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1. UVOD

Zadatak ovog znanstvenog rada bio je pripraviti 6 derivata antimalarika primakina (5a-e i 6a). U svojoj kemijskoj strukturi primakin sadrži primarnu amino skupinu čijom modifikacijom su dobiveni alifatski i aromatski derivati. U ovom radu opisane su njihove sinteze te njihovi analitički i spektroskopski podaci.
1.1. Malarija


Malarija (lat. malus aer – loš zrak, tal. mala aria) je jedna od najinfektivnijih svjetskih bolesti, zajedno s tuberkulozom i AIDS-om. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (World Health Organisation, WHO), malarija je veliki javnozdravstveni problem u više od 90 zemalja napučenih s više od 2,4 milijarde ljudi (Slika 1). Procjenjuje se da od malarije godišnje obolijeva 300–500 milijuna ljudi. Najugroženija područja su Afrika, tropski dio Azije, Srednja i Južna Amerika i Oceanija. Malarija uzrokuje više od 2,7 milijuna smrtnih ishoda godišnje. Najčešće žrtve su djeca, posebice u udaljenim ruralnim područjima Afrike s vrlo oskudnom ili nikakvom medicinskom skrbi (www.malariasite.com, pristup 23.4.2011.).
Problem malarije se uvelike povećao tijekom proteklih godina zbog nekoliko razloga:
1) mijenjanje agrikulturalnih navika, povećana mobilnost populacije i klimatske promjene dozvolile su bolesti da se proširi na ranije nezaražena područja, 2) politički konflikti u područjima zaraženim malarijom otežale su kontrolu nad bolesti, 3) porast rezistencije parazita na lijekove i komaraca na insekticide (Boss i sur., 2003).


Slika 1. Rasprostranjenost malarije.

1.1.1. Uzročnici malarije


Uzročnici malarije su protozoe iz roda Plasmodium. Kod ljudi, malariju uzrokuju četiri vrste roda Plasmodium: P. vivax, P. ovale, P. falciparum i P. malariae. Svaka od tih vrsta ima svoje specifičnosti prema dijelu organizma koji napada, prema učinku na zdravlje čovjeka ili prema osjetljivosti na antimalarijske lijekove (www.malariasite.com, pristup 23.4.2011.). Nalaze se u svim tropskim krajevima svijeta, osim Plasmodium ovale koji je nađen samo u zapadnoj Africi. Plasmodium vivax i P. malariae se mogu nastaniti u jetri čovjeka, što može izazvati dodatne komplikacije i zahtjevati dodatni medicinski tretman. Plasmodium falciparum je vrsta koja se geografski prostire u tropskim i subtropskim područjima. Infekcija ovim parazitom može ugroziti život oboljelog u roku par dana od infekcije, a kod parazita postoji rezistencija na većinu dostupnih lijekova tako da terapija mora biti kombinirana (www.wikipedia.com, pristup 23.4.2011.). P. falciparum uzrokuje najveću smrtnost povezanu s malarijom i predstavlja najveću prijetnju od ostalih navedenih vrsta roda Plasmodium (Boss i sur., 2003). Plasmodium vivax, P. malariae i P. ovale su preostale vrste koje nisu tako opasne po čovjeka. Postoje primjeri uspješnog oporavka nakon mjesec dana, čak i bez liječenja poznatim lijekovima (www.wikipedia.com, pristup 23.4.2011.).
Iako su četiri vrste plazmodija koji uzrokuju malariju u čovjeka morfološki i biološki različite, osnove njihovog razvojnog ciklusa su jednake. Zajedničko obilježje svih vrsta je izmjena spolne (seksualne) i nespolne (aseksualne) faze u životnom ciklusu (Slike 2 i 3). Nespolni ciklus svog složenog razvoja plazmodiji prolaze u stanicama jetre (egzoeritrocitna faza) i crvenim krvnim tjelešcima (eritrocitna faza), dok spolni ciklus završavaju u različitim vrstama komaraca roda Anopheles. Bolest se s komarca na čovjeka (i obrnuto) prenosi ubodom ženke komarca (Slika 4). Svi uzročnici malarije razaraju crvena krvna tjelešca jer se za vrijeme razvoja u eritrocitima hrane hemoglobinom, pri čemu stvaraju sitna zrnca crno-zlatnog pigmenta (Karakašević, 1980)
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Slika 2. Razvojni ciklus plazmodija.
.                                  Slika 4. Komarac iz roda Anopheles.
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Slika 3. Razvojni oblici plazmodija.
1.1.2. Simptomi malarije i tijek bolesti


Ovisno o vrsti plazmodija i vremenu inkubacije, prvi simptomi malarije mogu se pojaviti 7-14 dana ili čak 8-10 mjeseci nakon infekcije. Ti simptomi u prvih nekoliko dana ne izgledaju drugačije od simptoma nekih drugih bolesti uzrokovanih bakterijama, virusima ili parazitima, a uključuju povišenu tjelesnu temperaturu, glavobolju, umor, pojačano znojenje i povraćanje. Mogu se javiti i nešto drugačiji simptomi kao suhi kašalj, bolovi u mišićima, povećanje jetre ili čak disfunkcija živčanog sustava i gubitak svijesti. U pravilu malarija prolazi spontano, no ponekad može doći do komplikacija: lakšeg oštećenja bubrega zbog nakupljanja imunosnih kompleksa na membranama glomerula, teškog oštećenja bubrega sa hemoglobinurijom (crnomokraćna groznica) ili do embolije kapilara u nadbubrežnoj žlijezdi. Moguća su i oštećenja mozga, komatozna stanja i smrtni ishod (Richter, 1991).
1.1.3. Antimalarijski lijekovi


Kao što je već navedeno, malarija se prenosi s komarca na čovjeka i s čovjeka na komarca ubodom komarca. Najbolji način borbe protiv malarije je spriječavanje uboda insekata. To se može postići izbjegavanjem malaričnih područja, nošenjem duge odjeće, uporabom sredstava za odbijanje insekata te primjenom mreža za krevete impregniranih insekticidima. Zaraza se može prenijeti i transfuzijom, kongenitalno ili slučajno putem igle, a rijetko se prenosi sa zaraženog na zdravog pojedinca (Rang i sur., 2006).
Terapija malarije provodi se lijekovima antimalaricima koji su se razvili iz kinina. Prema glavnom učinku antimalarike dijelimo na tkivne shizontocide, sporontocide i gametocide. Prema strukturi dijelimo ih na:

· 4-supstituirane kinoline (kinin, klorokin, meflokin)

· 8-supstituirane kinoline (primakin)

· bigvanide (progvanil)

· diaminopirimidine (pirimetamin)

· sulfonamide (sulfadiazin, sulfadoksin)

· sulfone (dapson).
1.2. Primakin

Primakin je međunarodno nezaštićeno ime (INN) (RS)-N-(6-metoksikinolin-8-il)pentan-1,4-diamina (Slika 5). Molekulska formula primakina je C15H21N3O, molekulska masa mu je 259,347 g/mol. Njegov CAS broj je 90-34-6.

Primakin, derivat 8-aminokinolina, je antimalarik koji se primjenjuje pri radikalnom liječenju infekcija uzrokovanih parazitima P. ovale i P. vivax, a vrlo je djelotvoran i protiv primarnih egzoeritrocitnih faza P. falciparum. Aktivan je i prema gametocitima svih vrsta ljudske malarije te tako onemogućava njezino širenje. Sprječava pojavu recidiva infekcije protozoama P. vivax i P. ovale (www.malariasite.com, pristup 23.4.2011.).
Doza od 200 mg primakina, odnosno 350 mg njegove fosfatne soli, je u većini slučajeva dovoljna za potpuno izliječenje. Uzima se zajedno sa krvnim shizontocidom, klorokinom, radi njegove slabe aktivnosti prema nespolnim krvnim oblicima parazita u dozi od 15 mg tijekom 14 dana. Kod profilakse malarije primakin se uzima u dozi od 30 mg dnevno počevši od jednog dana prije puta i završavajući sedam dana nakon završetka puta u rizične zemlje zbog njegova djelovanja na jetrene shizontocide.

Primakin je kontraindiciran kod djece mlađe od 4 godine i ljudi sa nedostatkom enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, genski nasljednog nedostatka čestog kod afričkih muškaraca.

Primakin se također koristi u terapiji pneumocistične pneumonije, gljivične infekcije pluća česte kod pacijenata s AIDS-om i osoba koje uzimaju imunosupresivne lijekove. Kod profilakse i liječenja pneumocistične pneumonije primakin se obično kombinira sa klindamicinom (www.wikipedia.com, pristup 23.4.2011.).


Slika 5. Struktura primakina.

