Sinteza tro¢lanih heterocikli¢kih prstenova

Reakcija alkil- ili aril-amidina 91 s natrijevim hipokloritom u otopini dimetil
sulfoksida (DMSO) daje odgovarajuée 3-halodiazirene 92 (Shema 17)*°.

NH N—N
R 1) NaOX
2) OH"
NH,
91 92

Shema 17. Sinteza diaziridina®

2.4.2.2. Sinteza Cetveroc¢lanih heterociklickih prstenova

Reakcija difenilketena 93 s 4-(N-fenilformimidinoil) morfolinom 94 dala je
1,3,3-trifenil-4-morfolinoazetidinon 95 (Shema 18)%.

i NPh Ph  Ph
o \f —
>:c:o + N —  » O N 0
Ny i __/
o)
94

93

Shema 18. Sinteza azetidinona®

2.4.2.3. Sinteza peteroclanih heterociklickih prstenova
2.4.2.3.1. Piroli

Kada se otopina amidina 96 u 2-metoksietileteru i etil-3-benzoilakrilata 97 zagrijava
na 120 °C, nastaju derivati 3,4-dihidropirol-2-ona 98 (Shema 19)%".
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PhOC

— PhOC .
R! /\/COPh R!
EtO,C ,
97 R -EtOH o
3 - CO,Et|—>
120°C N
RHN NH N
RHN
96
| RAN NH | 98aR'=Ph
98b R'= 4-Me-C4H,
98¢ R'= 4-MeO-C¢H,
98d R'=4-CI-CH,
98¢ R'=4-Br-C¢H,
Shema 19. Sinteza pirolinona®
2.4.2.3.2. Tiazoli

Ucinkovita metoda za sintezu 2-aminotiazola 100 ukljucuje koristenje izotiocijanata,
amidina 99 i raznih halometilena. Opcenito, to je reakcija nukleofilne adicije-alkiliranja i

intramolekularne nukleofilne supstitucije u kojoj amin odlazi kao izlazeéa skupina
(Shema 20)%.

R2
NR2
N 3
NR? = »| X R3 \ R
1 N R N~ \
R'—N—/C—/—=S + — /K e S
Rl 1
HN R2 ~ DMF, rt. R

99

Shema 20. Sinteza tiazola 100%
2.4.2.3.3. Oksadiazoli

Reakcija spoja 101 s 4 ekvivalenta hidroksilamin hidroklorida u metanolu na sobnoj

temperaturi dovela je do potpune konverzije 101 i dala 1,2,4-oksadiazole 102 u iskoriStenjima
od 14-73% (Shema 21)%.
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NOH

/

NH
N R
NH,OH.HCI = \ \(
P
suhi MeOH ‘ \ |
N _—N
N S )
102

102a R=Me 102f R=4-MeOCH,
102b R=Et 102g R=4-FC¢H,
102¢ R=Ph 102h R=4-CICH,
102d R=4-MeCgH, 102i R=4-O,NC¢H,
102d R=4-MeCH, 102 R=3-piridil

Shema 21. Sinteza 1,2,4-oksadiazola 102

2.4.2.4. Sinteza Sesteroclanih heterocikli¢kih prstenova

2.4.2.4.1. Piridini

N-arilamidin 103 preveden je u 6-aminofenantridin 104 u izvrsnom iskoriStenju

reakcijom intramolekularnog spajanja kataliziranog s Pd (Shema 22)*.

N 5% Pd(OAc),, 10% PCys NF
Cs,CO;, 110°C,2h
N N RN
I
103 104

Shema 22. Sinteza fenantridina 104>

2.4.2.4.2. Pirimidini

Razvijena je jednostavna i izravna sinteza polisupstituiranih 5-aminopirimidina 107
iz a-azidovinil ketona 105 i amidina 106 u prisutnosti baze. Reakcija je provedena u
bezvodnom DMF-u s 1,2 ekvivalenta amidina i 2,4 ekvivalenta K,CO3 u atmosferi N, i na

sobnoj temperaturi (Shema 23)*.
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R3
° PN
N/ |N

H,N NH
RZ \ Rl —+ \K K2C03, DMF
r.t.
N3 R3 Rl \ R2
105 106 NH,
107

107a R'= Ph, R?=4-BrC¢H,, R*=H

107b R'= 4-MeC¢H,, R?=4-BrC4H,, R’=CHj,
107¢ R'= 4-MeC¢H,, R?=4-BrC4H,, R’*=Ph
107d R'= Ph, R?>=4-BrC¢H,, R*=H

107e R'= 4-MeOC¢H,, R?>=2-BrC¢H,, R*=H
107f R'= 2-tienil, R,=FC¢H,, R;=CHj

Shema 23. Sinteza 5-aminopirimidina 107%

2.4.2.4.3. Tiadiazini

Pokazalo se da je obrada [1,2-a]benzimidazol-2-ila kao derivata iminoestera 108 s

NaSCN u dioksanu/H,O pod refluksom dala samo kondenzirane tiadiazinske produkte 109

(Shema 24)*.

N

-

\ \%OCZHﬁ Nason EOHL0_ N >\R
R

S
108 HN
108a R=Me 109
108b R=Et

Shema 24. Sinteza kondenziranih imidazotiadiazina 109%

2.5. Amidini kao prirodni produkti

Derivati amidina su uglavnom izolirani kao produkti fermentacije aktinomicete.
Primjerice, izolacija botromicina 110*“® j koformicina*’**® zabiljezena je iz Strepromyces

Sp. Ostali amidini izolirani su iz gljiva, morskih beskraljeSnjaka i biljaka43.
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/0

Slika 19. Botromicin A2*

2.5.1. Prirodni amidini iz mikroorganizama i gljiva
2.5.1.1. Birnbaumins

Znanstvenik Bartsch i suradnici proucavali su izolaciju birnbaumina A i B,
neobi¢nog 1-hidroksiindolnog pigmenta iz gljivica®. Struktura birnbaumina A 111a sastoji se
od 1-hidroksiindoleglioksil amida s bo¢nim lancem koji sadrzi vrlo rijetku
N-hidroksibisamidinsku skupinu, koju je odredila permetilacija s diazometanom i usporedba

spektralnih podataka s izraGunatom vrijednosti drugog strukturnog kandidata (Slika 20).

HO\
R N \ O NH,
N X N
H
0 111a R=H NH,
111b R=OH

Slika 20. Struktura birnbaumina A 111a i birnbaumina B 111b*
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2.5.1.2. Pirostatini

Imada i suradnici objavili su istrazivanje vezano uz izolaciju pirostatina A i B iz
bujona kulture soja Streptomyces sp. SA-3501 izoliranog iz morskog sedimenta®®>". Strukture
su odredene kao derivati 2-iminopirolidinske karboksilne kiseline 112a i 112b. Ovi spojevi
su pokazali specifi¢no inhibitorno djelovanje prema N-acetilglukozaminidazi, ali ne i
antimikrobno djelovanje. Takoder su zabiljeZene izolacije noformicina 113%* s antivirusnim
djelovanjem®3i inhibicijskim u¢inkom prema inducibilnoj sintazi dusikovog oksida>*. Drugi
derivati iminopiroglutaminske kiseline 114-115 su aktivnost pokazali u inhibiciji bakterije
Erwinia amylovora, koja je odgovorna za gljivicnu bolest plamenjacu stabala jabuke i
krugke™ (Slika 21).

R 0 NH
N /\)k
H,N 7 E NH,
HO,C N NH 13
Me
112a R-OH
112b R=H
X H,C
H H
HN N CO,H HN N CO,H
N N ~
H H :
o) 0 =
114a X=CH, Me OH 115 M Me
114b X—2H

Slika 21. Strukture pirostatina A 112a i B 112b, noformicina 113,
te derivati iminopiroglutaminske kiseline 114-115 kao prirodni produkati

2.5.2. Prirodni amidini iz morskih beskraljeSnjaka
2.5.2.1. Flustramin C

Flustramin C 116 izoliran je iz mahovnjaka Flustra foliacea (L.)***’. Ovaj spoj
posjeduje amidinski dio u strukturi bromiranog piroloindola s 1,1-dimetilalilnom skupinom
(Slika 22). Pretpostavlja se da su alkaloidi Flustra vazni za mahovnjake kontroliranjem rasta

bakterija na njihovoj povrini.
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2.5.2.2. Peroforamidin

Peroforamidin 117 (Slika 22), halogenirani alkaloid, izoliran je iz filipinske ascidije
Perophora namei Hartmeyer i Michaelson (Perophoridae)®. Ovaj spoj sadrzi kondenzirani
heksahidropirolopiridin, indol i dihidrokinolin prstenovi. Amidinski dijelovi postoje na

fuzijski dio indolnog i kinolinskog prstena.

Cl

Cl

116 117

Slika 22. Strukture flustramina C 116 i peroforamidina 117

2.6. Organometalna kemija

2.6.1. Opcenito o organometalnoj kemiji

Organometalna kemija zasnovana je na reakcijama klase spojeva (R-M) koje sadrze
kovalentnu vezu izmedu ugljikova atoma i1 metala. Takvi se spojevi prireduju ili direktnom
reakcijom metala s organskim spojem ili putem zamjene metala nekom drugom
organometalnom tvari. Organometalna kemija je takoder poznata po mnogim istraZivanjima
poput sinteze klastera, derivata glavne skupine elemenata u neobi¢nim oksidacijskim
stanjima, organometalnih polimera, nestabilnih organometalnih spojeva i intermedijera u
matricama, a zatim po odredivanju strukture organometalnih spojeva u ¢vrstom i plinovitom
stanju pomocu rendgenske difrakcije, odnosno elektronske difrakcije, mehanizmima reakcija
prijelaznih sililena 1 sli¢nih vrsta. Osim tradicionalnih metala 1 polumetala, elementi poput
selena, litija i magnezija tvore organometalne spojeve, npr. organomagnezijevi spojevi poput
MeMgl, jod (metil)magnezij i dietilmagnezij koji su Grignardovi reagensi ili organo-litijev
spoj BulLi, butillitij. Opcenito, organometalni spojevi nalaze prakti¢nu primjenu i kao

katalizatori, te u preradi naftnih proizvoda ili u proizvodnji organskih polimera®.
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2.6.1.1. Nastajanje nove C-C veze

Prijelazni metali 1 njihovi kompleksi znacajno utjecu na odvijanje organskih reakcija
pa je tako bitno istaknuti reakciju stvaranja nove C-C veze putem reakcije kriznog spajanja

koja je nedvojbeno najvaznija i najéesée koristena reakcija posljednjih godina.

Paladij omogucuje sintezu slozenih i funkcionaliziranih organskih molekula i njegova kemija
posjeduje razli¢ite zanimljive aspekte kao Sto su heterogena i homogena kataliza pod blagim
eksperimentalnim uvjetima kompatibilna s mnogim funkcionalnim skupinama. Poznato je i
tijekom zadnjih godina razvijeno nekoliko reakcija kriznog spajanja koje su katalizirane
paladijem, kao $to su Heckova reakcija, Suzuki-Miyaura reakcija, Sonogashira reakcija,
Stilleova reakcija, Hiyama reakcija, Negishi reakcija, Kumada reakcija, Murahashi reakcija i

Buchwald-Hartwigova reakcija®.

Tri specificne reakcije koje karakteriziraju reakciju kriznog spajanja kataliziranu paladijem
jesu: a) oksidativna adicija (OA) organskog halida na paladij (0) kako bi se formirao
kompleks paladija (II); b) transmetaliranje (TM), tj. prijenos organskog dijela
organometalnog reagensa u srediSte paladija (II); i c) reduktivna eliminacija (RE) da se

formira nova veza ugljik-ugljik i regenerira paladij (0) katalizator®.

2.6.2. Suzuki-Miyaura reakcija

Od svog otkrica 1979. godine, Suzuki-Miyaura reakcija, koja ukljuCuje spajanje
organoborovog reagensa i organskog halida ili pseudo-halida u prisutnosti paladija ili nikla
kao katalizatora i baze, postala je jedna od najcesce koristenih metoda za konstrukciju nove

C-C veze®,

U tom kontekstu, Suzuki-Miyaura krizno spajanje uz koriStenje organoborovih spojeva
pokazala se kao vazna metoda prvenstveno radi svoje operativne jednostavnosti, ekoloski
benigne prirode i toplinske stabilnosti spojeva za transmetaliranje. lako su organoborovi
spojevi jako elektrofilni, organski supstituenti na boru su slabo nukleofilni. Takoder,
koordinacija s negativno nabijenom bazom na atomu bora mozZe povecati nukleofilnost
organskog supstituenta na boru. Suzuki i Miyaura su istodobno shvatili da organoborovi
spojevi, ¢ak organoborne kiseline i esteri, imaju dovoljnu reaktivnost za transmetaliranje u
razne metale kao §to su srebro(l), magnezij(Il), cink(I), aluminij(Il), kositar(IV), bakar(I) 1

iva(I1)%.
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2.6.2.1. Katalizatori za Suzuki-Miyaura reakciju kriZnog spajanja

Dominantni Kkatalizatori u Suzuki-Miyaura kriznom spajanju s arilnim, alkenilnim,
benzilnim i alilnim halidima i triflatima su PdCl, i Pd(PPh3),%°, no medutim, postoje i neke

mane u koristenju samog paladija u ovoj reakciji kriznog spajanja.

Mogu se koristiti samo arilni bromidi i jodidi jer kloridi sporo reagiraju. Cesto se formiraju
nusprodukti kao Sto su tzv. ,,self-coupling products® te produkti koji imaju fosfin vezan za
arilnu skupinu. To se upravo odnosi na spomenuti najéesce koristeni katalizator, Pd(PPhs)a,
gdje se fenilna skupina PPhs ,,ugradi* u produkte dajuci mijeSane derivate. Za izbjegavanje
ove vrste sporednih reakcija te dobivanje zeljenih produkata cesto se koristi glomazni
fosfinski ligand (0-MeOCgH,4)3P u uvjetima bez kisika-pri ¢emu se izbjegava dobivanje

,.homocoupling* produkata®®.

Ni(0) katalizatori su bili uspjeSno koriSteni za Suzuki-Miyaura reakciju u slu¢aju manje
reaktivnog arilnog klorida i mesilata. Ni katalizatori imaju prednosti u odnosu na
Pd/fosfinske komplekse; reaktivniji su i Cesto jeftiniji od Pd kompleksa. Ni-katalizirane
reakcije opcenito karakterizira visoka stabilnost na zraku, lakoca pripreme i odvajanje
katalizatora od produkta iz reakcijske smjese. Utvrdeno je da su Ni kompleksi bolji
katalizatori nego njihovi pripadajuéi Pd kompleksi jer je Ni manji atom u usporedbi s Pd, pri
¢emu je vrlo praktican za pripravu stericki ometenih bis-arila koji su korisni za sintezu
prirodnih produkata jer se Ni kompleksi mogu pribliZiti arilnom halogenidu lakse nego Pd u
koraku oksidativne adicije®®. Kompleks Ni(0); Ni(PPhs)s, je vrlo osjetljiv i nestabilan na
zraku, toksican, stoga se obi¢no ne koristi u Suzuki-Miyaura reakciji kriznog spajanja. Ni(0)
kompleks pripremljen in situ iz NiCly(dppf) ili NiCly(PPhs),/2PPhs i n-BuLi (4 ekv.) je
uéinkovit Katalizator®®®®, Upotreba dodatnih fosfinskih liganada s NiCly(dppf) ili
NiCl,(PPh3), Cesto je bila korisna za dobivanje visokih iskoristenja produkata reakcije

kriznog spajanja®.