1.2.1. Mehanizam djelovanja primakina
Točan mehanizam kojim primakin djeluje na hipnozoite i gametocite Plasmodia vrsta nije još uvijek razjašnjen, ali pretpostavlja se da djeluje na metabolizam u mitohondriju parazita interferirajući s funkcijom ubikinona kao prenosioca elektrona u respiratornom lancu. Drugi mogući mehanizam antimalarijskog djelovanja primakina je stvaranje visokoreaktivnih metabolita koji povećavaju oksidativni potencijal unutar stanice. Biotransformacija 8-aminokinolina se pokazala nužna za njihovo antimalarijsko djelovanje kao i odgovorna za njihovu toksičnost. Najvjerojatniji mehanizam toksičnosti i djelotvornosti 8-aminokinolina je stvaranje oksidativnog stresa unutar stanica parazita.
Zašto primakin djeluje na određene faze u životnom ciklusu parazita još uvijek je predmet rasprave. Obično su gametociti u kasnijoj fazi rezistentniji na antimalarike od gametocita ranijih faza i aseksualnih forma parazita. Primakin je jedini lijek na koji su osjetljiviji gametociti kasnijih faza od nespolnih oblika. Istraživanja su pokazala da primakin djeluje na mitohondrijsku proliferaciju i inhibira rast parazita u fazi koja zahtijeva funkcionalne mitohondrije (Vale i sur., 2008).
1.2.2. Farmakokinetika primakina

Primakin se brzo apsorbira iz gastrointestinalnog trakta i nakuplja u jetri, srcu, plućima i skeletnim mišićima. Volumen distribucije mu je stoga velik i iznosi 3 L/kg. Maksimalnu koncentraciju u plazmi dostiže 1-3 sata nakon primjene doze od 70 mg/mL. Oko 75 % primakina u plazmi je vezano na proteine, a visoke koncentracije se pojavljuju i u eritrocitima. Primakin prolazi placentu, a nije sigurno u kolikoj se mjeri izlučuje majčinim mlijekom (www.inchem.org, pristup 29.4.2011.). Brzo se izlučuje urinom. Vrijeme poluživota u plazmi je 4-9 h. Primakin ne podliježe intezivnom metabolizmu pri prvom prolazu kroz jetru. Međutim, u jetri se brzo metabolizira u karboksiprimakin koji se ne nakuplja u tijelu (Slika 6). Karboksiprimakin je manje aktivan od primakina što ukazuje da je ionizabilna amino skupina na alifatskom lancu lijeka bitna za djelovanje. Toksičnost karboksi metabolita primakina je također manja u odnosu na lijek. 
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Slika 6. Put oksidativne deaminacije primakina.

Primakin se metabolizira u brojne druge identificirane i neidentificirane metabolite koji se mogu detektirati u urinu i plazmi. Hidroksilni metaboliti primakina imaju važnu ulogu u toksičnosti povezanoj s djelovanjem. Najreprezentativniji hidroksilni metabolit je 5-hidroksiprimakin za koji su istraživanja pokazala da inducira stvaranje methemoglobina i razgradnju glutationa u suspenziji eritrocita izoliranoj iz štakora. To upućuje da je 5-hidroksiprimakin povezan s hematotoksičnošću primakina. Hidroksilni metaboliti također podliježu daljnoj oksidaciji pri čemu se stvaraju slobodni radikali, superoksidni anionski radikali, hidrogen peroksid i konačno methemoglobin.

6-Metoksi-8-aminokinolinski metabolit ne inducira stvaranje methemoglobina, međutim neki autori su dokazali njegovu hemolitičku aktivnost in vivo čime ga se dovodi u vezu sa hemolitičkom anemijom uzrokovanu primakinom.

Primakin također stvara dimere koji ne pokazuju antimalarijsku aktivnost što dokazuje da je slobodna amino skupina na alifatskom lancu primakina ključna za antimalarijsko djelovanje.

Produkt peroksidsulfat oksidacije primakina pokazao je dobru gametocidnu aktivnost što upućuje da bi uvođenje novih supstituenata na kinolinskom prstenu i modificiranje terminalne primarne amino skupine mogle biti glavni putevi daljnje modifikacije primakina (Vale i sur., 2008).
1.2.3. Nuspojave primakina
Jedna od najznačajnijih nuspojava primakina, kao i svih ostalih 8-aminokinolina, je methemoglobinemija. Do tog patološkog stanja dolazi zbog abnormalnog nakupljanja methemoglobina, produkta autooksidacije željeza u hemoglobinskoj jezgri.

Oksihemoglobin, Hgb(Fe(II))O2 je stabilna molekula koja podliježe sporoj autooksidaciji (približno 3 % na dan). Oksidacijom nastaje methemoglobin, Hgb(Fe(III)) i superoksidni radikal. Oblik Fe3+-methomoglobina je preferiran u situacijama oksidativnog stresa, infekcija, deficijencije glukoza-6-fosfat dehidrogenaze ili utjecaja nekih ksenobiotika. To dovodi do porasta koncentracije methemoglobina u tijelu. Oksidirani ion željeza u methemoblobinu ne može vezati kisik, zbog čega se smanji opskrba tkiva kisikom. Kada jedna ili više podjedinica hema ima oksidirano željezo ili vezan ugljikov monoksid, kvaterna struktura proteina se promijeni i poveća se afinitet neoksidiranih hemskih skupina prema kisiku, zbog čega se kisik teško oslobađa sa hema, što također vodi do smanjene oksigenacije tkiva.

Primakin, kao i većena 8-aminokinolina, povećava koncentraciju methemoblobina u organizmu. Methemoglobinemija obično nastupa pri terapeutskim ili profilaktičkim dozama primakina. Cijanoza se pojavljuje kada razina methemoglobina dosegne 15-20 g/L krvi. Ljudi koji imaju nedostatak enzima NADH methemoglobin reduktaze su osobito osjetljivi na lijekove koji povećavaju koncentraciju methemoglobina, kao što je primakin. Međutim, učestalost tog enzimskog nedostatka je mala.

Primakin utječe i na eritrocite domaćina pri čemu može izazvati hemolizu. To se posebno odnosi na osobe s nedostatkom enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze kod kojih primakin izaziva hemolitičku anemiju. Taj poremećaj je čest kod afričkih muškaraca kao i kod stanovnika zapadnog Mediterana koji su osjetljiviji na hemolitičko djelovanje primakina (Vale i sur., 2008).
U terapijskim dozama primakin može izazvati razne gastrointestinalne nuspojave kao anoreksiju, mučninu, povraćanje, bol i grčeve u želucu. Bolovi i grčevi u želucu se smanjuju ako se primakin uzima poslije jela. Uzimanje hrane prije primjene primakina povećava njegovu oralnu bioraspoloživost (www.inchem.org, pristup 29.4.2011.).
Od ostalih nuspojava primjećene su glavobolje, smetnje vida i svrbež kao i hipertenzija i aritmija koje se rijetko javljaju (www.inchem.org, pristup 29.4.2011.).
1.2.4. Kontraindikacije primakina

Ravnoteža između rizika i koristi za uzimanje primakina se posebno treba uzeti u obzir kod pacijenata koji pate od sistemskih bolesti s tendencijom granulocitopenije kao što su artritis i eritrohematozni lupus. Oprez je potreban i kod lijekova koji djeluju depresivno na mijeloidnu granu koštane srži kao što su citostatici, kolhicin, zlatne soli, penicilinamini, fenilbutazon i kvinakrin. Osobe koje su pokazale alergijsku reakciju na primakin kao i osobe s favizmom i akutnom hemolitičkom anemijom ne bi trebale uzimati primakin. Kod pacijenata s nedostatkom glukoza-6-fosfat dehidrogenaze i NADH methemoglobin reduktaze terapija primakinom bi trebala biti prekinuta čim se pojave znakovi hemolitičke anemije (www.inchem.org, pristup 29.4.2011.).
1.2.5. Derivati primakina i njihovo djelovanje
Na temelju saznanja o metabolizmu primakina zaključeno je da postoje dva temeljna puta modifikacije primakinske strukture, uvođenje supstituenata na kinolinski prsten i modifikacije na terminalnoj primarnoj amino skupini primakina. U pokušaju da se dobiju primakinski derivati bolje djelotvornosti i manje toksičnosti, sintetizirani su spojevi sa supstituentima na pozicijama 2,3,4,5 i 7 (Slika 7) na kinolinskom prstenu.
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Slika 7. Numeracija kinolinskog prstena primakina.

Kao najpovoljniji derivati pokazali su se spojevi s metilnom skupinom na poziciji 4, 2-tert-butilnom skupinom na poziciji 2, etilnim skupinama na pozicijama 2 i 4, pentiloksi skupina na poziciji 5, alkoksi i fluor te 3- i 4-supstituirane fenoksi skupine na poziciji 5. 4-Metilprimakini pokazali su veću djelotvornost protiv P. cynomolgi kao i manju toksičnost. Uvođenjem ostalih alkilnih skupina na poziciju 4 kinolinskog prstena, dobiveni su manje toksični, ali i manje aktivni spojevi. Uvođenjem ariloksi skupine na 4-metil primakin dobiveni su spojevi djelotvorniji od primakina. Zamjenom ariloksi skupine na poziciji 5 alkoksi skupinom djelovanje se povećava, ali se toksičnost ne smanjuje. Monosupstituirani derivati s fenoksi skupinama na poziciji 5 kinolinskog prstena pokazali su aktivnost, međutim uvođenjem metilnih skupina na 3 i 4 poziciju nekih 5-fenoksiprimakina drastično je povećana shizontocidna aktivnost.

2-tert-Butilprimakin djeluje na krvne shizontocide P. berghei, P. yoelii nigeriensis (in vivo) i P. falciparum (in vitro). Također, 2-tert-butilprimakin je jedini 8-aminokinolin kod kojeg nema opasnosti od methemoglobinemije.

Može se zaključiti da uvođenje prikladnog supstituenta na položaju 2 kinolinskog prstena dovodi do malog povećanja antimalarijske aktivnosti i smanjenja sistemske toksičnosti. Uvođenjem metilne skupine na poziciju 4 povećava se terapijska aktivnost, ali i toksičnost.
Fenoksi supstituent na poziciji 5 smanjuje toksičnost zadržavajući ili čak povećavajući aktivnost.