2.6.2.2. Baze za Suzuki-Miyaura reakciju krinog spajanja

Najcesce koristena baza u Suzuki-Miyaura reakciji kriznog spajanja je Na,COs, ali je
¢esto neucinkovita za stericki ometene supstrate. U takvim slucajevima, baze Ba(OH); ili
K3PO, koriStene su za dobivanje visokih iskoriStenja produkata. Ostale koriStene baze su
Cs,CO3, K,CO3, TIOH, KF i NaOH®. Jage baze kao $to su NaOH, TIOH i NaOMe se dobro
ponasaju u sustavima otapala THF/H,0, dok su K;CO3 i K3PO,4 ucinkovitiji u DMF-u®,

27



Poznato je da je baza ukljuena u koordinacijsku sferu paladija i za stvaranje

Ar-PdL,-OR iz Ar-PdL,-X za koji je poznato da ubrzava korak transmetaliranja®®.

2.6.2.3. Mehanisticki aspekt Suzukijeve reakcije

Kao i druge reakcije unakrsnog spajanja, ova reakcija tipicno se odvija kroz:

1) oksidativnu adiciju aril, alkenil ili alkil halogenida ili pseudohalogenida na

niskovalentni metalni kompleks,
2) transmetaliranje s alkilbornom komponentom i

3) reduktivna eliminacija da bi se dobio produkt reakcije kriznog spajanja i metalni
kompleks za ponovno koristenje u sljedeCem Kkatalitickom ciklusu. U vecini
slucajeva, oksidativna adicija je najsporiji stupanj-odreduje brzinu reakcije.
Elektronski karakter alkilnih skupina kao i priroda halida ili pseudohalida uvelike
utjeCe na brzinu oksidativne adicije. NajCeS¢e koriSteni katalizatori u Suzuki
Miyaura kriznom spajanju s aril, alkenil, benzil i alil halidima i triflatima su PdCl,

i Pd(PPhs)s, ali je utvrdeno da su neuspjesni za stvaranje alkil-alkil veze®.

K,CO;aq, Pd(PPh;)
QB(OH)2 ) Br@ 2 ;enzen A 3 g
R R

118 119 120

Shema 25. Klasi¢na Suzuki-Miyaura reakcija”

U Suzukijevom (Shema 29) kao i u Stilleovom mehanizmu potrebna je aktivacija, pa se tako
u Suzuki-Miyaura reakciji borna kiselina mora aktivirati, primjerice s bazom. Aktivaciju

atoma bora karakterizira polarizacija organskog liganda koja i olak3ava transmetaliranje’®.

2.6.2.3.1. Oksidativna adicija

Spajanjem paladijevog Kkatalizatora na alkil-halid u pocetku nastaje organopaladijev
kompleks (Shema 26). Kompleks je na pocetku u cis konfiguraciji, ali izomerizira u trans
konfiguraciju. Stereokemija je u reakcijama s vinil-halidima zadrzana, ali inverzija

stereokemije se javlja kod alilnih ili benzilnih halogenida™.
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Shema 26. Oksidativna adicija u kataliti¢kom ciklusu’®

2.6.2.3.2. Transmetaliranje

Uloga baze u Suzuki-Miyaura reakciji je aktiviranje reagensa koji sadrzi bor, ali i olak$ava
formiranje R'Pd-OR iz R'Pd-X (Shema 27). Reakcija se ne odvija bez prisutnosti baze.

v . .. . . v - 70
Tocan mehanizam nije u potpunosti razjasnjen" .

Rl

|
R*—Pd"—L

|
L
transmetaliranje
/R T R2—1|3d"—O‘Bu
t
Rl—B\ MO Bu 1—1|3—OtBu L
R R

Shema 27. Mehanizam transmetaliranja’

2.6.2.3.3. Reduktivna eliminacija

Ovaj zavr$ni korak katalitiCkog ciklusa daje Zeljeni produkt, ali i regenerira paladijev
katalizator tako da on moze ponovno sudjelovati u katalitickom ciklusu (Shema 28).
Kompleks se obavezno vraca natrag u Cis konfiguraciju prije nego $to dode do reduktivne

eliminacije™.
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Shema 28. Mehanizam reduktivne eliminacije’™
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Shema 29. Cjeloviti mehanizam reakcije Suzukijevog kriznog spajanja’®
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2.7. Bioloska aktivnost amidino-supstituiranih imidazo[4,5-b]piridina

Imidazo[4,5-b]piridini su temeljna strukturna jedinica mnogih medicinskih i
biokemijskih agenasa koji posjeduju razlicita kemijska i fizikalna svojstva, a budu¢i je jedna
od vaznijih farmakofornim skupina, poboljsava i farmakoloska svojstva te takvi derivati

172 antitumorske, antivirusne, antimitotske,

imaju znacajnu Dbioloske aktivnost poput
protuupalne ili tuberkulostatske’’*". Osim toga, mogu djelovati i kao antagonisti razli¢itih
bioloSkih receptora, npr. angiotenzina-111, faktora aktivacije trombocita (PAF)2,

metabotropnog glutamata podtipa V3 i AT1 receptora’ "8,

M. Hranjec i suradnici®® su 2011. godine sintetizirali 2-imidazolinil-supstituirane tetraciklicke
derivate imidazo[4,5-b]piridina 127-128 kojima je ispitana antiproliferativha aktivnosti na

sedam stani¢nih linija humanih tumorskih stanica.

(>NH+ al (>NH+ cl

NH NH

L |\ A
A A
127 128

Slika 121. Strukture 2-imidazolinil supstituiranih triaza-benzo[c]fluorena 127-128%°

Cijano-supstituirani E-2-stiril-imidazo[4,5-b]piridini 123-124 priredeni su u vrlo dobrim
iskoriStenjima reakcijama kondenzacije izmedu odgovarajucih 2-metilimidazo[4,5-b]piridina
121-122 i p-cijanobenzaldehida u tlatnim cijevima na 180 °C. Cijano-supstituirani triaza-
benzo[c]fluoreni 125-126 priredeni su fotokemijski izlaganjem etanolnih otopina spojeva
123-124 isijavanju visokotlacne zivine lampe. Tijek reakcija pracen je UV/Vis
spektroskopijom. 2- imidazolinil-supstituirani triaza-benzo[c]fluoreni 127-128 pripravljeni su

kao hidrokloridne soli Pinnerovom reakcijom sinteze amidina.
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Shema 30. Sinteza 2-imidazolininih derivata imidazo[4,5-b]piridina®

Novosintetiziranim imidazo[4,5-b]piridinima 127-128 testirano je njihovo antiproliferativo
djelovanje in vitro na sedam humanih stani¢nih linija izvedenih iz razli¢itih tipova tumora;
HeLa (karcinom grlica maternice), SW620 (kolorektalni adenokarcinom, metastatski),
MiaPaCa-2 (karcinom gusterace), MCF-7 (epitel dojke adenokarcinom, metastatski), HEp-2
(epidermoidni karcinom larinksa) i SK-BR-3 (adenokarcinom dojke, metastatski) kao i
normalni diploidni humani fibroblasti (WI38). Medu triaza-benzo[c]fluorenima, otkriven je
najjaci nespecificni ucinak na sve stani¢ne linije pri mikromolarnim koncentracijama (0,1-10
mM) za triaza-benzo[c]fluorene 127 i 128 koji nose 2-imidazolinilni amidinski supsituent.
Uoceno je izraZzeno antitumorsko djelovanje spoja 127 na adenokarcinom dojke (SK-BR-3) i
kolorektalni adenokarcinom (SW620). Ispitan je morfoloski izgled stanica MiaPaCa-2 i
SW620 tretiranih spojem 127 (Slike 122 i 123). Promjene u stani¢noj morfologiji tipi¢ne za
apoptozu, kao Sto su skupljanje stanica i kondenzacija kromatina u stanicama SW620
tretiranim sa spojem 127 (5 i 10 mM), kao i u stanicama MiaPaCa-2 tretiranim s najve¢om

testiranom koncentracijom (10 mM) istog spoja.

Kada su tretirane nizim koncentracijama spoja 127, vecina stanica MiaPaCa-2 postala je

vidljivo povecana, §to odgovara zaustavljanju S-faze stani¢nog ciklusa.
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Osim toga, izlaganje stanica SW620 najnizoj testiranoj koncentraciji (1 mM) ovog spoja
rezultiralo je stanicnom morfologijom koja podsje¢a na onu pronadenu u stanicama koje su
podvrgnute zaustavljanju stani¢nog ciklusa, Sto je u korelaciji sa zaustavljanjem S-faze
otkrivenim nakon 24 i 48 sati tretmana. Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da spoj
127 potaknuo apoptozu u stanicama MiaPaCa-2 i SW620 ovisno o dozi, $to bi se moglo

pripisati njegovoj sposobnosti da interkalira u DNK®.

kontrolni uzorak 1x10°¢ 5x10° 1x10°3

: ---

Slika 122. MiaPaCa-2 stanice tretirane sa spojem 127 24 i 48 h®

24h

48 h

kontrolni uzorak

24 h

48 h

Slika 123. SW620 stanice tretirane sa spojem 127 24 i 48 h®

Spojeve koji su kandidati za klinic¢ka ispitivanja, od kojih su ve¢ neki i usli u sama
ispitivanja, sintetizirala je grupa znanstvenika sa SveuciliSta u Georgiji predvodenih Yun
Chai-em 2014. godine®™. Vodeni izvrsnim rezultatima bioloskih aktivnosti prethodno
sintetiziranih spojeva, poceli su razmisljati o potencijalnim modifikacijama istih kako bi

dobili moguénost prepoznavanja specificnih DNK sekvenci.
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Heterociklickih kationi supstituirani s azabenzimidazolskim prstenom sintetizirani u ovom
istrazivanju dizajnirani su s ciljem uspostavljanja specificnog prepoznavanja mijeSanih
parova baza u DNK sekvenci. Najuspjesniji spoj, 134a, imao je azabenzimidazol za
prepoznavanje G i dodatne modifikacije za uspostavljanje interakcija s malim utorom u
DNK. Spoj se veze se za DNK —AAAGTTT— jace od Cistog —~AAATTT— podrucja bez G-C-
a, Sto ukazuje na uspjeh ovakvog dizajna spoja. Interakcije spojeva s razlic¢itim sljedovima
DNK s i bez G-C parova baza procijenjeni su analizom toplinskog taljenja, cirkularnim
dikroizmom, fluorescencijom emisijskom spektroskopijom, rezonancijom povrSinskih
plazmona i molekularnim modeliranjem®. Prosirenje sposobnosti prepoznavanja DNK
sekvenci spojevima koji se vezu u mali utor moglo bi prosiriti terapijske mete 1 imati utjecaj u
mnogim podruc¢jima, kao §to je modulacija faktora transkripcije. Dizajn i1 priprava spojeva
koja mogu prepoznati sekvence mijesanih parova baza u DNK koji sadrze kombinacije A-T i
G-C parova baza bili su od dugoro¢nog interesa. Pocevsi od sredine 1980-ih, napravljen je
korak naprijed s radom u laboratorijima Dickersona i Lowna na redizajniranju poliamida koji
se vezu u mali utor DNK - netropsin i distamicin, koji specificno prepoznaju i vezu A-T
parove baza u sintetske spojeve koji bi se takoder mogli vezati na G-C parove baza u malom

utoru®?82,

Za razliku od netropsina i distamicina, druge vrste A-T specifi¢nih veznih heterociklickih
kationa, kao $to su furamidin, DAPI, pentamidin i ostali, ostvaruju kovalentne interakcije s
malim utorom u DNK, imali su velike uspjehe kao terapeutska sredstva®®. Zanimljivo je da
nije postignut redizajn spomenutih spojeva za njihovo prepoznavanje mjesovitih parova baza,
pa je ujedno to i bila motivacija znanstvenog tima Yun Chai-ja® jer bi takvi novi agensi imali
potencijalnu primjenu primjerice u usmjeravanju transkripcijskih faktora (TF) za modulaciju
ekspresije gena®®. S obzirom da su razli¢ite funkcije i bolesti kontrolirane od strane
transkripcijskih faktora, postoji problem S$to su oni evoluirali da se vezu na nukleinske
kiseline velike molekulske mase, a ne na male organske molekule® . Zanimljivo je da je,
ukoliko se sintetizirani spojevi preferirano vezu u A-T podru¢je DNK koje takoder sadrzi
jedan ili dva
G-C para baza moguce je ciljati PU.1 TF-DNK kompleks koji ima klju¢nu vaznost u razvoju
akutne mijeloi¢ne leukemije (AML)®. Sinteza spoja 134a koji znatajno prepoznaje i veZe e

na G-C par baza u A-T sekvenci prikazana je na Shemi 31%".
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Shema 31. Sinteza spoja 134a%"

Amino-6-klor-3-nitropiridin 129 reagira s 4-hidroksimetilbenzonitrilom u prisutnosti
natrijevog hidrida u suhom DMF-u kako bi se dobio spoj 130. Nakon toga, redukcijom nitro
skupine 130 sa zeljeznom prasSinom u smjesi 2-propanol/voda na refluksu dobije se diamin
131. Komercijalno dostupna zamjena benzaldehidima, 132a-c reagira s diaminom 131 uz
natrijev bisulfit u bezvodnom DMF-u na temperaturi refluksa pri ¢emu su priredeni

azabenzimidazolni meduprodukti 133a-c, odnosno intermedijeri bis-nitrila.
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Oni su Pinnerovom metodom prevedeni u bis-imidatne estere hidrokloride koji su zatim
prevedeni u hidrokloridnu sol diamidina 134a-c mijeSanjem s etanolom zasi¢enim plinovitim

amonijakom®.