Modifikacije na terminalnoj primarnoj amino skupini primakina pokazale su se jako učinkovite u povećanju bioraspoloživosti, smanjenju biorazgradnje lijeka u karboksiprimakin i povećanju aktivnosti (Vale i sur., 2008). Više autora je uvođenjem aminokiselina ili peptidnih ostatka na terminalnu primarnu amino skupinu zaštitilo primakin od prerane metaboličke razgradnje, što je dovelo do značajnog povećanja antimalarijske aktivnosti. Međutim, takvi spojevi se u organizmu brzo hidroliziraju aminopeptidazama i endopeptidazama do primakina. Farmakološka aktivnost primakina značajno se povećala kada je lijek vezan na lizosomotropne nosače kao što su poliakrilne škrobne mikročestice ili asialofetuin. Konjugati primakina s polimerima poliaspartamskog tipa imali su bolju topljivost i produljeni učinak u odnosu na primakin, također su pokazali i aktivnost protiv krvnih shizontocida kod ekspermentalnih životinja. Glukozaminski konjugati primakina pokazali su slabiju terapijsku aktivnost od poliaspartamskih konjugata (Rajić i sur., 2009).
Uvođenje imidazolidin-4-ona na terminalnu aminu skupinu dobiveni su spojevi velike stabilnosti u krvnoj plazmi. 4-Imidazolidinski derivati primakina, uz antimalarijsko, pokazali su i djelovanje na stanične linije tumorskih stanica HT-29 (stanične linije adenokarcinoma debelog crijeva), Caco-2 (stanične linije humanog kolorektalnog adenokarcinoma) i MCF-7 (stanične linije tumora dojke). Primakin i neki njegovi derivati imaju snažno djelovanje na MCF-7, iz čega se može zaključiti da bi novi spojevi slične strukture mogli imati specifičan antitumorski učinak na karcinom dojke (Fernandes i sur., 2009).
N-alkilni, cikloalkilni i aril urea derivati primakina ispitivani su na citostatsku i antivirusnu aktivnost. Piridinski derivat imao je najjaču citostatsku aktivnost, ali je pokazao i značajnu citotoksičnost prema ljudskim fibroblastima. Urea derivati (Slika 8) pokazali su najveću selektivnost prema tumorskim stanicama, a piridin i feniletilni derivati uree imali su antivirusno djelovanje na citomegalovirus (Džimbeg i sur., 2008).
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Slika 8. Urea derivati primakina.
Novi urea i karbamatni derivati primakina bili su vrlo selektivni na stanice karcinoma kolona (SW 620) i nešto manje na stanice karcinoma pluća (H 460). Svi ti derivati pokazali su jaku antioksidativnu aktivnost i inhibiciju lipidne peroksidaze (Šimunović i sur., 2009).
1.3. Antitumorski učinak semikarbazida
Hidroksiurea i srodni spojevi, kao npr. hidroksamske kiseline i hidroksisemikarbazidi, sadrže farmakofor –C(=O)NHOH koji se smatra odgovornim za antitumorsko i antivirusno djelovanje (Das i sur., 1999). Istraživanja na tom području rezultirala su daljnjim razvojem u terapiji karcinoma, ali i drugih bolesti. Mehanizam djelovanja hidroksiurea i srodnih spojeva je inhibicija ribonukleotid reduktaze (RR, EC 1.17.4.1), enzima koji katalizira redukciju ribonukleotida u deoksiribonukleotide te tako osigurava građevni materijal za de novo sintezu DNA u svim stanicama koje imaju sposobnost dijeljenja (Nocentini, 1996; Szekeres, 1997). Brojna su istraživanja potvrdila da RR ima bitnu ulogu u ekspresiji neoplastičnih stanica i promociji tumora. Zato bi potencijalni inhibitori ribonukleotid reduktaze mogli biti značajni antitumorski agensi (Raichurkar i sur., 2003). Osim inhibicije RR, hidroksiurea i srodni spojevi pokazali su i druga inhibitorna svojstva, općenito za hidrolitičke enzime koji u sebi sadrže metale.
4-Hidroksisemikarbazidi u svojoj strukturi sadrže hidroksiureidnu, semikarbazidnu i hidroksamsku skupinu. Zbog sličnosti s hidroksamskim kiselinama i hidroksiureama može se očekivati i slično farmakološko djelovanje, prije svega antivirusno, antitumorsko i protuupalno djelovanje. Istraživanja citostatske aktivnosti derivata 4-hidroksisemikarbazida i semikarbazida pokazala su da imaju dobro in vitro djelovanje, dok in vivo nisu bili aktivni (Stewart, 1997).

2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Cilj ovog rada bio je sintetizirati i karakterizirati šest novih derivata primakina i semikarbazida. U daljnjim istraživanjima koja prelaze okvire ovog rada ispitat će se njihovo potencijalno antimalarijsko i antitumorsko djelovanje.
3. MATERIJALI I METODE

Tališta (tt) su određena na Stuart SMP3 instrumentu (Barloworld Scientific, UK) i nisu korigirana. Iskorištenja nisu optimirana.

Za tankoslojnu kromatografiju upotrebljene su silikagel ploče 60 F254 (Kemika, Hrvatska) te cikloheksan/EtOAc/MeOH (3:1:0,5), petroleter/EtOAc/MeOH (3:1:0,75), cikloheksan/EtOAc (1:1) te diklormetan/MeOH (9:1), diklormetan/MeOH (95:5) i diklormetan/MeOH (85:15) kao pokretne faze.

Za kromatografiju na koloni kao nepokretna faza korišten je silikagel veličine čestica 0,063– 0,200 nm (Merck, Njemačka), a kao pokretne faze petroleter/EtOAc/MeOH (3:1:0,75), cikloheksan/EtOAc (1:1), diklormetan/MeOH (95:5) i diklormetan/MeOH (9:1). Analizirani spojevi detektirani su UV zračenjem (λ = 254 nm). IR spektri snimljeni su na Paragon FT-IR spektrofotometru (Perkin Elmer, UK). NMR spektri snimljeni su Bruker AV-600 spektrometrom (Bruker, USA) kod 300,13 MHz za 1H, odnosno kod 75,47 MHz za 13C jezgru. Uzorci su mjereni u DMSO-d6 otopinama u NMR cjevčicama od 5 mm. Kemijski pomaci dani su u ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard. Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS (HPLC, Agilent Technologies 1200 Series; MS, Agilent Technologies 6410 Triple Quad).

Primakin difosfat, benzotriazol, trifozgen, hidrazin hidrat, benzilamin, cikloheksilamin, feniletilamin, benzhidrilamin, O-benziloksiamin hidroklorid, paladij na aktivnom ugljenu i trietilamin nabavljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich (USA).

U eksperimentalnom dijelu korištena su bezvodna otapala. Bezvodni toluen dobiven je sljedećim postupkom: toluen je ekstrahiran vodom, zatim je osušen nad bezvodnim kalcijevim kloridom, destiliran i čuvan nad elementarnim natrijem. 

Sve ostale kemikalije bile su p. a. čistoće.
3.1. Sinteza klorida 1-benzotriazol karboksilne kiseline (BtcCl, 1)
Otopina 1,19 g (10,0 mmol) benzotriazola i 0,0168 g (5,0 mmol) trifozgena u 10 mL bezvodnog toluena refluksirana je 3 h na 115 (C. Otapalo je upareno, a dobiveni BtcCl je bez čišćenja upotrijebljen u daljnjim reakcijama.
3.2. Sinteza 1-karbamoilbenzotriazola (2a-e)

Opća metoda za derivate 2a-e: U otopinu BtcCl (1) (1,815 g, 10,0 mmol) u bezvodnom toluenu dokapana je otopina TEA (1,394mL, 10,0 mmol) i odgovarajućeg amina (10,0 mmol) u toluenu tijekom 0,25 h. Nakon dokapavanja reakcijska smjesa miješana je 1 h na s.t. Reakcijska smjesa uparena je pod sniženim tlakom, zatim je otopljena u smjesi EtOAc i vode (1:1, 30 mL). Organski sloj ekstrahiran je vodom (3×30 mL), osušen nad bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltriran i uparen pod sniženim tlakom. Dobiveni sirovi 1-N-karbamoilbenzotriazoli pročišćeni su prekristalizacijom iz MeOH i vode (2a-b, 2d) ili acetona i vode (2c). IR spektar i talište spoja 2b u potpunosti odgovara ranije sintetiziranom spoju (Butula i sur., 1977).
3.2.1. 1-(N-cikloheksilkarbamoil)benzotriazol (2a)
Količina reaktanta: 0,991 g cikloheksilamina. 

Iskorištenje: 1,710 g (70 %).

tt 73-74 °C (Butula i sur., 1977).
IR (KBr): (max 3327, 2938, 2856, 1733, 1517, 1447, 1360, 1285, 1226, 1090, 1059, 835, 791, 755, 612, 566 cm–1.

1H NMR (DMSO-d6, ( ppm, J/Hz): 8,98 (d, 1H, 1’, J = 8,18 Hz), 8,19 (d, 2H, 3, 6, J = 9,20 Hz), 7,71, 7,54 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,67 Hz), 3,81-3,73 (m, 1H, 2’), 1,93-1,11 (m, 10H, 3’-7’).
13C NMR (DMSO-d6, ( ppm): 148,61 (1), 145,91, 131,89 (2, 7), 130,24 (5), 125,94 (4), 120,17 (6), 114,05 (3), 50,34 (2’), 32,41 (3’, 7’), 25,46 (5’), 25,35 (4’, 6’).
3.2.2. 1-(N-benzilkarbamoil)benzotriazol (2b)

Količina reaktanta: 1,072 g benzilamina. 

Iskorištenje: 1,867 g (74 %).

tt 110 °C.

IR (KBr): (max 3362, 1733, 1526, 1447, 1358, 1288, 1256, 1231, 1076, 1002, 793, 752, 696, 609, 580 cm–1.

1H NMR (DMSO-d6, ( ppm, J/Hz): 9,78 (t, 1H, 1’, J = 5,81 Hz), 8,20 (d, 2H, 3, 6, J = 8,72 Hz), 7,72, 7,55 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,89 Hz), 7,45-7,25 (m, arom., 5H), 4,59 (d, 2H, 3’, J = 6,23 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ( ppm): 149,67 (1), 145,96, 131,84 (2, 7), 139,10 (5’), 130,39 (5), 128,84, 127,88 (5’, 6’, 8’, 9’), 127,54 (7’), 125,98 (4), 120,24 (6), 114,02 (3), 43,94 (3’).
3.2.3. 1-(N-feniletilkarbamoil)benzotriazol (2c)

Količina reaktanta: 1,212 g feniletilamina. 

Iskorištenje: 2,157 g (74 %).

tt 114-115 °C.

IR (KBr): (max 3369, 3024, 2949, 1736, 1530, 1447, 1363, 1288, 1231, 1097, 1002, 840, 749, 699, 588, 563 cm–1.

1H NMR (DMSO-d6, ( ppm, J/Hz): 9,27 (t, 1H, 1’, J = 6,06 Hz), 8,21 (d, 2H, 3, 6, J = 8,48 Hz), 7,71, 7,54 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,27 Hz), 7,34-7,19 (m, arom., 5H), 3,63 (q, 2H, 3’, J = 6,67 Hz), 2,98 (t, 2H, 4’, J = 7,88 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ( ppm): 149,37 (1), 145,92, 131,78 (2, 7), 139,42 (5’), 130,34 (5), 129,15, 128,85 (6’, 7’, 9’, 10’), 126,69 (8’), 125,94 (4), 120,20 (6), 114,01 (3), 41,96, 35,36 (3’, 4’).
3.2.4. 1-(N-benzhidrilkarbamoil)benzotriazol (2d)

Količina reaktanta: 1,833 g benzhidrilamina. 

Iskorištenje: 2,135 g (65 %).

tt 120-122 °C.

IR (KBr): (max 3288, 3028, 2931, 1707, 1520, 1449, 1375, 1293, 1231, 1069, 1031, 931, 752, 695, 644, 607, 535 cm–1.

1H NMR (DMSO-d6, ( ppm, J/Hz): 10,00 (d, 1H, 1’, J = 8,57 Hz), 8,21, 8,17 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,04 Hz), 7,74-7,28 (m, 12H, arom.), 6,40 (d, 1H, 3’, J = 9,11 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ( ppm): 149,16 (1), 145,93, 131,95 (2, 7), 141,62 (4’, 10’), 130,42 (5), 128,87, 128,23 (5’, 6’, 8’, 9’, 11’, 12’, 14’, 15’), 127,82 (7’, 13’), 126,08 (4), 120,27 (6), 113,96 (3), 58,37 (3’).
3.2.5. 1-(N-benziloksikarbamoil)benzotriazol (2e)

Otopina BtcCl (1) (1,815 g, 10,0 mmol) u bezvodnom dioksanu dokapana je u suspenziju benziloksiamina hidroklorida (1,596 g, 10,0 mmol) i TEA (2,788 mL, 20,0 mmol) u dioksanu tijekom 0,25 h. Nakon dokapavanja reakcijska smjesa miješana je 2 h na s.t. Talog TEA hidroklorida je odsisan, a matičnica je uparena pod sniženim tlakom. Dobiven sirovi produkt 2e je prekristaliziran iz smjese EtOAc/eter. IR spektar i talište spoja 2e u potpunosti odgovara ranije sintetiziranom spoju (Butula, 2000).
Iskorištenje: 3,094 g (84 %).

tt 113-114 °C (Butula, 2000)
IR (KBr): (max 3246, 3133, 3030, 2947, 2884, 1728, 1603, 1484, 1367, 1289, 1231, 1132, 1093, 1003, 924, 869, 751, 699, 563 (lit) cm–1.

1H NMR (DMSO-d6, ( ppm, J/Hz): 9,95 (s, 1H, 1’), 8,27, 8,09 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,20 Hz, 8,50 Hz), 7,67, (t, 2H, 4, 5, J = 7,7 Hz), 7,48-7,34 (m, arom., 5H), 5,14 (s, 2H, 3’).
13C NMR (DMSO-d6, ( ppm): 148,68 (1), 145,72, 131,54 (2, 7), 134,46 (4’), 130,23 (5), 129,28, 128,63 (5’, 6’, 8’, 9’), 126,97 (7’), 125,66 (4), 120,07 (6), 113,49 (3), 79,24 (3’).
3.3. Sinteza semikarbazida (3a-e)

Opća metoda za derivate 3a-d: U otopinu hidrazin hidrata (1,02 mL, 21,0 mmol) u dioksanu dokapana je otopina odgovarajućeg 1-karbamoilbenzotriazola (7,0 mmol) u dioksanu tijekom 0,25 h. Reakcijska smjesa je miješana 1 h na s.t. (3d) ili 16 h (3a-c) na 30 °C, zatim uparena pod sniženim tlakom. Sirovi produkti 3a-d dobiveni su kromatografijom na koloni (3a-c) ili ekstrakcijom s EtOAc u lužnatom mediju (3d).

3.3.1. N-cikloheksilhidrazinkarboksamid (3a)

Pokretna faza za kromatografiju: diklormetan/MeOH (9:1)

Količina reaktanta: 1,710 g spoja 2a
Iskorištenje: 0,430 g (39 %)

tt 103-113 °C

IR (KBr): (max 3377, 3342, 3308, 3109, 2934, 2852, 1683, 1640, 1568, 1536, 1448, 1375, 1350, 1312, 1278, 1252, 1186, 1158, 1104, 1054, 967, 940, 890, 639 cm–1.
3.3.2. N-benzilhidrazinkarboksamid (3b)
Pokretna faza za kromatografiju: petroleter/EtOAc/MeOH (3:1:0,75)

Količina reaktanta: 1,766 g spoja 2b
Iskorištenje: 0,809 g (70 %)

tt 107-112 °C

IR (KBr): (max 3382, 3336, 3227, 3083, 2917, 1660, 1532, 1451, 1421, 1365, 1325, 1264, 1148, 1065, 1030, 958, 871, 735, 701, 640, 577 cm–1.
3.3.3. N-feniletilhidrazinkarboksamid (3c)

Pokretna faza za kromatografiju: petroleter/EtOAc/MeOH (3:1:0,75)

Količina reaktanta: 1,864 g spoja 2c
Iskorištenje: 0,815 g (65 %)

tt 115-119 °C

IR (KBr): (max 3352, 3251, 3067, 2928, 1648, 1541, 1368, 1312, 1198, 1148, 1027, 914, 749, 698, 557 cm–1.
3.3.4. N-benzhidrilhidrazinkarboksamid (3d)

Uparena reakcijska smjesa otopljena je u EtOAc (30 mL) i ekstrahirana je zaluženom vodom (3×30 mL, 10 kapi 5 % NaOH) i vodom (2×30 mL), osušena nad bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltrirana i uparena pod sniženim tlakom.

Količina reaktanta: 2,299 g spoja 2d
Iskorištenje: 1,059 g (63 %)

tt 191-193 °C

IR (KBr): (max 3406, 3337, 3217, 3084, 3026, 2920, 1662, 1525, 1492, 1452,1198, 1154, 1072, 1011, 978, 759, 742, 700, 610, 578, 532 cm–1.
3.3.5. N-(benziloksi)hidrazinkarboksamid (3e)

U otopinu hidrazin hidrata (0,374 mL, 7,7 mmol) u dioksanu dokapana je otopina 1-(N-benziloksikarbamoil)benzotriazola (2e; 1,878 g, 7,0 mmol) u dioksanu tijekom 0,25 h. Reakcijska smjesa je miješana 1 h na s.t. i zatim uparena. Sirovi produkt 3e dobiven je kromatografijom na koloni, uz pokretnu fazu diklorometan/MeOH 95:5 te je prekristaliziran iz etera.

Količina reaktanta: 1,878 g spoja 2e
Iskorištenje: 0,860 g (82 %)

tt 90-92 °C

IR (KBr): (max 3332, 3287, 3217, 3061, 3030, 2962, 2925, 2875, 1655, 1637, 1517, 1456, 1366, 1325, 1096, 797, 751, 702, 680 cm–1.
3.4. Sinteza benzotriazolida semikarbazida (4a-e)

Opća metoda za derivate 4a-e: U otopinu BtcCl (1) (0,908 g, 5,0 mmol) u bezvodnom toluenu dokapana je otopina TEA (0,697 mL, 5 mmol) i odgovarajućeg semikarbazida (3a-e, 5,0 mmol) u toluenu tijekom 0,25 h uz hlađenje na vodenoj kupelji (4b-e) ili na ledenoj vodenoj kupelji (4a). Nakon dokapavanja reakcijska smjesa miješana je 1 h na s.t. (4b-e) ili 0,5 h u ledenoj kupelji (4a).
Daljni postupak za derivate 4b, c i e: Reakcijska smjesa uparena je pod sniženim tlakom, zatim je otopljena u smjesi EtOAc i vode (1:1, 30 mL). Organski sloj ekstrahiran je vodom (3×40 mL), osušen nad bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltriran i uparen pod sniženim tlakom. Sirovi produkti pročišćeni su prekristalizacijom iz etera i petroletera.

3.4.1. 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karbonil)-N-cikloheksilhidrazinkarboksamid (4a)

Produkt 4a upotrebljen je u daljnjim reakcijama bez izolacije pa je njegova struktura dokazana indirektno. 

Količina reaktanta: 0,786 g spoja 3a
3.4.2. 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karbonil)-N-benzilhidrazinkarboksamid (4b)

Količina reaktanta: 0,826 g spoja 3b
Iskorištenje: 0,884 g (57 %)

tt 146-147 °C

IR (KBr): (max 3310, 1753, 1659, 1576, 1495, 1450, 1380, 1290, 1254, 1029, 747, 698, 615 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 10,92, 8,40 (2s, 2H, 1’, 2’), 8,23, 8,20 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,27 Hz), 7,75, 7,58 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,40 Hz), 7,35-7,21 (m, 6H, arom., 4’), 4,28 (d, 2H, 5’, J = 6,09 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 158,41 (3’), 150,15 (1), 145,65, 132,05 (2, 7), 140,93 (6’), 130,58 (5), 128,56, 127,42 (7’, 8’, 10’, 11’), 126,99, 126,18 (9’, 4), 120,29 (6), 113,98 (3), 43,10 (5’).
3.4.3. 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karbonil)-N-feniletilhidrazinkarboksamid (4c)

Količina reaktanta: 0,896 g spoja 3c
Iskorištenje: 0,778 g (48 %)

tt 135-136 °C

IR (KBr): (max 3299, 1766, 1745, 1650, 1488, 1449, 1380, 1288, 1236, 1030, 750, 700 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 10,83, 8,30 (2s, 2H, 1’, 2’), 8,23, 8,19 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,39 Hz), 7,75, 7,58 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,59 Hz), 7,30-7,16 (m, arom., 5H), 6,81 (s, 1H, 4’), 3,27 (q, 2H, 5’, J = 6,75 Hz), 2,73 (t, 2H, 6’, J = 7,59 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 158,20 (3’), 150,12 (1), 145,65, 132,02 (2, 7), 140,05 (6’), 130,60 (5), 129,12, 128,78 (7’, 8’, 10’, 11’), 126,47, 126,19 (9’, 4), 120,31 (6), 113,96 (3), 41,51, 36,42 (5’, 6’).
3.4.4. N-benzhidril-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karbonil)hidrazinkarboksamid (4d)

Uparena reakcijska smjesa je rastrljana u smjesi EtOAc i vode, odsisani talog rastrljan je u smjesi etera/petroletera.