Skupina znanstvenika® sintetizirala je seriju od 9 novih derivata imidazo[4,5-
b]piridina kojima je ispitana bioloSka aktivnost in vitro koristenjem parentalnih (PAR) i
multirezistentnih (MDR; ABCB1-prekomjerno izrazen) stanica misjeg T-limfoma. Ispitani
derivati imidazo[4,5-b]piridina sintetizirani su alkiliranjem (Shema 32 a) i 1,3-dipolarnom
cikloadikcijom (Shema 32 b). Kondenzacijom 5-brom-2,3-diaminopiridina s 4-
klorbenzaldehidom ili 4-metoksi-benzaldehidom u vodi 48 h na 100°C u prisutnosti I
dobiven je spoj 135". Derivati 136, 137, 138 dobiveni su reakcijom spoja 135 s
monohalogeniranim reagensima pod uvjetima katalitickog prijenosa faze, koriStenjem tetra-n-
butilamonijevog bromida (BTBA) kao katalizatora, K,CO3 kao baze i N,N-dimetilformamida
kao otapala®. Spoj 139 dobiven je kondenzacijom azida s acetilenskim spojevima, 1,3-
dipolarnom cikloadikcijom. Rezultati su pokazali da pet spojeva (139c, 139b, 139f, 139d i
139h) imaju umjerenu citotoksi¢nost na MDR stani¢noj liniji, dok derivat 139i postize vrlo
nisku ICsp vrijednost. Spojevi s dugim ugljikovim lancem (n > 4C) nemaju izrazenu
modulacijsku aktivnost efluksne pumpe®. Spojevi 139h i 139i alkilirani su s propargilnom
skupinom, medutim, 139i ima metoksi, a 139h klor kao supstituent. Usporedbom njihove
inhibitorne aktivnosti ABCB1 pumpe, moze se zakljuciti da je metoksi skupina najpovoljnija
za aktivnost. No, aktivnost spoja 139f veca je od spoja 139g. Poboljsanje aktivnosti za spoj
koji sadrzi klor kao supstituent moze se pripisati polozaju ugljikovog lanca (kod spoja 139f
na polozaju 4, a kod 1399 na polozaju 3), to znaci alkiliranje na polozaj 4- doprinosi
poboljsanoj aktivnosti MDR-a. Isto tako, spojevi 139a i 139e oba imaju dugi bo¢ni lanac, ali
spoj 139a sadrzi triazolnu skupinu kao supstituent. Prisutnost heteroatoma na bo¢nom lancu,

a posebice dugika, ima velik utjecaj na MDR kod ovakvih derivata imidazo[4,5-b]piridina®.
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Shema 32. Sinteza ciljanih spojeva®

2023. sintetizirana je i ispitana bioloska aktivnost serije cijano- i amidino-supstituiranih
imidazo[4,5-b]piridina® prema Shemi 33. Ispitivanje bioloske aktivnosti spojeva uklju¢ivalo
je procjenu antiproliferativnog ucinka na razli¢ite linije humanih tumorskih stanica,
antibakterijsku aktivnost protiv izabranih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija i
antivirusnu aktivnost prema raznim vrstama DNK i RNK virusa. Najistaknutija
antiproliferativna aktivnost opaZzena je za spoj 149 koji sadrzi nesupstituiranu amidino-
skupinu i spoj 153 koji sadrzi 2-imidazolinilnu amidino skupinu, a oba su pokazala selektivnu
i jaku aktivnost u submikromolarnom koncentracijskom rasponu protiv stanica karcinoma
debelog crijeva (ICsp 0.4 i 0.7 uM). Gotovo svi spojevi nisu pokazali antibakterijsku
aktivnost, a iznimka je spoj 153, koji je pokazao umjerenu aktivnost protiv E. Coli (MIC 32
uM).
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Brom-supsutiturani derivat 146 s nesupstituiranim fenilnim prstenom (ECsp 21 uM) i para-
cijano-supstituirani derivat 156 (ECso 58 uM) pokazali su selektivnu, ali umjerenu aktivnost
protiv respiratornog sincicijskog virusa. Prekursori 144-147 pripremljeni su iz odgovarajuéih
2,3-diaminopiridina 140-141 i benzaldehida 142—143 u umjerenim do visokim iskori$tenjima
(58-94%), u reakciji ciklokondenzacije u DMSO s Na,S,0s. Ciljani spojevi 148 i 149 koji

sadrZe nesupstituiranu amidino skupinu sintetizirani su s LIHMDS.
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Shema 33. Sinteza amidino-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina 148-149 i
150-155%
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Supstituirani amidino spojevi 150-155 pripravljeni su pomocu Pinnerove reakcije u dva
stupnja u 2-metoksietanolu. Tijek stupnja reakcije pracen je IR spektroskopijom kako bi se
potvrdila konverzija cijano-supstituiranih analoga 145 i 147 u meduprodukt imino-ester.
Ciljani amidini sintetizirani su u drugom stupnju iz imino-estera i odgovaraju¢ih amina, pri
¢emu su dobivena umjerena iskoriStenja (42—70%). Kako bi se istrazio bioloSki potencijal
amidino-supstituiranih spojeva 148-149 i 150-155, i N-metil-supstituiranih derivata 156-158
imidazo[4,5-b]piridina, in vitro je odredeno antiproliferativno, antibakterijsko i antivirusno
djelovanje. Prekursorima 144-147 (osim derivata 146 radi smanjene topljivosti) i svi
sintetiziranim imidazo[4,5-b]piridinima 148-149, 150-155 i 156-158 je in vitro testirana
antiproliferativna aktivnost na stani¢ne linije raka: LN-229—glioblastom, Capan-1—
adenokarcinom gustera¢e, HCT-116—kolorektalni karcinom, NCI-H460—Xkarcinom pluca,
DND-41-akutna limfoblasticna leukemija, HL-60-akutna mijeloi¢na leukemija, K-562-
kroni¢na mijeloi¢na leukemija i Z-138—stanice raka non-Hodgkinovog limfoma. Brom-
supstituirani spoj 153 koji u strukturi sadrzi 2-imidazolinilnu skupinu pokazao je najjaci
ucinak (ICsp od 8,0 do 49,7 uM). Najizrazeniji u¢inak je taj spoj pokazao protiv glioblastoma
(ICso 8,0 uM), non-Hodgkinovog limfoma (ICsy 8,4 uM), adenokarcinoma gusterace (ICsp
9,4 uM) i stanica akutne mijeloi¢ne leukemije (ICsp 9,5 uM). Spoj 154 supstituiran s
SesterocikliCkom amidino skupinom pokazao selektivnho djelovanje protiv akutne
limfoblasti¢ne leukemije (ICsp 17,0 uM). Medu amidino- i brom- supstituiranim imidazo[4,5-
b]piridinima, spoj 149 koji u strukturi sadrZi nesupstituiranu amidino skupinu nije pokazao
nikakvu aktivnost, dok izopropil-amidino supstituirani derivat 155 pokazao aktivnost protiv
akutne limfoblasti¢ne leukemije (ICs 11,9 uM) i non-Hodgkinovog limfoma (ICsp 12,1 uM).
Nesupstituirani derivati s bromom 150-152 pokazali su se znatno manje aktivnima u
usporedbi s brom-supstituiranim derivatima 153-155. Opcenito, moze se zakljuciti da je
obecavajuca aktivnost primije¢ena brom supstituirani derivat 149 s nesupstituiranom amidino
skupinom na fenilnom prstenu i spoj 153, brom-supstituirani derivat koji sadrzi 2-
imidazolinilnu skupinu na fenilnom prstenu. Oba derivata pokazala su inhibitorno djelovanje
u submikromolarnim koncentracijama protiv karcinoma debelog crijeva (SW 620), s ICs
vrijednostima 0,4 odnosno 0,7 uM. N-metil supstituirani derivat 157 pokazao je smanjeno
antiproliferativno djelovanje u usporedbi s N-nesupstituiranim analozima 145-147. Svim
sintetiziranim derivatima odredena je antibakterijska aktivnost na d&etiri razliite vrste
bakterija. Ispitivanje Gram-pozitivnih bakterija ukljucivalo je S. aureus i S. Pneumoniae, a

Gram-negativnih dvije vrste E. coli.
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selektivnost protiv SW 620

4 H N\
® © N
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ntiproliferativn L NH, pM )

aktivnost

Slika 124. SAR vezan za in vitro antiproliferativnu aktivnost™

Na temelju dobivenih rezultata zakljuceno je da su svi derivati imidazo[4,5-b]piridina ne
pokazuju antibakterijsku aktivnost, s MIC vrijednostima > 64 uM. Spoj 153 supstituiran s
bromom na piridinskoj jezgri koji sadrzi 2-imidazolinilnu skupinu na fenilnom prstenu
pokazao je umjerenu aktivnost protiv E. Coli (MIC 32 uM). Svim priredenim imidazo
[4,5-b]piridinima 144-158 takoder je testirana je njihova citotoksi¢nost na tri virusne stani¢ne
linije domacina (HEL 299, Huh7 i MDCK) kao i antivirusna aktivnost protiv nekoliko virusa
(humani koronavirus 229E, NL63 i OC43; virus influence A i B; respiratorni sincicijski virus;
herpes simplex virus-1; virus zute groznice; Zika virus i sindbis virus). Rezultati su izraZeni
kao CCsy (50% citotoksi¢na koncentracija) i ECsy (50% ucinkovita koncentracija). Za
procjenu moguceg antivirusnog djelovanja sintetiziranih derivata, njihov citotoksi¢ni ucinak
na stanicne linije domacina virusa prvo je odreden koriStenjem kolorimetrijski s MTS testom.
Derivati 144, 150, 152 i 154 bili su blago citotoksi¢ni, s vrijednostima CCsp iznad 30 uM na
jednoj ili dvije testirane stani¢ne linije domacina. NajizraZenija citotoksi¢nost uocena je za
brom-supstituirani  spoj 153 koji nosi 2-imidazolinilnu amidino skupinu. Sli¢no
antiproliferativnim  rezultatima, medu amidino- i brom-supstituiranim imidazo
[4,5-b]piridinima, spoj 149 koji nosi nesupstituiranu amidino skupinu nije pokazao nikakvu
citotoksi¢nost, dok je izopropil-amidino-supstituirani derivat 155 pokazao je blagu toksi¢nost
na MDCK (CCso 71,2 uM) i izraZeniji citotoksi¢ni ué¢inak na Huh7 stanicama (CCsg 3,0 uM).
Ispitana je cijela skupina novosintetiziranih spojeva in vitro protiv DNK i RNK virusa. Sve u
svemu, nije pokazano znacajno antivirusno djelovanje novosintetizitanih derivata
imidazo[4,5-b]piridina. Antivirusna aktivnost koja najviSe obecava zapaZena je za brom-
supstituirani derivat 146 s nesupstituiranim fenilnim prstenom koji pokazuje selektivnu
aktivnost protiv RSV (ECsp 21,0 uM) kao i za para-cijano-supstituirani derivat 156 (ECsg
79,0 uM).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Opée napomene

'H i *C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV300, Bruker AV600 i
Bruker Avance 111 HD 400 MHz/54 mm Ascend. *H NMR spektri snimani su pri 300, 400 i
600 MHz, dok su **C NMR spektri snimani pri 75 i 150 MHz. Svi NMR spektri snimani su u
DMSO-ds kao otapalu, koriste¢i tetrametilsilan kao interni standard. Kemijski pomaci (J)

izrazeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege (J) u Hz.
Talista priredenih spojeva odredena su na SMP10 Bibby aparatu te nisu korigirana.

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru. Fluorescencijski emisijski
spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometru. .U oba slu¢aja koriStene su kvarcne

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

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom 0,063-0,2 nm
(Kemika, Merck).

Svi spojevi provjeravani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) prilikom cega su
upotrebljene plo¢ice presvucene silikagelom Merck 60F-254, a detektirani su pod UV
svjetlom (254 i 366 nm).
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3.2. Priprava amidino-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina
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Shema 34. Priprava amidino-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina
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3.2.1. Priprava 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2

U okruglu tikvicu stavi se 3,000 g (12,60 mmol) pocetnog spoja 5-brom-2-klor-3-
nitropiridina 1 koji se otopi u 120,00 mL etanola uz suvisak metilamina (4,72 mL; 37,90
mmol). Nakon 3 h mijeSanja na sobnoj temperaturi nastali talog se profiltrira preko
Biichnerovog lijevka. Dobiveno je 2,650 g (90,9%) zutog kristaliniénog produkta 5-brom-N-
metil-3-nitropiridin-2-amina 2. T.t. = 150-152 °C. *H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 8,59
(d, 1H, J = 2,34 Hz, Haom), 8,56 (d, 1H, J = 3,90 Hz, NHamin), 8,54 (d, 1H, J = 2,34 Hz,
Harom), 3,02 (d, 3H, J = 4,74 Hz, CH3); *C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 155,60,
150,52, 135,77, 127,36, 102,48, 27,85.

3.2.2. Priprava 4-(6-(metilamino)-5-nitropiridin-3-il)benzonitrila 5

U kivetu za reakcije pod tlakom odvaze se 0,500 g (2,15 mmol) 5-brom-N-metil-3-
nitropiridin-2-amina 2 koji se otopi u 6,25 mL toulena te se doda tetrakis(trifenilfosfin)paladij
(Pd(PPh3)4, (0,053 g; 0,05 mmol), suvisak 4-cijanofenilborne kiseline (0,380 g; 2,59 mmol),
te 2,50 mL 2M vodene otopine natrijevog karbonata. Reakcijska smjesa mijesa se 5 h na
temperaturi od 150 °C. Tijek reakcije pracden je tankoslojnom kromatografijom. Ohladena
reakcijska smjesa ekstrahira se etil-acetatom. Organski sloj sus$i se 30 minuta iznad
bezvodnog MgSO,, profiltrira i upari do suha. Nastali produkt se procisti kolonskom
kromatografijom na silikagelu uz CH,CI;, kao eluens. Dobiveno je 0,731 g (66,7%) Zutog
kristalini¢nog produkta spoja 5. T.t. = 225-227 °C. *H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm =
8,97 (d, 1H, J = 2,28 Hz, Harom), 8,73 (d, 1H, J = 2,28 Hz, Haom), 8,68 (d, 1H, J = 4,62 Hz,
NHamin), 7,97 (d, 2H, J = 8,34 Hz, Hyom), 7,92 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Haom), 3,10 (d, 3H, J =
4,74 Hz, CH3); ®C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 154,80, 152,40, 140,62, 133,41,
133,25, 128,12, 127,13, 122,11, 119,30, 110.28, 29,00.

3.2.3. Priprava N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina 6

U kivetu za reakcije pod tlakom odvaze se 0,450 g (1,93 mmol) 5-brom-N-metil-3-
nitropiridin-2-amina 2 koji se otopi u 6,00 mL toulena te se doda tetrakis(trifenilfosfin)paladij
(Pd(PPhg)4, (0,048 g; 0,04 mmol), suvisak fenilborne kiseline (0,283 g; 2,32 mmol) te 3,00
mL 2M vodene otopine natrijevog karbonata. Reakcijska smjesa se mije$a 5 h na temperaturi
od 150 °C. Tijek reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom. Ohladena reakcijska smjesa
ekstrahira se etil-acetatom. Organski sloj susi se 30 minuta iznad bezvodnog MgSO.,
profiltrira se 1 upari do suha. Nastali produkt se procisti kolonskom kromatografijom na

silikagelu uz CH.Cl, kao eluens. Dobiveno je 0,655 g (73,7%) crvenog kristalini¢nog
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produkta spoja 6. T.t. = 238-241 °C. *H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 8,89 (d, 1H, J =
2,40 Hz, Haom), 8,60 (d, 1H, J = 2,40 Hz, Harom), 8,57 (d, 1H, J = 4,56 Hz, NHamin), 7,72 —
7,70 (M, 2H, Haom), 7,47 (t, 2H, J = 7,74 HZ, Hypn), 7,38 (t, 1H, J = 7,38 Hz, Haon), 3,10 (d, 3H, J =
4,74 Hz, CHy); ®C NMR (151 MHz, DMSO) 8/ppm = 153,56, 150,96, 134,89, 131,40, 128,53,
126,93, 125,38, 123,14, 27,86.

3.2.4. Priprava 4-(5-amino-6-(metillamino)piridin-3-il)benzonitrila 7

U okruglu tikvicu stavi se 0,731 g (2,87 mmol) pocetnog spoja 4-(6-(metilamino)-5-
nitropiridin-3-il)benzonitrila 5, 2,590 g (11,57 mmol) SnCI,x2H,O i 50,00 mL etanola.
Reakcijska smjesa se zagrijava u uljnoj kupelji 1 h na temperaturi vrenja. Tijek reakcije prati
se tankoslojnom kromatografijom. Nakon hladenja, rekcijska smjesa se upari do suha pri
c¢emu zaostaje Zuto ulje. Doda se 10,00 mL destilirane vode, zaluzi s 20% otopinom NaOH
do pH 14, te se ekstrahira etil-acetatom. Organski sloj susi se 30 minuta iznad bezvodnog
MgSQ,, profiltrira se i upari do suha. Dobiveno je 0,551 g (85,4%) zuto-zelenog
kristalinicnog produkta 7. T.t. = 135-137 °C. 'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 7,86 (d,
1H, J = 2,16 Hz, Harom), 7,82 — 7,80 (M, 2H, Harom), 7,70 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Harom), 7,04 (d,
1H, J = 2,16 Hz, Haom), 6,03 (d, 1H, J = 4,62 Hz, Haom), 4,86 (S, 2H, NHamin), 2,90 (d, 3H, J
= 4,62 Hz, CHy); 3C NMR (101 MHz, DMSO) d8/ppm = 149,46, 144,10, 134,42, 133,19,
130,98, 126,20, 122,67, 119,68, 114,97, 108,53, 28,61.