Količina reaktanta: 1,206 g spoja 3d
Iskorištenje: 1,468 g (76 %
tt 164-166 °C

IR (KBr): (max 3322, 1771, 1663, 1570, 1495, 1446, 1376, 1367, 1286, 1231, 1018, 793, 750, 703, 630 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 10,88, 8,30 (2s, 2H, 1’, 2’), 8,24-8,18 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,43 Hz), 7,75, 7,57 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,66 Hz), 7,66 (d, 1H, 4’), 7,37-7,25 (m, arom., 10H), 6,05 (d, 1H, 5’, J = 8,43 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 157,56 (3’), 150,19 (1), 145,66, 132,00 (2, 7), 143,41 (6’), 130,64 (5), 128,74, 127,80 (7’, 8’, 10’, 11’, 13’, 14’, 16’, 17’), 127,33 (9’, 15’), 126,22 (4), 120,32 (6), 113,92 (3), 57,22 (5’).
3.4.5. 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karbonil)-N-(benziloksi)hidrazinkarboksamid (4e)

Količina reaktanta: 0,749 g spoja 3e
Iskorištenje: 1,191 g (73 %)

tt 90-93 °C (raspad)

IR (KBr): (max 3482, 3376, 3164, 3005, 2924, 2854, 1738, 1674, 1556, 1287, 1033, 905, 744, 704, 652 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 10,97, 9,87, 9,31 (3s, 3H, 1', 2', 4'), 8,25, 8,19 (2, 2H, 3, 6, J = 8,22 Hz), 7,77, 7,59 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,59 Hz), 7,49-7,35 (m, 5H, arom.,), 4,85 (s, 2H, 3').
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 159,37 (3'), 149,86 (1), 145,66, 131,92 (2,7), 136,74 (4'), 130,78 (5), 129,20, 128,68 (5', 6', 8', 9'), 128,54 (7'), 126,31 (4), 120,42 (6), 113,79 (3), 78,11 (3').
3.5. Primakin
Postupak oslobađanja baze: Primakin difosfat (1,821g, 4,0 mmol) otopljen je u vodi, zalužen 10 %-tnom NaOH do pH 9 i ekstrahiran 4 puta diklormetanom. Organski sloj osušen je nad bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltriran i uparen. Dobiveni primakin (žuto ulje) upotrijebljen je u daljnjim reakcijama bez čišćenja. Postupak je izveden uz zaštitu od svjetlosti neposredno prije reakcija sinteze karbonilsemikarbazidnih derivata primakina.
3.6. Sinteza karbonilsemikarbazidnih derivata primakina (5a-e)

Opća metoda za derivate 5b-e: Otopina odgovarajućeg benzotriazolida semikarbazida (4b-e; 4 mmol), primakina (1,037 g, 4,0 mmol) i TEA (1,67 mL, 12,0 mmol) u dioksanu miješana je 3 h na s.t. te je uparena pod sniženim tlakom i otopljena u EtOAc (30 mL; 5d i e). Organski sloj ekstrahiran je zaluženom vodom (3×30 mL, 10 kapi 5 % NaOH) i vodom (2×30 mL), osušen nad bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltriran i uparen pod sniženim tlakom. Sirovi produkti 5d i e dobiveni su kromatografijom na koloni, uz pokretnu fazu diklorometan/MeOH 95:5 (5d i e) te su prekristalizirani iz etera (5e) ili etera i petroletera (5d). Sirovi produkti 5b i c pročišćeni su prekristalizacijom iz smjese etera, EtOAc i petroletera (3×10 mL; 5b) ili etera i EtOAc (5c). 
3.6.7. N1-cikloheksil-N2-(4-(6-metoksikinolin-8-ilamino)pentil)hidrazin-1,2-dikarboksamid (5a)

U otopinu benzotriazolid N-cikloheksilsemikarbazida (4a; 4,0 mmol) u suhom toluenu dokapana je otopina primakina (1,037 g, 4,0 mmol) i TEA (1,67 mL, 12,0 mmol) u dioksanu tijekom 0,25 h. Reakcijska smjesa miješana je 8 h uz hlađenje na ledenoj vodenoj kupelji te je uparena pod sniženim tlakom, rastrljana u smjesi dioksana i vode te je talog odsisan i ponovo rastrljan u smjesi EtOAc i vode. Dobiveni sirovi produkt prekristaliziran je iz vrućeg MeOH i vode.

Količina reaktanta: - (bez obrade korištena reakcijska smjesa 4a)
Iskorištenje: 1,394 g (63 %)

tt 163-168 °C

IR (KBr): (max 3312, 3228, 3091, 2932, 2855, 1664, 1618, 1548, 1521, 1456, 1423, 1389, 1336, 1285, 1239, 1220, 1201, 1158, 1133, 1052, 1031, 822, 791, 680, 625, 532 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 8,53 (d, 1H, 11, J = 4,04 Hz), 8,07 (d, 1H, 13, J = 8,07 Hz), 7,47-7,40 (2s, q, 3H, 1’, 2’, 12), 6,47 (s, 1H, 17), 6,35 (t, 1H, 2, J = 4,84 Hz), 6,26 (s, 1H, 15), 6,11, 5,96 (2d, 2H, 8, 5’, J = 8,07 Hz), 3,82 (s, 3H, 18), 3,65-3,57 (m, 1H, 6), 3,40 (m, 1H, 5’), 1,72-1,04 (m, 17H, 3, 4, 6, 6’-10’).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 159,47, 159,15, 158,27 (1, 16, 3'), 145,10 (9), 144,69 (11), 135,27 (13), 134,98 (10), 130,05 (14), 122,56 (12), 96,55 (17), 92,06 (15), 55,45 (18), 48,41 (5'), 47,52 (6), 39,53 (3), 33,84 (5), 33,44 (6', 10'), 27,14 (4), 25,64 (8'), 25,08 (7', 9'), 20,66 (7).
MS/MS m/z 443,3 (M + H)+.
3.6.8. N1-benzil-N2-(4-(6-metoksikinolin-8-ilamino)pentil)hidrazin-1,2-dikarboksamid (5b)

Količina reaktanta: 1,241 g spoja 4b
Iskorištenje: 1,153 g (64 %)

tt 200-203 °C

IR (KBr): (max 3306, 3223, 3089, 2933, 1664, 1616, 1572, 1555, 1519, 1455, 1423, 1387, 1322, 1219, 1201, 1158, 1051, 1030, 820, 790, 735, 700, 626 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 8,54 (d, 1H, 11, J = 3,87 Hz), 8,08 (d, 1H, 13, J = 8,12 Hz), 7,66, 7,61 (2s, 2H, 1’, 2’), 7,42 (q, 1H, 12, J = 4,06 Hz), 7,26-7,14 (m, arom., 5H, 7’-11’), 6,90 (t, 1H, 4’, J = 5,42 Hz), 6,47 (s, 1H, 17), 6,42 (t, 1H, 2, J = 4,84 Hz), 6,26 (s, 1H, 15), 6,12 (d, 1H, 8, J = 8,70 Hz), 4,21 (d, 1H, 5’, J = 5,80 Hz), 3,82 (s, 3H, 18), 3,66-3,57 (m, 1H, 6), 3,05 (q, 2H, 3), 1,65-1,46 (m, 4H, 4, 5), 1,20 (d, 3H, 7, J = 6,00 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 159,48, 159,25, 159,08 (1, 16, 3'), 145,12 (9), 144,71 (11), 141,09 (6'), 135,27 (13), 135,00 (10), 130,06 (14), 128,48, 127,40 (7', 8',10', 11'), 126,85 (9'), 122,58 (12), 96,54 (17), 92,05 (15), 55,46 (18), 47,54 (6), 43,00 (5'), 39,65 (3), 33,85 (5), 27,20 (4), 20,69 (7).
MS/MS m/z 451,3 (M + H)+.
3.6.9. N1-(4-(6-metoksikinolin-8-ilamino)pentil)-N2-feniletilhidrazin-1,2-dikarboksamid (5c)

Količina reaktanta: 1,297 g spoja 4c
Iskorištenje: 1,264 g (68 %)

tt 174-176 °C

IR (KBr): (max 3302, 3226, 3088, 2933, 1662, 1616, 1575, 1554, 1520, 1455, 1423, 1387, 1326, 1219, 1200, 1157, 1131, 1051, 1131, 820, 790, 750, 700, 624 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 8,50 (d, 1H, 11, J = 3,79 Hz), 8,04 (d, 1H, 13, J = 7,81 Hz), 7,54, 7,47 (2s, 2H, 1’, 2’), 7,39 (q, 1H, 12, J = 4,24 Hz), 7,26-7,11 (m, arom., 5H, 8’-12’), 6,44 (s, 1H, 17), 6,33-6,28 (2t, 2H, 2, 4’), 6,24 (s, 1H, 15), 6,09 (d, 1H, 8, J = 8,70 Hz), 3,80 (s, 3H, 18), 3,62-3,57 (m, 1H, 6), 3,20 (q, 2H, 5’, J = 6,47 Hz), 3,02 (q, 2H, 3), 2,66 (t, 2H, 6’, J = 7,14 Hz), 1,63-1,43 (m, 4H, 4, 5), 1,18 (d, 3H, 7, J = 6,03 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 159,49, 159,10, 159,02 (1, 16, 3'), 145,14 (9), 144,71 (11), 140,11 (7'), 135,26 (13), 135,02 (10), 130,06 (14), 129,09, 128,73 (8', 9',11', 12'), 126,40 (10'), 122,55 (12), 96,57 (17), 92,11 (15), 55,46 (18), 47,56 (6), 41,28 (5'), 39,64 (3), 36,48 (6'), 33,89 (5), 27,15 (4), 20,70 (7).
MS/MS m/z 465,3 (M + H)+.
3.6.10. N1-benzhidril-N2-(4-(6-metoksikinolin-8-ilamino)pentil)hidrazin-1,2-dikarboksamid (5d)

Količina reaktanta: 1,546 g spoja 4d
Iskorištenje: 0,801 g (65 %)

tt 90°C (raspad)

IR (KBr): (max 3311, 2960, 2933, 2869, 1662, 1616, 1575, 1555, 1519, 1454, 1423, 1387, 1220, 1202, 1158, 1052, 1030, 822, 791, 747, 700, 625 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 8,51 (d, 1H, 11, J = 3,13 Hz), 8,05 (d, 1H, 13, J = 8,13 Hz), 7,61, 7,54 (2s, 2H, 1’, 2’), 7,39 (q, 1H, 12, J = 4,17 Hz, 3,75 Hz), 7,29-7,17 (m, arom., 10H, 7’-11’, 13’-17’), 6,98 (d, 1H, 4’, J = 8,34 Hz), 6,45 (s, 1H, 17), 6,35 (t, 1H, 2), 6,24 (s, 1H, 15), 6,09 (d, 1H, 8, J = 8,55 Hz), 5,91 (d, 1H, 5’, J = 8,34 Hz), 3,80 (s, 3H, 18), 3,63-3,55 (m, 1H, 6), 3,02 (q, 2H, 3), 1,62-1,41 (m, 4H, 4, 5), 1,17 (d, 3H, 7, J = 5,84 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 159,51, 159,12, 158,29 (1, 16, 3'), 145,14 (9), 144,71 (11), 143,57 (6', 12'), 135,26 (13), 135,03 (10), 130,07 (14), 128,74, 127,60 (7', 8',10', 11', 13', 14', 16', 17'), 127,26 (9', 15'), 122,56 (12), 96,57 (17), 92,13 (15), 57,21(5'), 55,47 (18), 47,56 (6), 39,68 (3), 33,89 (5), 27,19 (4), 20,69 (7).
MS/MS m/z 527,3 (M + H)+.
3.6.11. N1-(benziloksi)-N2-(4-(6-metoksikinolin-8-ilamino)pentil)hidrazin-1,2-dikarboksamid (5e)

Količina reaktanta: 1,037 g spoja 4e
Iskorištenje: 0,802 g (43 %)

tt 102-104 °C

IR (KBr): (max 3300, 3216, 3089, 2934, 1670, 1617, 1573, 1520, 1455, 1423, 1387, 1328, 1219, 1201, 1157, 1051, 1030, 820, 790, 738, 697, 625 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 9,48, 8,42, 7,50 (3s, 3H, 1’, 2’, 4’), 8,55 (dd, 1H, 11, J = 3,92 Hz), 8,08 (d, 1H, 13, J = 8,19 Hz), 7,45-7,31 (m, arom., 6H, 7’-11’, 12), 6,48 (d, 1H, 17, J = 2,26 Hz), 6,28 (d, 1H, 15, J = 2,14 Hz), 6,18 (t, 1H, 2, J = 5,70 Hz), 6,13 (d, 1H, 8, J = 8,78 Hz), 4,77 (s, 2H, 5’), 3,83 (s, 3H, 18), 3,68-3,59 (m, 1H, 6), 3,04 (q, 2H, 3), 1,66-1,43 (m, 4H, 4, 5), 1,22 (d, 3H, 7, J = 6,17 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 160,16, 159,47, 158,98 (1, 16, 3'), 145,11 (9), 144,72 (11), 136,95 (6'), 135,27 (13), 135,00 (10), 130,05 (14), 129,23, 128, 59 (7', 8',10', 11'), 128,42 (9'), 122,58 (12), 96,58 (17), 92,08 (15), 77,85 (5'), 55,46 (18), 47,51 (6), 39,71 (3), 33,87 (5), 27,24 (4), 20,70 (7).
MS/MS m/z 467,3 (M + H)+.
3.6.12. N1-hidroksi-N2-(4-(6-metoksikinolin-8-ilamino)pentil)hidrazin-1,2-dikarboksamid (6a)

Suspenzija O-benzilnog derivata 5e (0,467 g, 1,0 mmol) i 100 mg 10 %-tnog Pd/C u metanolu (15 mL) hidrogenirana je pod atmosferskim tlakom vodika na s.t. tijekom 1,5 h. Katalizator je odsisan, a otapalo upareno pod sniženim tlakom. Sirovi produkt je pročišćen prekristalizacijom iz etera i petroletera.
Iskorištenje: 0,280 g (60 %)

tt 112 °C

IR (KBr): (max 3262, 2929, 2857, 1654, 1616, 1576, 1558, 1520, 1456, 1423, 1388, 1221, 1202, 1159, 1052, 1031, 822, 791, 625 cm–1.
1H NMR (DMSO-d6, ppm, J/Hz): 8,70, 8,21, 7,45 (3s, 3H, 1’, 2’, 4’), 8,54 (m, 2H, 11, -OH), 8,08 (dd, 1H, 13, J = 1,55 Hz, 6,59Hz), 7,43-7,41 (m, 1H, 12), 6,48 (d, 1H, 17, J = 2,33 Hz), 6,27 (d, 1H, 15, J = 2,33 Hz), 6,17 (t, 1H, 2, J = 5,82 Hz), 6,14-6,11 (m, 1H, 8), 3,83 (s, 3H, 18), 3,66-3,58 (m, 1H, 6), 3,04 (q, 2H, 3), 1,64-1,46 (m, 4H, 4, 5), 1,21 (d, 3H, 7, J = 6,21 Hz).
13C NMR (DMSO-d6, ppm): 160,86, 158,92, 158,51 (1, 16, 3'), 144,52 (9), 144,15 (11), 134,76 (13), 134,38 (10), 129,50 (14), 122,02 (12), 96,05 (17), 91,54 (15), 54,91 (18), 46,96 (6), 39,08 (3), 33,30 (5), 26,67 (4), 20,12 (7).
MS/MS m/z 377,3 (M + H)+.

4. REZULTATI I RASPRAVA

Zadatak ovog rada bio je sinteza šest novih derivata antimalarijskog lijeka primakina, a to su N-cikloheksil-, N-benzil-, N-feniletil-, N-benzhidril-, N-benziloksi- te N-hidroksi-semikarbazidi primakina polazeći iz odgovarajućih karbamoilbenzotriazola (Shema 1).
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Shema 1. Sinteza primakinskih derivata

Početni spoj za sintezu derivata primakina bio je klorid 1–benzotriazol karboksilne kiseline (BtcCl, 1). Taj spoj dobiven je refluksiranjem benzotriazola i trifozgena u otopini toluena pri 115 (C (Shema 2) (Kalčić i sur., 2003). Klorid 1 može se prirediti i iz benzotriazola i 20 % otopine fozgena. Dobiveni klorid je bez daljnjeg čišćenja upotrebljen u sljedećem reakcijskom koraku, sintezi karbamoilbenzotriazola (2a-e) prema postupku opisanom u literaturi (Butula, 1977). 
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Shema 2. Sinteza klorida 1-benzotriazol karboksilne kiseline (Btc, 1).

Iz klorida 1-benzotriazol karboksilne kiseline (BtcCl, 1) i odgovarajućih amina priređeni su karbamoilbenzotriazoli (2). Reakcija je izvođena uz trietilamin (TEA) koji služi kao akceptor HCl-a koji veže klorovodik oslobođen u reakciji. U reakcijama su upotrebljeni alifatski (cikloheksilamin) i aromatski amini (benzilamin, feniletilamin, benzhidrilamin i benziloksiamin hidroklorid). Dobiveni spojevi otopljeni su u EtOAc i ekstrahirani vodom kako bi uklonili nastalu sol trietilamin hidroklorida.

Reakcijom karbamoilbenzotriazola i hidrazin hidrata u dioksanu dobiveni su odgovarajući semikarbazidi (3). Ti spojevi su opisani u literaturi i komercijalno dostupni. N-benzhidrilsemikarbazid (3d) otopljen je u EtOAc te ekstrahiran u zaluženoj vodi radi uklanjanja oslobođenog benzotriazola koji je zaluživanjem prešao u sol topljivu u vodenoj fazi. Ostali semikarbazidi (3a-c, 3e) izolirani su kromatografijom na koloni. Zbog njihove dobre topljivosti u vodi, nije bilo moguće provesti ekstrakciju u svrhu pročišćavanja produkata.
Reakcijom semikarbazida s aromatskim supstituentom (3b-d) i klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline (1) u prisutnosti trietilamina (TEA) dobiveni su i izolirani odgovarajući benzotriazolidi semikarbazida (4b-e). U reakciji N-cikloheksilsemikarbazida i klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline (1) nije nastao željeni produkt. Već nakon 0,5 h na s.t. u reakcijskoj smjesi je uočen benzotriazol što ukazuje da je reakcija nakon nastanka željenog benzotriazoida 4a krenula u smjeru njegove intramolekularne ciklizacije. Pri tome je nastao peteročlani prsten 1,2,4-triazolidin-3,5-dion (Slika 9).
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Slika 9. Ciklizacija spoja 4a
Ciklizaciju i pregradnju spriječili smo hlađenjem reakcije na ledenoj vodenoj kupelji. Nastali spoj (4a) nismo izolirali, već smo nastavili daljnju sintezu u ledenoj vodenoj kupelji, bez pročišćavanja kako ne bi povišenjem temperature došlo do već spomenute ciklizacije. Benzotriazolidi semikarbazida (4b, 4c, 4e) otopljeni su u EtOAc i ekstrahirani vodom radi uklanjanja nastalog trietilamin hidroklorida. Benzotriazolid N-benzhidrilsemikarbazid (4d) pročišćen je prekristalizacijom u eteru i petroleteru zbog netopljivosti u EtOAc.
Primakin u obliku baze dobiven je oslobađanjem iz primakin difosfata zaluživanjem 10 %-tnom otopinom NaOH do pH 9. Reakcija je izvođena u zamračenoj prostoriji radi fotosenzibilnosti primakina. 