3.2.5. Priprava N*-metil-5-fenilpiridin-2,3-diamina 8

U okruglu tikvicu stavi se 0,609 g (2,83 mmol) pocetnog spoja N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-
2-amina 6, 2,550 g (11,32 mmol) SnCl,x2H,0 i 40,00 mL etanola. Reakcijska smjesa se
zagrijava u uljnoj kupelji 1 h na temperaturi vrenja. Tijek reakcije prati se tankoslojnom
kromatografijom. Nakon hladenja, rekcijska smjesa se upari do suha pri ¢emu zaostaje zuto
ulje. Doda se 10,00 mL destilirane vode, zaluzi s 20% otopinom NaOH do pH 14 te se
ekstrahira etil-acetatom. Organski sloj susi se 30 minuta iznad bezvodnog MgSO,, profiltrira
se i upari do suha. Dobiveno je 0,444 g (84,7%) tamnog uljevitog produkta 8. *"H NMR (600
MHz, DMSO) é/ppm = 7,73 (d, 1H, J = 2,16 Hz, Harom), 7,49 (dd, 2H, J; = 8,28, J, =1,20 Hz,
Harom), 7,38 (t, 2H, J = 7,80 Hz, Haom), 7,24 (t, 1H, J = 7,35 Hz, Harom), 6,98 (d, 1H, J = 2,16
Hz, Haom), 5,78 (d, 1H J = 4,62 Hz, NHamin), 4,78 (s, 2H, NH,), 2,88 (d, 3H, J = 4,68 Hz,
CHs); C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 148,63, 139,44, 133,41, 130,84, 129,25,
126,50, 125,91, 124,88, 115,77.

45



3.2.6. Op¢i postupak priprave spojeva 11-13

Spojevi 11-13 pripravljeni su zagrijavanjem ekvimolarnih koli¢ina 2,3-diaminopiridina 7-8 i
benzaldehida 9-10 dodatkom 0,55 ekvivalenata Na;S,Os u DMSO na 165 °C u uljnoj kupelji.
Nakon 15 minuta, reakcijska se smjesa ohladi na sobnu temperaturu te se doda voda. Nakon

10 minuta, nastali talog se profiltrira i dobro ispere vodom.

3.2.7. Priprava 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)benzonitrila 11

Spoj 11 prireden je prethodno opisanom metodom, iz spoja 8 (0,505 g, 2,53 mmol), 9 (0,331
g, 2,53 mmol) i Na,S,05 (0,265 g, 1,39 mmol) u DMSO (2,53 mL). Dobiveno je 0,327 g
(41,6%) bez praskastog produkta. T.t. = 251-254 °C. 'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm =
8,77 (d, 1H, J = 1,38 Hz, Harom), 8,42 (d, 1H, J = 1,26 Hz, Haom), 8,18 (d, 2H, J = 8,22 Hz,
Harom), 8,10 (d, 2H, J = 8,22 Hz, Harom), 7,80 (d, 2H, J = 7,56 Hz, Haom), 7,52 (t, 2H, J = 7,62
Hz, Harom), 7,42 (t, 1H, J = 7,35 Hz, Harom), 4,01 (s, 3H, CHz); **C NMR (151 MHz, DMSO)
d/ppm = 152,32, 147,72, 142,69, 137,38, 134,13, 133,51, 132,12, 131,09, 129,34, 128,49,
126,92, 126,64, 124,41, 117,83, 112,03, 29,91.

3.2.8. Priprava 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzonitrila 12

Spoj 12 prireden prema opéem postupku priprave, iz spoja 7 (0,551 g, 2,46 mmol), 10 (0,20
mL, 2,46 mmol) i Na,S,05 (0,207 g, 1,09 mmol) u DMSO (2,46 mL). Dobiveno je 0,375 g
(49,2%) bijelog praskastog produkta. T.t. = 243-245 °C. "H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm
=8,81 (d, 1H, J = 1,98 Hz, Harom), 8,51 (d, 1H, J = 1,98 Hz, Haom), 8,04 (d, 2H, J = 8,34 Hz,
Harom), 7,99 — 7,96 (M, 4H, Haom), 7,63 (dd, 3H, J1 = 4,98 Hz, J,=1,80 Hz, Haom), 3,98 (s,
3H, CHa); *C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 154,61, 148,50, 142,12, 134,15, 132,32,
129,78, 129,02, 128,80, 128,60, 128,23, 127,36, 124,49, 118,29, 109,35, 29,91.

3.2.9. Priprava 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrila 13

Spoj 13 prireden prema opéem postupku priprave, iz spoja 7 (0,600 g, 2,67 mmol), 9 (0,351
g, 2,67 mmol) i Na,S,05 (0,280 g, 1,47 mmol) u DMSO (2,67 mL). Dobiveno je 0,207 g
(23,13%) bijelog praskastog produkta. T.t. > 300 °C. "H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm =
8,86 (d, 1H, J = 1,50 Hz, Harom), 8,57 (d, 1H, J = 1,50 Hz, Hawom), 8,19 (d, 2H, J = 8,22 Hz,
Harom), 8,10 (d, 2H, J = 8,22 Hz, Hyom), 8,05 (d, 2H, J = 8,16 Hz, Haom), 7,98 (d, 2H, J = 8,16
Hz, Harom), 4,01 (s, 3H, CH3); *C NMR (151 MHz, DMSO) 8/ppm = 149,57, 143,94, 143,22,
134,53, 133,35, 133,15, 130,47, 130,35, 128,52, 126,03, 119,22, 118,77, 113,34, 110,68,
31,02.
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3.2.10. Op¢i postupak priprave nesupstituiranih amidina s LIHMDS 14-16

Cijano supstituirani derivati 11-13 otope se u bezvodnom THF-u te se reakcijska smjesa
propuSe argonom 30 minuta. Reakcijska smjesa ohladi se na 0 °C te se dokapa 15
ekvivalenata LIHMDS po cijano skupini. Nakon zavrSetka dodavanja, reakcijska smjesa se
mijeSa 6 sati na sobnoj temperaturi, potom se hladi na 0 °C te joj se doda ekvimolarna
koli¢ina 4 M HCIl u etanolu. Otapalo se ukloni pod snizenim tlakom, a talogu se doda etanol i
4 M HCI u etanolu do pH 2. Nakon uklanjanja otapala pod snizenim tlakom, dodaje se eter i
dobiveni talog se profiltira. Talog se suspendira u vodi i zaluzi se 20% NaOH do pH 9.
Smjesa se profiltrira, a na zraku osusen talog se suspendira u etanolu i tretira s ekvimolarnom
koli¢inom 4 M etanolne otopine HCI. Dodaje se dietil-eter, talog se odvaja filtriranjem te se

produkt izolira u obliku hidrokloridne soli.

3.2.11. Priprava 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)benzimidamid
hidroklorida 14

Spoj 14 sintetiziran je prema prethodno opisanom opéem postupku priprave iz spoja 11
(0,150 g, 0,48 mmol), u 1,00 mL THF i LIHMDS (7,25 mL, 7,25 mmol) pri ¢emu je
dobiveno 0,040 g (47,1%) praskastog bez produkta koji je izoliran kao smjesa baze i soli. T.t.
= 250-252 °C. 'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 9,75 (s, 2H, NHamigin), 9,57 (S, 2H,
NHamigin), 8,84 (d, 1H, J = 1,86 Hz, Haom), 8,46 (d, 1H, J = 1,86 Hz, Haom), 8,24 (d, 2H, J =
8,46 Hz, Harom), 8,11 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Haom), 7,83 (M, 1H, Harom), 7,54 (M, 2H, Harom),
7,45 (m, 2H, Haom), 4,05 (s, 3H, CH3); "H NMR (600 MHz, DMSO) 8/ppm = 8,88 (d, 1H, J
= 1,92 Hz, Hawom), 8,46 (d, 1H, J = 1,92 Hz, Harom), 8,30 (s, 2H, NH), 8,15 (m, 3H, Haom),
8,11 (m, 1H, Harom), 7,83 (M, 3H, Harom), 7,54 (M, 2H, Harom), 7,63 (S, 1H, NH), 4,05 (s, 3H,
CHs); ®C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 166,42, 164,56, 152,47, 152,18, 147,12,
146,49, 143,34, 143,10, 137,13, 136,92, 135,76, 131,96, 131,56, 129,09, 128,89, 128,56,
128,54, 128,09, 127,38, 127,22, 127,08, 126,75, 126,70, 123,76, 122,93, 30,15, 30,03.

3.2.12. Priprava 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzimidamid
hidroklorida 15

Spoj 15 sintetiziran je prema prethodno opisanom opéem postupku priprave iz spoja 12
(0,080 g, 0,26 mmol), u 1,00 mL THF i LIHMDS (3,78 mL, 3,78 mmol) pri ¢emu je
dobiveno 0,040 g (48,6%) smedeg praskastog produkta. T.t. = 291-294 °C. *H NMR (600
MHz, DMSO) &/ppm = 9,47 (s, 2H, NHanmidin), 9,21 (s, 2H, NHamigin), 8,87 (d, 1H, J = 1,86
Hz,), 8,55 (d, 1H, J = 1,86 Hz, Harom), 8,10 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Haom), 8,01 — 7,98 (m, 4H,
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Harom), 7,66 — 7,63 (M, 3H, Harom), 4,00 (s, 3H, CHs); *C NMR (151 MHz, DMSO) §/ppm =
164,52, 154,45, 148,27, 142,71, 142,29, 133,67, 129,96, 129,03, 128,66, 128,28, 126,82,
126,06, 124,25, 29,97.

3.2.13. Priprava 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzimidamid
dihidroklorida 16

Spoj 16 sintetiziran je prema opéem postupku priprave iz spoja 13 (0,060 g, 0,18 mmol), u
1,00 mL THF i LIHMDS (5,36 mL, 5,36 mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,020 g (27,9%)
praskastog bez produkta. T.t. > 300 °C. '"H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 9,43 (s, 8H,
NHamidin), 8,89 (d, 1H, J = 1,68 Hz, Haom), 8,59 (d, 1H, J = 1,68 Hz, Haom), 8,21 (d, 2H, J =
8,22 Hz, Harom), 8,10 (dd, 4H, J; = 8,49, J, = 2,49 Hz, Harom), 8,03 (d, 2H, J = 8,28 Hz, Harom),
4,04 (s, 3H, CHs); °C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 165,51, 165,22, 154,25, 149,46,
143,81, 143,53, 135,25, 134,39, 130,30, 129,94, 129,30, 128,94, 127,88, 127,52, 125,87,
31,08.

3.2.14. Op¢i postupak priprave amidina Pinnerovom metodom

Cijano supstituirani spojevi 11-13 suspendiraju se u bezvodnom 2-metoksietanolu te se
reakcijska smjesa ohladi na 0 °C. Plinoviti HCI uvodi se u ohladenu suspenziju do zasiéenja.
Tijek reakcije se prati IR spektroskopijom i mije$a na sobnoj temperaturi sve do nestanka -
CN vrpce na 2200 cm™ pri emu se dobiva meduprodukt imino-ester. U suspenziju se dodaje
bezvodni dietil-eter, talog se profiltrira i osu$i na vakuumu. Suhi produkt se suspendira u
bezvodnom etanolu te se dodaje odgovarajuci amin u suvisku. Sirovi produkt se profiltrira i
ispere dietil-eterom pri ¢emu se dobiju praskasti produkti, koji se suspendiraju u bezvodnom
etanolu i konc. HCI.

Za sintezu imidazolinil supstituiranih amidina, 3,5 ekvivalenata etilendiamina dodaje se u
suspenziju imidatnog estera i reakcija se zagrijava na temperaturi vrenja 24 sata. Za sintezu
1,4,5,6-tetrahidropirimidin-supstituiranih amidina, 2 ekvivalenta 1,3-propilendiamina dodaju

se u suspenziju imidatnog estera i reakcija se zagrijava na temperaturi vrenja 24 sata.
3.2.15. Priprava 2-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-6-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 17

Spoj 17 sintetiziran je iz spoja 11 (0,122 g, 0,29 mmol) i etilendiamina (67,80 uL, 1,01
mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,050 g (45,9%) svijetlo-zutog praskastog produkta. T.t. >
300°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 11,06 (s, 2H, NHamigin), 8,79 (d, 1H, J = 1,98
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Hz, Harom), 8,43 (d, 6H, J = 1,92 Hz, Harom), 8,31 (d, 2H, J = 8,46 Hz, Harom), 8,27 (d, 2H, J =
8,52 Hz, Harom), 7,81 (d, 2H, J = 7,26 Hz, Harom), 7,53 (t, 2H, J = 7,71 Hz, Harom), 7,43 (t, 1H,
J = 7,38 Hz, Haom), 4,06 (s, 4H, CH,), 4,04 (s, 3H, CH3); *C NMR (151 MHz, DMSO)
8/ppm = 163,57, 152,27, 147,57, 142, 86, 137,30, 134,23, 133,77, 131,24, 129,19, 128,58,
128,51, 128,49, 127,29, 126,98, 126,67, 124,24, 122,91, 43,86, 35,88, 30,00.

3.2.16. Priprava 6-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-2-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 18

Spoj 18 sintetiziran je iz spoja 12 (0,123 g, 0,29 mmol) i etilendiamina (68,00 uL, 1,01
mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,060 g (56,2%) bijelog praSkastog produkta. T.t. = 296-299 °C.
'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 11,00 (s, 2H, NHamidin), 8,97 (5, 1H, Harom), 8,61 (s,
1H, Haom), 8,48 (s, 2H, Haom), 8,26 (d, 2H, J = 5,22 Hz, Haom), 8,16 (d, 2H, J = 5,22 Hz,
Harom), 8,02 (S, 2H, Harom), 7,69 (S, 3H, Harom), 4,04 (s, 4H, CHy), 4,02 (s, 3H, CH3); °C NMR
(151 MHz, DMSO) &/ppm = 163,60, 153,82, 147,36, 143,25, 142,75, 130,65, 129,65, 128,95,
128,87, 128,39, 127,17, 123,48, 120,50, 43,70, 35,86, 30,16.

3.2.17. Priprava 2,6-bis(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin dihidroklorida 19

Spoj 19 sintetiziran je iz spoja 13 (0,070 g, 0,13 mmol) i etilendiamina (58,00 uL, 0,87
mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,012 g (19,4%) svijetlo-zutog praskastog produkta. T.t. > 300
°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 11,03 (s, 2H, NHamigin), 10,88 (S, 2H, NHamigin),
8,94 (s, 1H, Harom), 8,63 (S, 1H, Harom), 8,37 (S, 2H, Harom), 8,28 (d, 4H, J = 6,36 Hz, Harom),
8,19 (dd, 6H, J; = 29,31, J, = 7,65 Hz, Haom), 4,06 (s, 4H, CH>), 4,05 (s, 4H, CHy), 4,04 (s,
3H, CHa); **C NMR (151 MHz, DMSO) &/ppm = 164,81, 164,71, 153,94, 149,51, 144,23,
144,14, 135,37, 135,13, 130,31, 130,13, 129,85, 129,62, 129,56, 128,19, 126,02, 124,06,
121,38, 44,97, 44,81, 36,99, 31,15.