Reakcijom primakina i odgovarajućih benzotriazolida (4a-e) u prisutnosti trietilamina (TEA) nastali su odgovarajući alkilni i arilni karbonilsemikarbazidni derivati primakina (5a-e) supstitucijom benzotriazola s primakinom. Ti derivati pročišćeni su ekstrakcijom u lužnatom, kromatografijom na koloni i prekristalizacijom ovisno o njihovoj topljivosti. U reakcijama u kojima se oslobađa benzotriazol ekstrakcija u lužnatom ili kiselom mediju je dobra metoda uklanjanja benzotriazola zbog njegove topljivosti u kiseloj ili lužnatoj vodi. U ovim reakcijama nije korišten kiseli pH zbog mogućnosti nastanka soli na slobodnoj amino skupini derivata primakina i HCl-a (Slika 10). 
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Slika 10. Slobodna amino skupina u primakinskim derivatima

Hidroksi derivat primakina 6a dobiven je katalitičkim hidrogeniranjem O-benzilnog derivata 5e pri atmosferskom tlaku vodika uz 10 %-tni Pd/C i MeOH kao otapalo pri čemu dolazi do uklanjanja benzilne skupine (Slika 11).
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Slika 11. Hidrogeniranje spoja 5e

Svi sintetizirani spojevi osim klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline 1 semikarbazida (3) i nekih karbamoilbenzotriazola (2a, c i e) su novi spojevi koji do sada nisu opisani u literaturi. U potpunosti su karakterizirani uobičajenim spektroskopskim metodama (IR, 1H i 13C NMR, MS) te je praškastim produktima određeno talište. Analitički i spektroskopski podaci za sve sintetizirane spojeve prikazani su u Tablicama 1-10. 
Tablica 1. Analitički podaci za karbamoilbenzotriazole 2a-e
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	Spoj
	R
	tt

((C)
	Molekulska formula
	Mr
	IR (KBr) (max
(cm(1)

	2a
	
[image: image22.emf]
	73-74 (lit)
	C13H16N4O
	244,29
	3327, 2938, 2856, 1733, 1517, 1447, 1360, 1285, 1226, 1090, 1059, 835, 791, 755, 612, 566

	2b
	
[image: image23.emf]
	110
	C14H12N4O
	252,27
	3362, 1733, 1526, 1447, 1358, 1288, 1256, 1231, 1076, 1002, 793, 752, 696, 609, 580

	2c
	
[image: image24.emf]
	114-115
	C15H14N4O
	266,30
	3369, 3024, 2949, 1736, 1530, 1447, 1363, 1288, 1231, 1097, 1002, 840, 749, 699, 588, 563

	2d
	
[image: image25.emf]
	120-122
	C20H16N4O
	328,37
	3288, 3028, 2931, 1707, 1520, 1449, 1375, 1293, 1231, 1069, 1031, 931, 752, 695, 644, 607, 535

	2e
	
[image: image26.emf]O


	113-114

(lit)
	C14H12N4O2
	268,27
	3246, 3133, 3030, 2947, 2884, 1728, 1603, 1484, 1367, 1289, 1231, 1132, 1093, 1003, 924, 869, 751, 699, 563 (lit)


Tablica 2. 1H NMR za karbamoilbenzotriazole 2a-e
	Spoj
	R
	1H NMR (DMSO-d6, ( ppm)

	2a
	
[image: image27.emf]2'

3'

4'

5'

6'

7'


	8,98 (d, 1H, 1’, J = 8,18 Hz), 8,19 (d, 2H, 3, 6, J = 9,20 Hz), 7,71, 7,54 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,67 Hz), 3,81-3,73 (m, 1H, 2’), 1,93-1,11 (m, 10H, 3’-7’)

	2b
	
[image: image28.emf]3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'


	9,78 (t, 1H, 1’, J = 5,81 Hz), 8,20 (d, 2H, 3, 6, J = 8,72 Hz), 7,72, 7,55 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,89 Hz), 7,45-7,25 (m, arom., 5H), 4,59 (d, 2H, 3’, J = 6,23 Hz)

	2c
	
[image: image29.emf]3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'


	9,27 (t, 1H, 1’, J = 6,06 Hz), 8,21 (d, 2H, 3, 6, J = 8,48 Hz), 7,71, 7,54 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,27 Hz), 7,34-7,19 (m, arom., 5H), 3,63 (q, 2H, 3’, J = 6,67 Hz), 2,98 (t, 2H, 4’, J = 7,88 Hz)

	2d
	
[image: image30.emf]3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'

13'

14'

15'


	10,00 (d, 1H, 1’, J = 8,57 Hz), 8,21, 8,17 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,04 Hz), 7,74-7,28 (m, 12H, arom.), 6,40 (d, 1H, 3’, J = 9,11 Hz)

	2e (lit)
	
[image: image31.emf]3'

4'
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	9,95 (s, 1H, 1’), 8,27, 8,09 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,20 Hz, 8,50 Hz), 7,67, (t, 2H, 4, 5, J = 7,7 Hz), 7,48-7,34 (m, arom., 5H), 5,14 (s, 2H, 3’)


Tablica 3. 13C NMR za karbamoilbenzotriazole 2a-e
	Spoj
	R
	13C NMR (DMSO-d6, ( ppm)

	2a
	
[image: image32.emf]2'

3'

4'

5'

6'

7'


	148,61 (1), 145,91, 131,89 (2, 7), 130,24 (5), 125,94 (4), 120,17 (6), 114,05 (3), 50,34 (2’), 32,41 (3’, 7’), 25,46 (5’), 25,35 (4’, 6’)

	2b
	
[image: image33.emf]3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'


	149,67 (1), 145,96, 131,84 (2, 7), 139,10 (5’), 130,39 (5), 128,84, 127,88 (5’, 6’, 8’, 9’), 127,54 (7’), 125,98 (4), 120,24 (6), 114,02 (3), 43,94 (3’)

	2c
	
[image: image34.emf]3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'


	149,37 (1), 145,92, 131,78 (2, 7), 139,42 (5’), 130,34 (5), 129,15, 128,85 (6’, 7’, 9’, 10’), 126,69 (8’), 125,94 (4), 120,20 (6), 114,01 (3), 41,96, 35,36 (3’, 4’)

	2d
	
[image: image35.emf]3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'
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13'

14'

15'


	149,16 (1), 145,93, 131,95 (2, 7), 141,62 (4’, 10’), 130,42 (5), 128,87, 128,23 (5’, 6’, 8’, 9’, 11’, 12’, 14’, 15’), 127,82 (7’, 13’), 126,08 (4), 120,27 (6), 113,96 (3), 58,37 (3’)

	2e (lit)
	
[image: image36.emf]3'

4'
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	148,68 (1), 145,72, 131,54 (2, 7), 134,46 (4’), 130,23 (5), 129,28, 128,63 (5’, 6’, 8’, 9’), 126,97 (7’), 125,66 (4), 120,07 (6), 113,49 (3), 79,24 (3’)


Tablica 4. Analitički podaci za semikarbazide 3a-e
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	Spoj
	R
	tt

((C)
	Molekulska formula
	Mr
	IR (KBr) (max
(cm(1)

	3a
	
[image: image38.emf]
	103-113
	C7H15N3O
	157,21
	3377, 3342, 3308, 3109, 2934, 2852, 1683, 1640, 1568, 1536, 1448, 1375, 1350, 1312, 1278, 1252, 1186, 1158, 1104, 1054, 967, 940, 890, 639

	3b
	
[image: image39.emf]
	107-112
	C8H11N3O
	165,19
	3382, 3336, 3227, 3083, 2917, 1660, 1532, 1451, 1421, 1365, 1325, 1264, 1148, 1065, 1030,958, 871, 735, 701, 640, 577

	3c
	
[image: image40.emf]
	115-119
	C9H13N3O
	179,22
	3352, 3251, 3067, 2928, 1648, 1541, 1368, 1312,1198, 1148, 1027, 914, 749, 698, 557

	3d
	
[image: image41.emf]
	191-193
	C14H15N3O
	241,29
	3406, 3337, 3217, 3084, 3026, 2920, 1662, 1525, 1492, 1452,1198, 1154, 1072, 1011, 978, 759, 742, 700, 610, 578, 532

	3e
	
[image: image42.emf]O


	90-92
	C8H11N3O2
	181,19
	3332, 3287, 3217, 3061, 3030, 2962, 2925, 2875, 1655, 1637, 1517, 1456, 1366, 1325, 1096, 797, 751, 702, 680


Tablica 5. Analitički podaci za benzotriazolide semikarbazida 4a-e
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	4a
	
[image: image44.emf]
	-
	C14H18N6O2
	302,33
	-

	4b
	
[image: image45.emf]
	146-147
	C15H14N6O2
	310,31
	3310, 1753, 1659, 1576, 1495, 1450, 1380, 1290, 1254, 1029, 747, 698, 615