3.2.18. Priprava 3-metil-6-fenil-2-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 20

20 je sintetiziran je iz spoja 11 (0,118 g, 0,27 mmol) i 1,3-propilendiamina (47,10 uL, 0,55
mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,057 g (50,7%) bijelog praskastog produkta. T.t. > 300 °C. H
NMR (600 MHz, DMSO) é/ppm = 10,32 (s, 2H, NHamigin), 8,82 (d, 1H, J = 1,92 Hz, Haom),
8,44 (d, 1H, J = 2,04 Hz, Harom), 8,23 (d, 2H, J = 8,52 Hz, Harom), 8,03 (d, 2H, J = 8,34 Hz,
Harom), 7,82 (d, 2H, J = 7,14 Hz, Harom), 7,54 (t, 2H, J = 7,74 Hz, Harom), 7,44 (t, 1H, J = 7,38
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Hz, Harom), 4,04 (s, 3H, CHs), 3,54 (s, 4H, CH,), 2,04 — 2,00 (m, 2H, CH,); *C NMR (151
MHz, DMSO) é/ppm = 157,96, 152,24, 147,15, 143,07, 137,14, 131,56, 129,53, 129,13,
128,54, 127,69, 127,09, 126,71, 123,77, 35,39, 30,04, 24,43, 16,99.

3.2.19. Priprava 3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21

21 je sintetiziran iz spoja 12 (0,131 g, 0,30 mmol) i 1,3-propilendiamina (52,00 uL, 0,62
mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,072 g (58,3%) bijelog praskastog produkta. T.t. > 300 °C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 10,15 (s, 2H, NHamigin), 8,84 (d, 1H, J = 1,98 Hz, Harom),
8,54 (d, 1H, J = 1,98 Hz, Harom), 8,09 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Harom), 7,98 (dd, 2H, J; = 6,45, J, =
3,09 Hz, Harom), 7,91 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Harom), 7,64 (dd, 3H, J; = 4,95, J, = 1,77 Hz, Harom),
3,99 (s, 3H, CHs), 3,53 (s, 4H, CH,), 2,03 — 1,99 (m, 2H, CH,); *C NMR (151 MHz,
DMSO) &/ppm = 159,21, 155,64, 149,51, 143, 23, 143,15, 135,25, 130,89, 130,08, 129,97,
129,68, 129,33, 128,84, 127,88, 127,62, 125,43, 31,02, 18,20.

3.2.20. Priprava 3-metil-2,6-bis(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin dihidroklorida 22

Spoj 22 sintetiziran je iz spoja 13 (0,069 g, 0,12 mmol) i etilendiamina (41,00 pL, 0,49
mmol) pri ¢emu je dobiveno 0,027 g (40,3%) bijelog praskastog produkta. T.t. > 300 °C. H
NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm = 10,31 (s, 2H, NHamigin), 10,19 (s, 2H, NHamigin), 8,90 (d,
1H, J = 2,04 Hz, Haom), 8,59 (d, 1H, J = 2,04 Hz, Haom), 8,22 (S, 2H, Haom), 8,10 (s, 2H,
Harom), 8,02 (d, 2H, J = 8,16 Hz, Haom), 7,93 (d, 2H, J = 8,16 Hz, Haom), 4,04 (s, 3H, CH3),
3,54 (d, 8H, J = 6,30 Hz, CH,), 2,91 — 2,87 (m, 4H, CH,); *C NMR (151 MHz, DMSO)
o/ppm = 158,13, 153,01, 148,29, 142,79, 141,93, 134,00, 129,35, 129,25, 129,01, 127,77,
127,65, 126,86, 126,68, 124,68, 35,41, 30,01, 24,46, 17,11, 16,99.
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3.3. Ispitivanje interakcija nekih priredenih derivata s DNK

3.3.1. Supstrati

Nukleotid cistoce vece od 99% kupljen od Aldrich-a te je koristen bez daljnjeg
&iséenja na nacin da su otopljeni u NaCaCo puferu (pH 7) u koncentraciji reda velicine 10
mol dm. Otopljen je prema tvornicki prilozenim uputstvima odnosno katalogu proizvodaca
te je koncentracija fosfata polinukleotida odredena na osnovu absorbancije u puferu pH = 7;
0,01 M prema slijede¢im vrijednostima:

» ct-DNK na 260 nm, € = 6600
3.3.2. Spektroskopske metode

Kod fluorescencijskih titracija pracene su promjene intenziteta fluorescencije
ispitivanog spoja na valnim duljinama (Aem. = 400-600 nm ) gdje niti jedan sastojak u otopini
nema UV/Vis spektar te su koristene valne duljine pobude kod kojih ct- nema UV/Vis spektar
(Aekse. > 320 nm). Ukoliko je bilo potrebno, fluorescencijski spektri korigirani su za baznu

liniju pufera.
3.3.3. lzvedba titracija

Promjene spektara ispitivanih spojeva po dodatku polinukleotida korigirane su za
razrjedenje. KoriStena je metoda titracije pri kojoj je koriSteno relativno kratko vrijeme
(2-3 min) potrebno da se uspostavi ravnotezno stanje po dodatku supstrata u otopinu
ispitivanog spoja. U kivetu s puferiranom vodenom otopinom ispitivanog spoja dodavani su
alikvoti otopine supstrata priredeni u DMSO-u. Po svakom dodatku nakon navedenog
vremena uravnoteZenja uz mijeSanje magnetskim mjeSa¢em snimljen je spektar ispitivanog

spoja.

Slika 125. Izvedba spektroskopskih titracija
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4.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bio je linearnom viSestupnjevitom sintezom pripraviti, koriStenjem Hi
13C NMR spektroskopije strukturno okarakterizirati, ispitati interakciju s DNK te procijeniti
biolosku aktivnost novih amidino-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina 14-22 ¢ije su
strukture prikazane na Slici 126. Svi amidino supstituirani spojevi priredeni su kao
hidrokloridne soli radi bolje topljivosti. Iz odgovaraju¢ih cijano supstituiranih derivata
imidazo[4,5-b]piridina 11-13 Pinnerovom reakcijom u dva stupnja u 2-metoksietanolu,
priredeni su supstituirani 2-imidazolinski 17-19 i 1,4,5,6-tetrahidropirimidinski amidino
spojevi 20-22, dok su spojevi 14-16 koji sadrze nesupsituiranu amidinsku skupinu priredeni
reakcijom s LIHMDS.

R,
\ N
| ) ®
/
N N\
NH
14 R,=H, R,=A
15R,=A, Ry=H A= x HCI
16 R —R,-A
NH,
Rl
\ N
| ) K
/
N N

17 R,=H, R,~B \
18 R,=B, R=H "
19 R,—R,-B N HN
R HR-C e ( j =—
21 R,=C, R,=H \N \N
22 R,-R,~C . HCl

Slika 126. Priredeni amidino-supstituirani derivati imidazo[4,5-b]piridina
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4.2. Sinteza ciljanih spojeva

U prvom koraku sinteze provedena je reakcija aminacije®, odnosno nukleofilne
aromatske supstitucije na polozaju C-2 piridina pri ¢emu je dobiven 5-brom-N-metil-3-
nitropiridin-2-amin 2 u iskoristenju od 90,9% (Shema 35.) Za provedbu ove reakcije
zadovoljeni su strukturni kriteriji na piridinu: prisutnost elektron-odvlace¢e NO, skupine,
mezomerni efekt N atoma te induktivni efekt halogena koji se nalazi na a- i y— poloZaju
piridinskog prstena. Ovaj mehanizam odvija se adicijom metilamina, a zatim eliminacijom Cl
atoma na polozaju a koja se tu dogada preferirano jer se u nastalim rezonantno stabiliziranim

meduproduktima, negativni naboj nalazi uglavnom na elektronegativnom atomu dusika.

Br AN NH, Br N NO,
EtOH |
_ NH,CHj _
N Cl N
1 2

Shema 35. Priprava 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2

Na Slici 127. prikazan je *H NMR spektar spoja 2.

_~8.5956
~-8.5917
—-8.5623
~8.5558
_~8.5409
~-8.5370
—3.0229
—3.0150

Br \ NO,
/
N TH
|
|
|
|
11
& N T
< < < <
= = =

™
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8.64 8.62 860 8.58 856 854 852 850 848 846 8.44 842 8.40 f18(.38 )8.36 8.34 832 8.30 3.12 3.10 3.08 3.06 3.04 3.02 3.00 2.98 2.96
ppm

Slika 127. *H NMR spektar 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2
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U prikazanom spektru su u nezasjenjenom dijelu vidljiva ukupno tri signala pri ¢emu dubleti
na 8,54 1 8,59 ppma odgovaraju signalima piridinskih H atoma, dok je Siroki dublet na 8,56
ppm dokaz uspjesne aminacije jer pripada H atomu NH skupine. U zasjenjenom dijelu
spektra na 3,01 ppm nalazi se signal H atoma CHj; skupine. Suzukijevom reakcijom kriznog
spajanja®™ 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2 s (4-cijanofenil)bornom kiselinom 3,
odnosno fenilbornom kiselinom 4 uz koriStenje tetrakistrifenilfosfinpaladija Pd(PPhs), kao
katalizatora i 2 M otopine natrijevog karbonata kao baze, u toluenu, pripravljeni su spoj 6 u

iskoristenju od 73,7%, te spoj 5 u iskoriStenju od 66,7%, prema Shemi 36.

B(OH), R,
Br \ N02
Pd(PPh;), NO,
| + > X
2M N32CO3
e toulen
N NH =
N NH
2 R,
3R=CN 5R=CN
4R=H 6 R,=H

Shema 36. Priprava N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina 6

Kataliticki ciklus Suzukijeve reakcije katalizirane paladijem zapocinje procesom oksidativne
adicijom aril halida 2 na Pd(0) kompleks pri ¢emu nastaje arilpaladijev (II) halidni
intermedijer. Transmetaliranje s fenilbornom kiselinom 4 i reduktivna eliminacija dovrSavaju
kataliti¢ki ciklus. Uloga 2M otopine Na,COs; kao baze u ovim reakcijama je olakSati
transmetaliranje fenilborne kiseline stvaranjem reaktivnije vrste: boronata koji se upravo

formiraju pri uvjetima pH 11-12.

Struktura priredenog spoja 6 potvrdena je "H NMR spektroskopijom pri ¢emu je odgovarajuéi
NMR spektar prikazan na Slici 128. Vidljiv je veéi broj signala u nezasjenjenom dijelu
spektra u usporedbi sa spektrom spoja 2 prikazanog na Slici 127. Signali H protona na
piridinskoj jezgri nalaze se na 8,89 1 8,60 ppm, dok se Siroki singlet NH skupine nalazi na
8,57 ppm. Dodatni signali H atoma na podrucju od 7,38 do 7,72 ppm potjecu od H atoma na

fenilnoj jezgri kao supstituentu uvedenom Suzukijevom reakcijom kriznog spajanja.
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Slika 128. 'H NMR spektar N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina 6
Na Shemi 37. prikazana je reakcija redukcije 4-(6-(metilamino)-5-nitropiridin-3-
il)benzonitrila 5 1 N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina 6 sa SnCIl;x2H,0 pri ¢emu su

priredeni 4-(5-amino-6-(metillamino)piridin-3-il)benzonitril 7 u iskoristenju od 85,4% te N°-

metil-5-fenilpiridin-2,3-diamin 8 u iskoristenju od 84,7%.

R]
R,
NO,
\ SHC12 X 2H20 NH2
—_—
‘ EtOH X
= ‘
N NH —
N NH

5SR;=CN ‘ 7R;=CN ‘
6R,-H 8R,=H

Shema 37. Priprava 4-(5-amino-6-(metillamino)piridin-3-il)benzonitrila 7

Na Slici 129. prikazan je *H NMR spektar spoja 7 pri emu se osim svih signala H atoma na
fenilnoj 1 pridinskoj jezgri u podru¢ju od 6,03 do 7,86 ppm uocava singlet integrala 2H od
NH; skupine na 4,86 ppm kao potvrda uspjesne redukcije.
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Slika 129. *H NMR spektar 4-(5-amino-6-(metillamino)piridin-3-il)benzonitrila 7

U sljede¢em koraku u reakciji ciklokondenzacije pripravljeni su glavni prekursori Cija je

sinteza prikazana na Shemi 38.

Rl
CHO R,
N NH,
‘ N2,8,05 AN N\
+ ’
_ DMSO ‘ R,
N NH = N
‘ N
) |

7R;=CN
8R=H
9 R,=CN 11 R=H, R,=CN
10R,=H 12 R,=CN, Ry=H
13 R,=CN, R,=CN

Shema 38. Priprava 2,6-disupstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina

Prouc¢avanjem mehanizma reakcije, utvrdeno je da u prvom koraku reakcije dolazi do

reakcije izmedu aldehida i amino skupine u polozaju N-3 prema Shemi 39.
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Shema 39. Mehanizam reakcije ciklizacije®

Taj mehanizam i struktura spoja potvrdeni su "H NMR spektroskopijom prema Slici 130., na

temelju sljedecih karakteristi¢nih signala koji mu idu u prilog:

1. signali H atoma CHj3 skupine nalaze se na 2,97 ppm te su prema multiplicitetu dublet,
dok, kao §to se moZe vidjeti na Slici 131. u "H NMR spektru kona¢nog spoja oni
nalaze na oko 4,01 ppm te su spregnuti u singlet

2. signal singleta integrala 1H na 8,99 ppm odgovara protonu Schiffove baze (-CH=N-)

3. prisutnost signala NH protona na 6,99 ppm u obliku kvarteta jer se spreze s tri H
atoma CHj3 skupine
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Slika 130. "H NMR spektar acikli¢kog prekursora

Da se reakcija zaista odvijala prema mehanizmu prikazanom na Shemi 39, (DMSO reagira s
Na,S,0s”" stvarajuéi aktivirani intermedijer koji sudjeluje u oksidaciji pri emu prvo dolazi
do formiranja imina, nakon ¢ega slijedi ciklicki aminal, koji se zatim oksidira u imidazolni
prsten, pri 165 °C) vidi se prema *H NMR spektru prikazanog na Slici 131. a u kojem se
uocava pomak protona CHjz skupine na 4,01 ppm koji je sada postao singlet te nestanak

signala protona na Schiffovoj bazi (-CH=N-) i NH protona vezanog na CH3 skupinu.

Sintetizirani spojevi 11, 12 i 13 pripravljeni su u iskoristenjima od 41,6%, 49,2% te 23,13%.
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Slika 131. *H NMR spektar 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrila 13

Ciljani spojevi 14, 15 i 16 koji u svojoj strukturi sadrze nesupstituiranu amidinsku skupinu
sintetizirani su u umjerenim iskoriStenjima od 47,1%, 48,6% te 27,9% metodom koja je
ukljucivala koristenje litijevog heksametildisilazana (LIHMDS) (Shema 41.) Produkt je
izoliran u obliku hidrokloridne soli te su u *H NMR spektru uodena dva singleta protona
amidinskih skupina na 9,21 i 9,47 ppm dok je u aromatskom dijelu spektra u podru¢ju od

7,65 do 8,87 ppm vidljiv odgovarajuci broj signala protona aromatskog prstena (Slika 132.).

NC R,
1. THF
N 2. LIHMDS N
N N\ 3. EtOH/HCI N N\
| h SO | N
/ /
N N\ N N\
NH
11 Rj=H, R,=CN 14 R=H, Ry=A
12 Ry= CN, R,=H 15R,=A,R,=H A~ xHCl
13 R,=CN, R,=CN 16 R|=R,=A NE
2

Shema 40. Sinteza derivata s nesupstituiranim amidinom 14-16
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Shema 41. Mehanizam reakcije®® s LIHMDS na primjeru nastajanja spoja 4-(3-metil-2-fenil-
3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzimidamid hidroklorida 15
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Slika 132. *H NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzimidamid
hidroklorida 15
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Supstituirani amidino spojevi 17-22 priredeni su kiselom Pinnerovom reakcijom® koja se
provodi u dva stupnja. Prvi stupanj sadrzi uvodenje plinovitog HCl u otopinu cijano
supstituiranih spojeva 11-13 u 2-metoksietanolu do zasi¢enja reakcijske smjese. Nakon toga,
smjesa se mijeSa nekoliko dana na sobnoj temperaturi, a tijek reakcije pracen je IR
spektroskopijom do nestanka -CN vrpce na 2200 cm™ §to upuéuje na nastanak meduprodukta
imino-estera (Slika 133).
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Slika 133. IR di-cijano supstituiranog spoja 13 (crveno) i IR spektar pripadajuceg

meduprodukta imino-estera (zeleno)

U drugom stupnju reakcije se dobivenom imino-esteru dodaje u suvisku etilendiamin za
sintezu cijanih amidina 17-19, odnosno 1,3-propilendiamin za sintezu spojeva 20-22 u

apsolutnom etanolu.

2-imidazolinski derivati 17-19 priredeni su u iskoristenjima od 45,9%, 56,2% te 19,4%, dok
su 1,4,5,6-tetrahidropirimidinski amidino spojevi 20-22 priredeni u iskoristenjima od 50,7%,
58,3% te 40,2%.
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Shema 42. Priprava supstituiranih derivata amidina 17-22

Na Slici 134. prikazan je *H NMR spektar spoja 19 pri éemu se na 4,05 i 4,06 ppm mogu
uociti dva signala integrala 4H koji odgovaraju dvjema CH, skupinama na dva imidazolinska
prstena. Takoder, medu tim signalima nalazi se i signal integrala 3H koji odgovara protonima
CHs skupine. Signali amidinskih NH protona integrala 2H nalaze se na 10,88 i 11,03 ppm,
dok se na podrucju 8,19 do 8,94 ppm nalazi odgovarajuci broj signala protona aromatskih

jezgri.
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Slika 134. *H NMR spektar 2,6-bis(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-3H-
imidazo[4,5-b]piridin dihidroklorida 19
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Slika 135. *H NMR spektar 3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21

Na Slici 135. prikazan je *H NMR spektar spoja 21 pri ¢emu se zapaza signal singleta
integrala 2H na 10,15 ppm koji odgovara NH protonima amidina, u podrucju od 7,64 do 8,84
ppm odgovarajuc¢i broj signala karakteristi€énih za aromatske protone te se u zasjenjenom
dijelu spektra na 3,53 ppm i 2,01 ppm nalaze signali za Cetiri, odnosno dva protona CH;

skupine.
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Slika 136. *C NMR spektar 3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21

Na Slici 136. prikazan je i pripadajué¢i *C NMR spektar spoja 21 na kojem se u podru&ju od
125-159 ppm nalazi odgovarajuci broj signala ugljika na aromatskim jezgrama (CH), dok se
u alifatskom dijelu spektra nalazi karakteristican signal ugljikovog atoma CHj; skupine te na
18 ppm signal koji odgovara metilenskim ugljicima na jezgri 1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il-

a kao supstituenta.
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4.3. Antiproliferativna aktivnost ispitanih spojeva in vitro

Svim ciljanim spojevima ispitana je antiproliferativna aktivnost in vitro na Sest
stani¢nih linija humanih karcinoma: HCT116 i SWT620 kolorektalni karcinom, H460
karcinom plu¢a, MCF7 karcinom dojke, PC3 karcinom prostate, HeLa karcinom grli¢a
maternice te HEK293 stanice humanog embrionalnog bubrega, u suradnji s dr. sc. Marijetom
Kralj i dr. sc. Katarinom Zlati¢ s Instituta Ruder Boskovi¢. Rezultati su iskazani kao Glsg
(koncentracija inhibicije rasta) Sto odgovara koncentraciji spoja koja inhibira rast stanica za
50%. Rezultati su usporedeni s dobro poznatim antitumorskim lijekovima Doksorubicinom i
Etopozidom. Svi testirani spojevi pokazali su znac¢ajnu antiproliferativnu aktivnost, uz slabiju

aktivnost prema stani¢nim linijama PC3 1 H460, a rezultati su prikazani u Tablici 1.

4.3.1. Antiproliferativna aktivnost prema odabranim stani¢nim linijama humanih
karcinoma

Stanicne linije humanog kolorektalnog karcinoma HCT116 i SW620

Monosupstitucija u polozajima R; i Rz s cijano (11 Glsp = 3,0 uM, 12 Glsp = 2,2 uM) i
imidazolinilnom skupinom (17 Glsp = 1,9 uM, 18 Glsp = 2,3 uM) povoljno utjee na
poboljSanje antiproliferativne aktivnosti. Uvodenje nesupstituiranog ili Sesterociklickog
amidinskog suspstituenta, kao i disupstitucija, nepovoljno utjeu na antiproliferativnu
aktivnost (Glsp> 10 uM), osim u slu¢aju spoja 19 koji pokazuje znacajnu (Glsg = 4,8 uM), ali

slabiju antiproliferativnu aktivnost u odnosu na monosupstituirane analoge.

Stanicna linija karcinoma pluéa H460

Spojevi 11-13 supstituirani cijano skupinom nisu pokazali antiproliferativnu aktivnost prema
ovoj stani¢noj liniji. Monosupstituirani derivati s imidazolinilskom skupinom 17 i 18
pokazali su najbolju aktivnost prema ovoj stani¢noj liniji (Glsp = 2,2 uM). Uvodenje
Sesterocikli€¢kog supstituenta, osobito u oba poloZzaja, smanjuje antiproliferativnu aktivnost

(Glsp > 15 uM).
StanicCna linija karcinoma dojke MCF7

Prema ovoj stani¢noj liniji spojevi 12 (R; = CN) i 19 (R1 = R, = imidazolinil) pokazali su
aktivnost u submikromolarnom rasponu inhibitornih koncentracija (Glsp = 0,6 uM).
Monosupstituirani spojevi 11, 17 i 18 pokazali su znacajnu (Glsp < 2,0 uM) antiproliferativnu

aktivnost dok ostali derivati pokazuju znacajan pad u aktivnosti (Glsp > 10 pM).
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Stanicna linija karcinoma prostate PC3

Prema ovoj stani¢noj liniji vecina spojeva pokazuje slabiju aktivnost, osim spoja 13 (IGso =
4,1 uM). Spoj 17 (Glsp = 5,9 uM) koji u svojoj strukturi sadrzi dvije cijano skupine pokazao

je najbolju 1 selektivnu antiproliferativnu aktivnost prema stani¢noj liniji karcinoma prostate.
Stanicna linija karcinoma grliéa maternice HeLa

Vecina testiranih spojeva pokazuje najbolju aktivnost prema stani¢noj liniji karcinoma grli¢a
maternice. Osobito se isti¢e spoj 12 (R; = CN) s aktivno$¢u u submikromolarnom podruéju.
(Glsp = 0,7 uM). Najslabiju antiproliferativnu aktivnost pokazao je dicijanosupstituiran spoj
13 (Glsp = 28,3 uM).

Stanice humanog embionalnog bubrega HEK293

Najveca inhibicija rasta stani¢ne linije uo¢ena je kod spojeva 17-19 (Glsp = 1,3 — 2,1 uM) te

u slucaju R, cijano supstituiranog derivata 12 (Glso = 2,72 uM).
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Tablica 1. In vitro antiproliferativna aktivnost prema odabranim stani¢nim linijjama humanih karcinoma Gls, (uM)

Spoj Struktura Stani¢na linija
POl HCT116 SW620 H460 MCF7 PC3 HelLa HEK293
11 I 3,0+1.1 4309 >100 1,7+0.4 14,243.0 1,940,5 8.940.3
L (O 2,241 1,7+0,7 >100 0,6+0,3 7,940,7 07403 | 2,72+0,01
o
13 e | 237109 >100 >100 20,9+7.1 5.940.4 283404 16,1435
14 % u 11,542.1 16,0435 16,1420 12,542.1 143403 6,9+0,2 16,6+2.8
\ Her
15 *O\(j o 11,9+2,5 7,8+3,0 13,5+1,7 12,10,5 19,8+5.6 54+1,0 11,4409
3 M o | 10081 4,1%1,0 14.346.0 11,6+0.3 16,24.9 4.1:0.6 10.9£0.9
17 [ N\>—'—mt‘l] 1,9+0,2 2,2+0,3 2,2+0,5 1,6+0,4 4,1+0,1 1,5+0,1 2,140,3
g]\VHCl
18 Yoo | 208 2,740.3 2,402 1,8£0,1 49+1,7 | 1432001 | 13202
(N\I\VHCI :
19 i B NH@«\'“{'] 4,8+0,3 5,5+0,7 15,3+3,0 0,6+0,1 9,0+3,7 1,5+0,2 2,0£1,0
20 0% 0.74+0,04 | 11,147 16,3+0,5 12,1413 13,140,9 7.1£1,9 14,043 3
(N\?ma
21 PRl oy | 125804 | 150424 | 185507 | 118422 | 24150 | 104202 | 14.6+0.8
(N\l‘\JHCl
22 VO oy | 343479 26,5486 | 63.8t17,1 | 21,834 32,7457 12,7+1.1 20,1466
Std1 Doksorubicin | 0,04+0,01 | 0,003£0,001 | 0,04+0,01 | 0,009£0,004 | 0,09£0,02 | 0,13£0,02 | 0,02+0,01
Std2 Etopozid 2,2+0,4 0,14+0,05 2,2+0.,4 0,6+0,1 9,3+0,9 11,6+1,9 0,65+0,02
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4.3.2. Utjecaj supstituenata na antiproliferativnu aktivnost

Monosupstituirani  derivati pokazali su bolju antiproliferativnu aktivnost od
disupstituiranin derivate imidazo[4,5-b]piridina. Za vecinu testiranih stani¢nih linija
supstitucija cijano skupinom 1 imidazolinilskom doprinosi poboljSanju antiproliferativne
aktivnosti, dok derivati s nesupstituiranim amidinom, kao i supstituirani Sesterocikli¢kim
amidinom, pokazuju slabiju aktivnost. Cijano supstituirani derivati 11-13 nisu pokazali
aktivnost prema stani¢noj liniji H460. Disupstituirani derivat 13 pokazao je bolju aktivnost
od monosupstituiranih 11 i 12 samo u slucaju stani¢ne linije PC3 (IGsg = 5,9 uM).
Supstitucija cijano skupinom u polozaju R; pokazuje snaznije antiproliferativno djelovanje od
polozaja Rj. Izrazito snazno antiproliferativno djelovanje ostvario je derivat 12 prema
stani¢nim linijama MCF-7 (1Gso = 0,6 uM) te HeLa (IGso = 0,7 uM). Kod derivata 14-16 s
nesupstituiranim amidinom, najbolju aktivnost pokazuje derivat 16 s dvije amidinske
skupine, osim u slucaju stani¢ne linije H460 prema kojoj je snaznije antiproliferativno
djelovanje pokazao spoj 15 (IGsp = 13,5 uM). Imidazolinilski derivati 17-19 pokazali su
izuzetno snazno antiproliferativno djelovanje u inhibitornim koncentracijama 1Gsp < 10 uM,
uz iznimku spoja 19 koji slabije djeluje prema stani¢noj liniji H460 (IGsp = 15,3 uM).
Derivati 20-22 sa Sesterociklickim amidinom pokazali su najslabije antiproliferativno
djelovanje u odnosu na derivate supstituirane s drugim supstituentima. U vecini slu¢ajeva
derivat 20 sa supstituentom u polozaju R, pokazuje bolju aktivnost od derivata 21, dok

disupstitucija dovodi do znaéajnog pada aktivnosti.

Na Slici 137 prikazan je sumirani rezultat proucavanja strukture i aktivnosti (SAR).

. Di-CN  supstitucija
Mono CN supstitucija Selektivnost prema

HEK293(1G50 = 1,3 HM) PC3 (IGS0 = 5,9 HM)

Di-imidazolinilna supstitucija
MCF7 pM

Mono CN supstitucija

X N\ MCF7 (IG5 = 0,6 pM)
| HeLa (IGsg = 0,7 pM)
N/ N\ SW620 (IGsy = 1,7 pM)

Uvodenje Sesterociklickog i Mono imidazolinilna supstitucija
nesupstituiranog  amidinskog HCT116 (IGs5o = 1,9 pM)
supstituenta nepovoljno utjede H460 (IG5 = 2,2 pM)

na antiproliferativnu aktivnost. PC3 (IG59 = 4,1 pM)

Slika 137. Odnos strukture i antiproliferativne aktivnosti
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4.4. Antibakterijska aktivnost ispitanih spojeva in vitro

Antibakterijska aktivnost in vitro testirana je prema 4 soja Gram negativnih bakterija
(Acinetobacter baumanni ATCC 17478, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli efflux del) te prema 3 soja Gram pozitivnih bakterija
(Streptococcus  pneumoniae ATCC 49619, Staphylococcus aureus ATCC 29213 i
Enterococcus faecalis ATCC 29212), u suradnji s dr. sc. Mihailom Banjancem iz Selvite
d.o.o.. Kao standardi koriSteni su poznati antibiotici Ampicilin, Ceftazidim, Ciprofloksacin te
Meropenem. Rezultati su izrazeni kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC uM) Sto

odgovara najmanjoj koncentraciji spoja koja sprijecava vidljiv rast bakterija.

Vecina testiranih spojeva nije pokazala antibakterijsku aktivnost, a rezultati su prikazani u
Tablici 2. Umjerenu antibakterijsku aktivnost pokazali su derivati 15 1 16 s nesupstituiranim
amidinom. Spoj 15 pokazao je djelovanje prema Gram pozitivnim bakterijama Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 (MIC = 16 uM), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (MIC = 32
uM) te prema Gram negativnoj bakteriji Escherichia coli efflux del (MIC = 32 uM). Spoj 16
pokazao je djelovanje prema Gram pozitivnoj bakteriji Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 (MIC = 32 uM), te prema Gram negativnoj bakteriji Escherichia coli efflux del (MIC
= 32 uM). Disupstituirani Sesterociklicki derivat 22 pokazao je umjerenu aktivnost takoder
prema Gram negativnoj Escherichia coli efflux del (MIC = 32 uM).

Mono supstituiran derivat 15

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (MIC = 16 pM)

Enterococcus faecalis ATCC 29212 (MIC = 32 uM)
Escherichia coli efflux del (MIC =32 uM).

N/N\

Disupstitucija sesterociklickim amidinskim skupinama 22
Escherichia coli efflux del (MIC = 32 uM)

Slika 138. Odnos strukture i antibakterijske aktivnosti
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Tablica 2. In vitro antibakterijska aktivnost prema odabranim bakterijskim sojevima MIC (pM)

Spoi Struktura S. pneumoniae S. aureus ATCC E. faecalis E. coli E. coli P. aeruginosa A. baumannii
POJ ATCC 49619 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 efflux del ATCC 27853 ATCC 17478
11 U5 Oon >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
bR
12 ® N@ >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
it
13 (e >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
14 oSO >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
N et
15 » e 16 64 32 >64 32 >64 >64
\
16 | Sy o 32 >64 >64 >64 32 64 >64
17 () ”HQJj >64 >64 >64 >64 64 >64 >64
A Ha
QI\VHC]
18 ‘N\/ :@ >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
\
ql\\'HCl
19 » SO0 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64
\ HC1
20 CI—-O% >64 >64 >64 >64 64 >64 >64
N el
21 i » Y0 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
(;]‘\JHCI
22 : » :\ e HD >64 >64 >64 >64 32 >64 >64
Std1l Ampicillin <0,125 2 1 2 2 >64 16
Std2 Ceftazidime 0,25 8 >64 0,25 <0,125 1 4
Std3 Ciprofloxacin 0,25 0,25 1 <0,125 <0,125 0,25 0,25
Std4 Meropenem <0,125 <0,125 4 <0,125 <0,125 1 0,5
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4.5. Vezanje molekula na DNK

Kada se male organske molekule vezu na DNK, ona podlijeze razli¢itim strukturnim
promjenama koje znacajno utjecu na stani¢ni ciklus na nacin da ometaju aktivnost enzima i
transkripcijskih faktora koji su u interakciji s DNK. Ovi efekti mogu poremetiti stani¢ni
ciklus i inhibirati replikaciju DNK, stani¢nu diobu i diferencijaciju stanica®™. Dakle, spojevi
koje se mogu vezati na DNK imaju potencijal da se koriste kao lijekovi®. Da bismo razumijeli
mehanizam djelovanja takvih potencijalnih lijekova i dizajnirali nove, prvo je potrebno
razumjeti nacin na koji oni stupaju u interakciju s DNK. Sukladno tomu, dva glavna nacina
vezanja spojeva na DNK jesu kovalentno i nekovalentno vezanje. Kovalentne interakcije
podrazumijevaju da molekule provode alkiliranje DNK pri ¢emu stvaraju kemijsku vezu.
Nekovalentne interakcije ukljucuju vezanje u veliki (eng. major groove binding) i u mali utor
(eng. minor groove binding) DNK, te interkaliranje izmedu parova baza. U nekim
slucajevima, interakcija spojeva S DNK moze rezultirati ostecenjem DNK i dovesti do,
primjerice, pucanja jednog ili oba lanca dvosturke uzvojnice. Sve €e te interakcije vjerojatno
utjecati na enzime (npr. polimeraze, topoizomeraze) i bitne procese transkripcije, replikacije i

v . oy .1
popravka, §to dovodi do stani¢ne smrti'®.

4.5.1. Kovalentni na¢in vezanja

Za ovaj nacin vezanja karakteristi¢ni su alkiliraju¢i agensi koji mogu biti definirani
kao spojevi koji su pod fizioloSkim uvjetima (vodena otopina, 37 °C, pH 7,4) sposobni
kovalentno vezati alkilni supstituent na biomakromolekulu (DNK). U kemijskom smislu,
rje¢ je o reakciji nukleofilne supstitucije izmedu duSikovih atoma na
purinskim/pirimidinskim bazama ili kisikovih atoma fosfodiesterskoj okosnici DNK kao
nukleofila te alkilnih skupina kao elektrofila. Efekti alkiliranja su: sprjeCavanje DNK
replikacije i RNK transkripcije, fragmentacija DNK hidrolitickim reakcijama, sparivanje
pogresnih parova baza (nespecifi¢ne baze) te pojava DNK-protein ,,cross-linking-a ““ pri cemu

se dobiva nefunkcionalna DNK i nefunkcionalni protein'®.

4.5.2. Nekovalentni nacin vezanja

Groove binderi: Zbog razlika u elektrostatskom potencijalu, sposobnosti stvaranja
vodikovih veza 1 sterickoj smetnji, veliki 1 mali utor razlikuju se u svojim svojstvima
molekularnog prepoznavanja. Opcenito groove binderi pokazuju veéi afinitet prema A-T

podrucju u velikom i malom utoru jer je tamo veéi elektrostatski potencijal.
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Veliki utor ima specifi¢nija donorska i akceptorska mjesta vodikove veze nego mali utor te se
u njega vezu oligonukleotidi (enzimi i proteini), a u mali utor, s vanjske strane vezu se

razligiti lijekovi i organske molekule'®.

Interkalatori: Naziv interkalatori potjeCe od latinske rijeéi ,,intercalare $to zna¢i umetnuti
te se referira na specificno ponaSanje u kojem se odredene tvari vezu na DNK. Tipi¢ni
interkalatori su spojevi koji imaju 3-4 kondenzirane aromatske jezgre koja se naziva
kromofor te dovoljno veliku planarnu aromatsku povrSinu kojom se umetnu okomito na
ravninu dvostruke uzvojnice izmedu odgovarajuéih parova baza u DNK'®. Interkalacija
DNK-organska molekula stabilizirana je n-m, hidrofobnim i1 polarnim interakcijama te
elektrostatskim u slucaju kationskih interkalatora s polianionskom nukleinskom kiselinom.
Umetanje interkalatora izmedu susjednih parova baza rezultira znaajnom promjenom u

strukturi DNK; produljenje, ukruéenje i odmotavanje DNK*%,

4.5.3. Cirkularni dikroizam
Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska metoda, odnosno opticka tehnika koja
""" 195 Molekule koje
ostvaruju interakciju s cirkularno polariziranim elektromagnetskim zrakama jesu kiralne®.
CD se opcenito smatra vrijednim biofizickim alatom cija je svrha proucavanje interakcija
protein-ligand, DNK-ligand, protein-DNK i strukture proteina ili DNK, u otopini'®*%,
Velicina koja se koristi za opisivanje ovog fenomena naziva se elipti¢nost, ® 1 izraZena je u
stupnjevima, a prikladnija karakterizacija CD jest preko razlike u molarnim ekstinkcijskim
koeficijentima Ac = g, - eg [M™ cm™]*®. Teorijski (tj. kvantno kemijski) opisi CD spektara
velikih molekula poput DNK su vrlo slozeni, tako da metoda ne moze dati strukturne
informacije o molekulama na atomskoj razini. CD spektroskopija ima mnoge prednosti u
odnosu na druge metode konformacijske analize. Prvo, tehnika je izuzetno osjetljiva te
dopusta rad s masama DNK ve¢ od 25 pg. Koncentracija DNK takoder moze biti vrlo niska
(20 pg/ml). Ovo je korisno za ispitivanje uzoraka niske topljivosti (npr. dugi fragmenti DNK
bogati G-podru¢jem) ili onih koji imaju tendenciju agregacije pod ekstremnim uvjetima
otapala (npr. visoka koncentracija*® soli ili organske otopine, koje se koriste za oponasSanje
interakcija s proteinima ili drugih molekula u stanicama)’®*. Drugo, prougavane molekule ne
moraju biti samo kratke (oligonukleotidi) ve¢ 1 duge, §to je posebno vazno kod DNK. Trece,
uzorci se lako mogu titrirati razli¢itim sredstvima (poput soli, alkohola ili kiselina) koji

induciraju konformacijske izomerizacije u DNK*.
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4.6. Ispitivanje interakcije nekih priredenih derivata s ct-DNK

4.6.1. UV/Vis spektroskopske titracije

Poznato je da se struktura DNK mijenja u interakciji s malim organskim molekulama,
$to dovodi do promjene u apsorpcijskom spektru. Te se promjene manifestiraju u pomicanju
apsorpcijskog maksimuma prema veéim valnim duljinama-batokromni pomak, odnosno
crveni pomak ili prema kra¢im valnim duljinama-hipsokromni pomak, odnosno plavi pomak.
Cesto su pracene hiperkromnim-povec¢anjem intenziteta apsorpcije ili hipokromnim efektom-
smanjenjem intenziteta apsorpcije. Ispitivanja UV/Vis spektroskopijom su provedena u
puferu NaCaCo pri pocetnim koncentracijama ispitivanih spojeva 1x10™ moldm™ za spoj 12,
2x10™ moldm™ za spoj 18, 2x10™° moldm™ za spoj 17 i 2x10° moldm™ za spoj 19.
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Slika 139. Shematski prikaz spektrofotometra

Na Slikama 140 i 141. prikazane su titracijske krivulje ispitivanja interakcije spojeva 12 i 18,

odnosno 17 i 19 pracene UV/Vis spektroskopijom.
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Slika 140. UV/Vis spektroskopske titracije spojeva 12 a) i 18 b) s ct-DNK
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Na temelju Slike 140. vidljivo je kako je dodatak ct-DNK u otopinu spoja 12 uzrokovao

talozenje spoja uslijed smanjenja topljivosti, dok je kod spoja 18 rezultirao hipokromnim

efektom intenziteta apsorbancije bez pomaka apsorpcijskog maksimuma.

a) %

0.4

034

Abs

0.14

0.2 4

N

"

HCl

=— (3p0j 17)=2x10"M
e ¢(Ct-DNK)=1x10"M
e ¢(ct-DNK)=2x10"M
e ¢(Ct-DNK)=4x10°M
¢(ct-DNK)=6x10"M
¢(ct-DNK)=8x10"M
¢(ct-DNK)=1x10°M
¢(ct-DNK)=2x10"M
— (Ct-DNK)=4x10"M
e ¢(ct-DNK)=7x10°M
e ¢(Ct-DNK)=1x10""M
¢(ct-DNK)=2x10"M

e ¢(ct-DNK)=3x10"M

300

b)

Abs

(\WHCI
N
X
[ T« )<
- N N N

HCl

= c(sp0j 19)=2x10°M
s ¢(Ct-DNK)=1x10°M
e ¢(Ct-DNK)=2x10"M
s ¢(Ct-DNK)=3%10°M
c(ct-DNK)=4x10°M
c(ct-DNK)=5x10°M
c(ct-DNK)=6x10°M
c(ct-DNK)=7x10°M
e ¢(Ct-DNK)=8x10"M
s ¢(Ct-DNK)=1x10°M
e ¢(Ct-DNK)=2x10°M
c(ct-DNK)=4x10°M
s ¢(Ct-DNK)=7x10°M
e ¢(Ct-DNK)=1x10"*M
e ¢(Ct-DNK)=2x10"M

300

T T T
325 350 375

Anm

400

Slika 141. UV/Vis spektroskopske titracije spojeva 17 a) i 19 b) s ct-DNK

Povecéanjem koncentracije ct-DNK na UV/Vis spektru spoja 17 vidljiv je hipokromni efekt

intenziteta apsorbancije bez pomaka apsorpcijskog maksimuma, dok dodatak ct-DNK u

otopinu spoja 19 pokazuje uz izrazeniji hipokromni efekt intenziteta apsorbancije, i postupni

batokromni pomak maksimuma absorbancije u apsorpcijskom spektru pocetnog spoja 19. U

titracijskoj krivulji moze se uociti izozbesticna toc¢ka koja upucuje na jedinstveni nacin

inteakcije s ct-DNK.

Na Slici 142. a) i b) prikazana je ovisnost intenziteta apsorbancije spoja 12 na 315 nm,

odnosno spoja 18 na 325 nm o koncentraciji ct-DNK.
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Slika 142. Ovisnost apsorbancije spojeva 12 a) o koncentraciji dodane ct-DNK na 315 nm
i b) 18 325 nm
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Iz krivulja je vidljivo kako dodatkom otopine ct-DNK u otopinu ispitivanih spojeva dolazi do
pada apsorbancije. Na 143. a) i b) prikazana je ovisnost intenziteta apsorbancije spoja 17 na

325 nm, odnosno spoja 19 na 327 nm o koncentraciji dodane ct-DNK.
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Slika 143. Ovisnost apsorbancije spojeva 17 a) o koncentraciji dodane ct-DNK na 325 nm i
b) 19 327 nm

Iz grafa ovisnosti intenziteta apsorbancije spoja 17 na 325 nm, odnosno spoja 19 o

koncentraciji dodane ct-DNK primjecuje se da dolazi do pada intenziteta apsorbancije.

4.6.2. Fluorimetrijska spektroskopija

Fluorimetrijskim titracijama izabranih spojeva 12, 18, 17 i 19 takoder je ispitan
afinitet prema ct-DNK. Ispitivanja su napravljena u puferu CaCo pri pocetnim
koncentracijama spojeva 5x107 moldm™ pri emu su koristene valne duljine pobude kako
slijedi: spoj 12 (Aexc = 315 nm); spoj 18 (Aexc = 320 nm); spoj 17 (hexc = 325 nm); spoj 19
(Aexe = 268 nm). Fluorimetrijska spektroskopija puno je osjetljivija metoda od UV/Vis

spektroskopije te je ispitivanja moguce provesti kod znac¢ajno nizih koncentracija.

Rezultati fluorimetrijskih titracija spojeva 12 i 18 s ct-DNK prikazani su na Slici 144 a) i b).

Na temelju dobivenih titracijskih emisijskih krivulja, moze se uod¢iti da prilikom titracije
ispitivanog spoja 12 s ct-DNK (Slika 144. a), da je intenzitet emisije spoja ostao u potpunosti
nepromijenjen dodatkom ct-DNK, dok za spoj 18 (Slika 144. b) neposredno nakon dodatka
ct-DNK nema promjene intenziteta emisije, dok pri visim koncentracijama ct-DNK dolazi do

hipokromnog efekta intenziteta emisije.
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Slika 145. Fluorimetrijske spektroskopske titracije spojeva 17 a) i 19 b) s ct-DNK

Dodatak ct-DNK u otopinu spoja, potpuno gasi fluorescenciju spoja 19 postupnim
hipokromnim efektom inenziteta emisije, uz dodatnu pojavu apsorpcijskih maksimuma pri
ve¢im valnim duljinama kod posljednjih koncentracija iz reda veli¢ine 10 moldm™ 3to moze
biti rezultat pogreSaka uslijed vecih koncentracija. Ovaj rezultat je u suprotnosti s
fluorescencijskom titracijskom krivuljom spoja 17 ¢&ija je emisija Samo zanemarivo
promijenjena uslijed dodatka ct-DNK; blagi hiperkromni efekt intenziteta emisije pri pocetku

dodatka ct-DNK, te hipokromni efekt intenziteta emisije u daljnjim titracijama.

Na Slikama 146 a) i b) prikazana je ovisnost intenziteta emisije spoja 17 na 431 nm, odnosno
spoja 19 na 450 nm o koncentraciji dodane ct-DNK. Za spoj 19 primjecuje se postupni pad
intenziteta fluorescencije, dok za spoj 17 najprije dolazi do pravilnog pada intenziteta emisije,

pa porasta te opet padanja intenziteta emisije**2.
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Slika 146. Ovisnost apsorbancije spojeva 17 a) o koncentraciji dodane ct-DNK na 431 nm i
b) 19 450 nm

4.6.3. CD spektroskopske titracije

Kako bi se dalje provjerila interakcija izabranih derivata 12, 18, 17 i 19 s ct-DNK
koja ima moguénost zakretanja ravnine polarizirane svjetlosti, provedena su CD
spektroskopska mjerenja. Opcenito, sam izgled ICD spektra, odnosno tog induciranog signala
¢e ovisiti o odnosu izmedu vektora dipolnog momenta spoja koji nije kiralan u odnosu na
dipolni moment kromofora same molekule DNK. Poznato je da, ukoliko se veze interkalator,
da se na spektru uocavaju mali 1 negativni ICD signali kada je njegov dipolni moment
polariziran uzduz duge osi veznog mjesta (koji je paralelan sa simetralom parova baza)''.
Groove binderi obi¢no pokazuju intenzivni i visoki pozitivan ICD signal te se nalaze pod

kutem od 45° u odnosu na kiralnu os i u odnosu na dipolne momente parova baza. Amino

skupinama mogu stvoriti nekakve vodikove veze.

Dodatak spoja 12 rezultirao je malim promjenama u CD spektru (Slika 147. a). Dodatak spoja
18 (Slika 147. b) i spoja 17 u otopinu ct-DNK (Slika 147. c) ne pokazuje promjene u CD
spektru, sto znaci da ovi spojevi ne utjeCu znacajno na promjenu strukture ct-DNK ili da se
vezu slabim intenzitetom. Pojava intenzivno pozitivne ICD vrpce izmedu A = 350 1 400 nm
sugerira na vezanje spoja 19 u mali utor ct-DNK"* (Slika 147. d). Moguée je da je takva
interakcija spoja 19 s ct-DNK odgovorna za izrazenu i selektivnu antiproliferativnu aktivnost

tog spoja na MCF7 stani¢nu liniju humanog karcinoma.
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Slika 147. Promjene u CD spektrima ct-DNK (c(DNK) =2 x 10"> mol dm ) dodatkom
a) spoja 12, b) spoja 18, c) spoja 17 i d) spoja 19

U Tablici 3 prikazani su rezultati dobiveni ispitivanjem interakcije spojeva s ct-DNK.

Tablica 3. Rezultati ispitivanja interakcije odabranih spojeva s DNK

spojevi

Rezultati dobiveni spektroskopskim titracijama

UVIVIS

FLUO

CD

12

hipokromni pomak

nema interakcije

nema ICD signala

18

hipokromni pomak

hipokromni pomak

nema ICD signala

17

hipokromni pomak

hipokromni pomak

nema ICD signala

19

hipokromni pomak
batokromni pomak

izrazeni hipokromni pomak

pozitivni ICD signal

Na temelju svih dobivenih rezultata preliminarnih ispitivanja moze se zakljuciti da spoj 19

pokazuje najbolju interakciju s ct-DNK te se, sukladno svim dobivenim rezultatima, veze u

mali utor ct-DNK $§to bi mogao biti jedan od mogucih mehanizama bioloskog djelovanja.
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu priredeni su sljedeéi spojevi: 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)benzimidamid  hidroklorid 14,  4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-
il)benzimidamid hidroklorid 15, 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-
diil)dibenzimidamid dihidroklorid 16, 2-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-6-
fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin hidroklorid 17, 6-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-
3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin  hidroklorid 18, 2,6-bis(4-(4,5-dihidro-IH-
imidazol-2-il)fenil)-3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin dihidroklorid 19, 3-metil-6-fenil-2-
(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-imidazo[4,5-b]piridin ~ hidroklorid 20,
3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-imidazo[4,5-b]piridin
hidroklorid 21,  3-metil-2,6-bis(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-imidazo
[4,5-b]piridin dihidroklorid 22

U prvom stupnju sinteze, reakcijom aminacije iz 5-brom-2-kloropiridin-3-amina 1 i
suviskom metilamina prireden je 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amin 2.

Suzukijevom reakcijom kriznog spajanja 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2 s (4-
cijanofenil)bornom  kiselinom 3, odnosno fenilbornom  kiselinom 4 uz
tetrakistrifenilfosfinpaladij Pd(PPhs), kao katalizator i 2M vodenom otopinom natrijevog
karbonata kao baze, pripravljeni su spojevi 5 i 6.

Redukcijom spojeva 5 i 6 s SnCl;x2H,0 priredeni su 4-(5-amino-6-(metillamino)piridin-
3-il)benzonitril 7 i N2-metil-5-feniIpiridin-2,3-diamin 8.
4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)benzonitril 11, 4-(3-metil-2-fenil-3H-
imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzonitril 12, 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-
diil)dibenzonitril 13 kao glavni prekursori, priredeni su reakcijom ciklokondenzacije iz
spojeva 7 i 8 te odgovarajucih benzaldehida 9 i 10 uz Na,S,0s zagrijavanjem na visokoj
temperaturi.

Sinteza derivata s nesupstituiranim amidinom 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-
b]piridin-2-il)benzimidamid  hidroklorida 14,  4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-
b]piridin-6-il)benzimidamid hidroklorida 15 i 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-
diil)dibenzimidamid dihidroklorida 16 provedena je u reakciji s LIHMDS.

Sinteza 2-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-
b]piridin hidroklorida 17, 6-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-2-fenil-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 18, 2,6-bis(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-
metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin  dihidroklorida 19,  3-metil-6-fenil-2-(4-(1,4,5,6-
tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 20, 3-metil-2-fenil-
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6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21 i 3-
metil-2,6-bis(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-imidazo[4,5-b]piridin
dihidroklorida 22 provedena je kiselom Pinnerovom reakcijom u 2-metoksietanolu.

Tijek Pinnerove reakcije pracen je IR spektroskopijom.

Svi amidino-supstituirani derivati 14-22 izolirani su u obliku hidrokloridne soli radi bolje
topljivosti.

Strukture novopriredenih spojeva potvrdene su *H NMR i *C NMR spektroskopijom.
Svim ciljanim spojevima ispitana je antiproliferativna aktivnost in vitro na Sest stani¢nih
linija humanih karcinoma: HCT116, SWT620, H460, MCF7, PC3, HelLa te HEK293.
Imidazolinilski derivati 17-19 pokazali su izuzetno snazno antiproliferativno djelovanje u
niskim inhibitornim koncentracijama 1Gsp < 10 uM.

HeLa stanic¢na linija karcinoma posebno je osjetljiva prema svim priredenim spojevima,
pri cemu se osobito isti¢e spoj 12 (R; = CN) s aktivnos¢éu u submikromolarnom podrucju
(1Gsp = 0,7 uM).

Svim sintetiziranim spojevima ispitana je i antibakterijska aktivnost pri ¢emu je utvrdeno
da vecina testiranih spojeva nije pokazala antibakterijsku aktivnost.

Iznimno, derivat 15 s nesupstituiranim amidinom pokazao je djelovanje prema
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (MIC = 16 uM), Enterococcus faecalis ATCC
29212 (MIC = 32 uM) te Escherichia coli efflux del (MIC = 32 uM).

UV/Vis, fluorimetrijskom i CD spektroskopijom provedeno je ispitivanje vezivanja
spojeva 12, 18, 17 i 19 na ct-DNK.

Na temelju dobivenih titracijskih krivulja i analize rezultata, utvrdeno je da spoj 19 ima

najvedi afinitet vezanja na ct-DNK i to preferirano u mali utor. §to bi mogao biti jedan od
mogucih mehanizama njegovog snaznog bioloSkog djelovanja.
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Corina Sljubura

Sinteza, biolo$ka aktivnost i interakcija s ct-DNK novih amidino-supstituiranih derivata
imidazo[4,5-b]piridina
U okviru ovog rada opisana je sinteza, spektroskopska karakterizacija, bioloska aktivnost te
interakcija s ct-DNK novih amidino-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina 14-22.
Ciljani spojevi priredeni su klasi¢nim reakcijama organske sinteze. Aminacijom 5-brom-2-
klor-3-nitropiridina 1 pripravljen je 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amin 2 koji potom s
odgovarajuc¢im fenilbornim kiselinama 3-4 i paladijevim katalizatorom u Suzukijevoj reakciji
daje nitro-supstituirane derivate 5-6 s uvedenim aromatskim prstenom u polozaj 5 piridinske
jezgre. Redukcijom spojeva 5-6 sa SnCl;x2H,0 priredeni su amino supstituirani derivati 7-8
koji u reakciji ciklokondenzacije s benzaldehidima 9-10 i natrijevim metabisulfitom u DMSO
daju glavne prekursore ove reakcije 11-13. Nukleofilnom adicijom LiHMDS na nitrilne

prekursore 11-13 priredeni su ciljani spojevi 14-16 s nesupstituiranom amidino skupinom.

Klasi¢na Pinnerova metoda koristena je za sintezu ciljanih spojeva 17-22. Nitrili 11-13 se u
bezvodnom 2-metoksietanolu uz HCI(g), prevode u imino-estere koji u reakciji s
etilendiaminom daju 2-imidazolinilne amidine 17-19, a s 1,3-propilendiaminom 1,4,5,6-
tetrahidropirimidinske amidino spojeve 20-22. Svi amidino-Supstituirani spojevi priredeni su
kao hidrokloridne soli radi bolje topljivosti. Strukture novopriredenih produkata potvrdene su

'H i 3C NMR spektroskopijom, a tijek Pinnerove reakcije je pracen IR spektroskopijom.

Ispitana je bioloSka aktivnosti pripravljenih spojeva ispitivanjem antiproliferativne aktivnosti
in vitro na Sest stani¢nih linija humanih karcinoma te antibakterijskog djelovanja protiv
odabranih  Gram-pozitivnih i  Gram-negativnih  sojeva  bakterija.  Najizrazenije
antiproliferativno djelovanje u submikromolarnom inhibitornom rasponu koncentracija
uoceno je za monocijano supstituirani derivat 12 i to prema stani¢nim linijama MCF-7 (1G5 =
0,6 uM) i HeLa (1Gsp = 0,7 uM), te za di-imidazolinilni spoj 19 prema MCF-7 stani¢noj liniji
karcinoma dojke (IGsp = 0,6 puM). Svi testirani spojevi nisu pokazali antibakterijsko
djelovanje, osim spoja 15, koji je pokazao umjereno djelovanje protiv E. coli (MIC 32 uM).

Provedbom spektroskopskih titracija utvrdeno je da je mehanizam vezanja spoja 19, vezanje u
mali utor ct-DNK S§to moze biti jedan od mehanizama djelovanja s izuzetno snaznom

antiproliferativnom aktivno$¢u prema MCF-7 stani¢noj liniji.

Kljuéne rijeti: imidazo[4,5-b]piridini, amidini, 'H, **C NMR spektroskopija, bioloska
aktivnost, vezanje na ct-DNK
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Corina Sljubura

Synthesis, biological activity and interaction with ct-DNA of novel
amidino-substituted imidazo[4,5-b]pyridine derivatives

This work presents the synthesis, spectroscopic caracterization, biological activity and
interaction with ct-DNA of novel amidino-substituited imidazo[4,5-b]pyridines 14-22. Target
compounds were prepared by conventional reactions of organic synthesis. By amination of 5-
bromo-2-chloro-3-nitropyridine 1, 5-bromo-N-methyl-3-nitropyridin-2-amine 2 was prepared
which then, with the corresponding phenylboronic acids 3-4 and a palladium catalyst, in the
Suzuki reaction gives nitro derivatives 5-6 with an aromatic ring in the position 5 of the
pyridine core. By reduction of the compounds 5-6 with SnCl;x2H,0, amino-substituted
derivatives 7-8 were prepared, which then, in the DMSO-mediated cyclocondensation
reaction with benzaldehydes 9-10 and Na,S;0s form the main precursors 11-13. Target
compounds 14-16 bearing an unsubstituted amidino group were synthesized by nucleophilic
addition of LiIHMDS to nitrile precursors 11-13.

Pinner reaction was used for the synthesis of target compounds 17-22. Nitriles 11-13 are in
anhydrous 2-methoxyethanol and HCI(g) converted into imino-ester intermediates which then
react with ethylenediamine to give 2-imidazolinyl amidines 17-19, and with 1,3-
propylenediamine, 1,4,5,6-tetrahydropyrimidine amidines 20-22. All amidino-substituted
compounds were prepared as hydrochloride salts in order to achieve better solubility. The
structures of the newly prepared compounds were confirmed by ‘H and *C NMR

spectroscopy, whereas the Pinner reaction was monitored by IR spectroscopy.

Biological evaluation included in vitro assessment of antiproliferative activity on six human
cancer cell lines and antibacterial activity against chosen Gram-positive and Gram-negative
bacterial strains. The most pronounced antiproliferative activity in submicromolar inhibitory
concentration range was noted for monocyano-substituted derivative 12 against the MCF-7
(1Gsp = 0.6 uM) and HeLa (IGsg = 0.7 uM) cell lines and for the di-imidazolinyl compound 19
against the MCF-7 breast cancer cell line (IGso = 0.6 uM ). All tested compounds lacked
antibacterial activity, with the exception of compound 15, which showed moderate activity
against E. coli (MIC 32 uM). According to the spectroscopic study of the interaction of
derivative 19, minor groove binding into ct-DNA as a dominant interaction was observed

which is potentialy correlated to its strong antiproliferative activity against MCF-7 cell line.

Key words: imidazo[4,5-b]pyridine, amidines, ‘*H and *C NMR spectroscopy, biological
activity, ct-DNA binding

96



10. ZIVOTOPIS

97



Corina Sljubura, rodena je 20.9.1999. godine u Zagrebu. Osnovnu $kolu Popovaca pohada u
razdoblju od 2006.-2014. godine nakon ¢ega upisuje Srednju Skolu Tina Ujevi¢a Kutina,
smjer Opcéa gimnazija. SveuciliSte u Zagrebu Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije,
studij Primijenjena kemija upisuje 2018. godine. Stru¢nu praksu odradila je na Institutu Ruder
Boskovi¢ u Laboratoriju za elektronsku spinsku spektroskopiju. Zavr$ni rad iz podrucja
organske kemije ,Sinteza i strukturna Kkarakterizacija novih N-supstituiranih derivata
imidazo[4,5-b]piridina” pod mentorstvom prof. dr. sc. Marijane Hranjec obranila je 2021.
godine i postala sveuciliSna Prvostupnica primijenjene kemije. Iste godine upisuje diplomski
studij, studij Primijenjena organska kemija. Sudjelovala je na XIV. susretu mladih kemijskih
inzenjera s posterskim priopéenjem pod nazivom ,,Sinteza i antioksidativna aktivnost derivata
benzimidazola i imidazo[4,5-b]piridina®“. Sudjelovala je na znanstveno-sportskom natjecanju
,»Tehnologijada“ s usmenim izlaganjem rada pod nazivom ,,Sinteza, strukturna karakterizacija
i antioksidativna aktivnost novih konjugata kumarina i imidazo[4,5-b]piridina‘“ te je osvojila
2. mjesto u kategoriji znanstvenih radova. Sluzi se engleskim jezikom u govoru i pismu,
Microsoft office programskim paketom te poznaje osnove programa MatLab, Origin i
CorelDRAW.

98



11. PRILOZI

99



Prilog 1.
a) *H NMR 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2
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Prilog 2.
a) *H NMR spektar 4-(6-(metilamino)-5-nitropiridin-3-il)benzonitrila 5
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b) *C NMR spektar 4-(6-(metilamino)-5-nitropiridin-3-il)benzonitrila 5
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Prilog 3.

a) *H NMR spektar N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina 6
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Prilog 4.

a) 'H NMR spektar 4-(5-amino-6-(metillamino)piridin-3-il)benzonitrila 7
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Prilog 5.

a) 'H NMR spektar N>-metil-5-fenilpiridin-2,3-diamina 8
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Prilog 6.

a) 'H NMR spektar 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)benzonitrila 11
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Prilog 7.
a) 'H NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzonitrila 12

o~ a0 M S =N NN < — 00 [oe}
@ T O M TOM®PB®ONMN T T ONO M o
o o o o TMMOMNN OO Mmmao o @
R D 0 Qoqaaaa wvweowvyw o
0 0 0 0 O MNINMNINN NN o™

NC

7\
E/SZ

—

2.00%
4.001
3.00%
3.00=

g

; T T T T T T T
90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 44 43 42 41 40 39 38 37
f1 (ppm)

-4 1.00=

b) *C NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzonitrila 12
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Prilog 8.

a) 'H NMR spektar 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrila 13
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b) *C NMR spektar4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrila 13
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Prilog 9.

a) "H NMR spektar 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)benzimidamid

hidroklorida 14
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Prilog 10.

a) 'H NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzimidamid
hidroklorida 15
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b) ¥C NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-6-il)benzimidamid
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Prilog 11.

a) 'H NMR spektar 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzimidamid
dihidroklorida 16
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b) ®C NMR spektar 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2,6-diil)dibenzimidamid
dihidroklorida 16
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Prilog 12.

a) 'H NMR spektar 2-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-6-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 17
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b) 2¥C NMR spektar 2-(4-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-6-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 17
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Prilog 13.

a) 'H NMR spektar 6-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-2-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 18
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b) 2C NMR spektar 6-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-2-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 18
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Prilog 14.

a) 'H NMR spektar 2,6-bis(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin dihidroklorida 19
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b) ®C NMR spektar 2,6-bis(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol-2-il)fenil)-3-metil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin dihidroklorida 19
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Prilog 15.

a) 'H NMR spektar
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 20
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Prilog 16.

a) 'H NMR spektar 3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21
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b) ¥C NMR spektar 3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil)-3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21
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