	4c
	
[image: image46.emf]
	135-136
	C16H16N6O2
	324,33
	3299, 1766, 1745, 1650, 1488, 1449, 1380, 1288, 1236, 1030, 750, 700

	4d
	
[image: image47.emf]
	164-166
	C21H18N6O2
	386,41
	3322, 1771, 1663, 1570, 1495, 1446, 1376, 1367, 1286, 1231, 1018, 793, 750, 703, 630

	4e
	
[image: image48.emf]O


	90-93

(raspad)
	C15H14N6O3
	326,41
	3482, 3376, 3164, 3005, 2924, 2854, 1738, 1674, 1556, 1287, 1033, 905, 744, 704, 652


Tablica 6. 1H NMR za benzotriazolide semikarbazida 4a-e
	Spoj
	R
	1H NMR (DMSO-d6, ( ppm)

	4a
	
[image: image49.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'


	-

	4b
	
[image: image50.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'


	10,92, 8,40 (2s, 2H, 1’, 2’), 8,23, 8,20 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,27 Hz), 7,75, 7,58 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,40 Hz), 7,35-7,21 (m, 6H, arom., 4’), 4,28 (d, 2H, 5’, J = 6,09 Hz)

	4c
	
[image: image51.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'


	10,83, 8,30 (2s, 2H, 1’, 2’), 8,23, 8,19 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,39 Hz), 7,75, 7,58 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,59 Hz), 7,30-7,16 (m, arom., 5H), 6,81 (s, 1H, 4’), 3,27 (q, 2H, 5’, J = 6,75 Hz), 2,73 (t, 2H, 6’, J = 7,59 Hz)

	4d
	
[image: image52.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'

13'

14'

15'

16'

17'


	10,88, 8,30 (2s, 2H, 1’, 2’), 8,24-8,18 (2d, 2H, 3, 6, J = 8,43 Hz), 7,75, 7,57 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,66 Hz), 7,66 (d, 1H, 4’), 7,37-7,25 (m, arom., 10H), 6,05 (d, 1H, 5’, J = 8,43 Hz)

	4e
	
[image: image53.emf]3'
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6'

7'

8'
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	10,97, 9,87, 9,31 (3s, 3H, 1', 2', 4'), 8,25, 8,19 (2, 2H, 3, 6, J = 8,22 Hz), 7,77, 7,59 (2t, 2H, 4, 5, J = 7,59 Hz), 7,49-7,35 (m, 5H, arom.,), 4,85 (s, 2H, 3')


Tablica 7. 13C NMR za benzotriazolide semikarbazida 4a-e
	Spoj
	R
	13C NMR (DMSO-d6, ( ppm)



	4a


	
[image: image54.emf]5'
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	-

	4b
	
[image: image55.emf]5'

6'

7'
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	158,41 (3’), 150,15 (1), 145,65, 132,05 (2, 7), 140,93 (6’), 130,58 (5), 128,56, 127,42 (7’, 8’, 10’, 11’), 126,99, 126,18 (9’, 4), 120,29 (6), 113,98 (3), 43,10 (5’)

	4c
	
[image: image56.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'


	158,20 (3’), 150,12 (1), 145,65, 132,02 (2, 7), 140,05 (6’), 130,60 (5), 129,12, 128,78 (7’, 8’, 10’, 11’), 126,47, 126,19 (9’, 4), 120,31 (6), 113,96 (3), 41,51, 36,42 (5’, 6’)

	4d
	
[image: image57.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'

13'

14'

15'

16'

17'


	157,56 (3’), 150,19 (1), 145,66, 132,00 (2, 7), 143,41 (6’), 130,64 (5), 128,74, 127,80 (7’, 8’, 10’, 11’, 13’, 14’, 16’, 17’),127,33 (9’, 15’), 126,22 (4), 120,32 (6), 113,92 (3), 57,22 (5’)

	4e
	
[image: image58.emf]3'
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	159,37 (3'), 149,86 (1), 145,66, 131,92 (2,7), 136,74 (4'), 130,78 (5), 129,20, 128,68 (5', 6', 8', 9'), 128,54 (7'), 126,31 (4), 120,42 (6), 113,79 (3), 78,11 (3')


Tablica 8. Analitički podaci za karbonilsemikarbazide primakina 5a-e i 6a
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	Spoj
	R
	tt

((C)
	Molekulska formula
	Mr
	IR (KBr) (max
(cm(1)

	5a
	
[image: image60.emf]
	163-168
	C23H34N6O3
	442,55
	3312, 3228, 3091, 2932, 2855, 1664, 1618, 1548, 1521, 1456, 1423, 1389, 1336, 1285, 1239, 1220, 1201, 1158, 1133, 1052, 1031, 822, 791, 680, 625, 532

	5b
	
[image: image61.emf]
	200-203
	C24H30N6O3
	450,53
	3306, 3223, 3089, 2933, 1664, 1616, 1572, 1555, 1519, 1455, 1423, 1387, 1322, 1219, 1201, 1158, 1051, 1030, 820, 790, 735, 700, 626

	5c
	
[image: image62.emf]
	174-176
	C25H32N6O3
	464,56
	3302, 3226, 3088, 2933, 1662, 1616, 1575, 1554, 1520, 1455, 1423, 1387, 1326, 1219, 1200, 1157, 1131, 1051, 1131, 820, 790, 750, 700, 624

	5d
	
[image: image63.emf]
	90 (raspad)
	C30H34N6O3
	526,63
	3311, 2960, 2933, 2869, 1662, 1616, 1575, 1555, 1519, 1454, 1423, 1387, 1220, 1202, 1158, 1052, 1030, 822, 791, 747, 700, 625

	5e
	
[image: image64.emf]O


	102-104
	C24H30N6O4
	466,53
	3300, 3216, 3089, 2934, 1670, 1617, 1573, 1520, 1455, 1423, 1387, 1328, 1219, 1201, 1157, 1051, 1030, 820, 790, 738, 697, 625

	6a
	-OH
	112
	C17H24N6O4
	376,41
	3262, 2929, 2857, 1654, 1616, 1576, 1558, 1520, 1456, 1423, 1388, 1221, 1202, 1159, 1052, 1031, 822, 791, 625


Tablica  9. 1H NMR za karbonilsemikarbazide primakina 5a-e i 6a
	Spoj
	R
	1H NMR (DMSO-d6, ( ppm)

	5a
	
[image: image65.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'


	8,53 (d, 1H, 11, J = 4,04 Hz), 8,07 (d, 1H, 13, J = 8,07 Hz), 7,47-7,40 (2s, q, 3H, 1’, 2’, 12), 6,47 (s, 1H, 17), 6,35 (t, 1H, 2, J = 4,84 Hz), 6,26 (s, 1H, 15), 6,11, 5,96 (2d, 2H, 8, 5’, J = 8,07 Hz), 3,82 (s, 3H, 18), 3,65-3,57 (m, 1H, 6), 3,40 (m, 1H, 5’), 1,72-1,04 (m, 17H, 3, 4, 6, 6’-10’)

	5b


	
[image: image66.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'


	8,54 (d, 1H, 11, J = 3,87 Hz), 8,08 (d, 1H, 13, J = 8,12 Hz), 7,66, 7,61 (2s, 2H, 1’, 2’), 7,42 (q, 1H, 12, J = 4,06 Hz), 7,26-7,14 (m, arom., 5H, 7’-11’), 6,90 (t, 1H, 4’, J = 5,42 Hz), 6,47 (s, 1H, 17), 6,42 (t, 1H, 2, J = 4,84 Hz), 6,26 (s, 1H, 15), 6,12 (d, 1H, 8, J = 8,70 Hz), 4,21 (d, 1H, 5’, J = 5,80 Hz), 3,82 (s, 3H, 18), 3,66-3,57 (m, 1H, 6), 3,05 (q, 2H, 3), 1,65-1,46 (m, 4H, 4, 5), 1,20 (d, 3H, 7, J = 6,00 Hz)

	5c


	
[image: image67.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'


	8,50 (d, 1H, 11, J = 3,79 Hz), 8,04 (d, 1H, 13, J = 7,81 Hz), 7,54, 7,47 (2s, 2H, 1’, 2’), 7,39 (q, 1H, 12, J = 4,24 Hz), 7,26-7,11 (m, arom., 5H, 8’-12’), 6,44 (s, 1H, 17), 6,33-6,28 (2t, 2H, 2, 4’), 6,24 (s, 1H, 15), 6,09 (d, 1H, 8, J = 8,70 Hz), 3,80 (s, 3H, 18), 3,62-3,57 (m, 1H, 6), 3,20 (q, 2H, 5’, J = 6,47 Hz), 3,02 (q, 2H, 3), 2,66 (t, 2H, 6’, J = 7,14 Hz), 1,63-1,43 (m, 4H, 4, 5), 1,18 (d, 3H, 7, J = 6,03 Hz)

	5d


	
[image: image68.emf]5'

6'

7'

8'
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10'

11'
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13'

14'

15'
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17'


	8,51 (d, 1H, 11, J = 3,13 Hz), 8,05 (d, 1H, 13, J = 8,13 Hz), 7,61, 7,54 (2s, 2H, 1’, 2’), 7,39 (q, 1H, 12, J = 4,17 Hz, 3,75 Hz), 7,29-7,17 (m, arom., 10H, 7’-11’, 13’-17’), 6,98 (d, 1H, 4’, J = 8,34 Hz), 6,45 (s, 1H, 17), 6,35 (t, 1H, 2), 6,24 (s, 1H, 15), 6,09 (d, 1H, 8, J = 8,55 Hz), 5,91 (d, 1H, 5’, J = 8,34 Hz), 3,80 (s, 3H, 18), 3,63-3,55 (m, 1H, 6), 3,02 (q, 2H, 3), 1,62-1,41 (m, 4H, 4, 5), 1,17 (d, 3H, 7, J = 5,84 Hz)

	5e


	
[image: image69.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'
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	9,48, 8,42, 7,50 (3s, 3H, 1’, 2’, 4’), 8,55 (dd, 1H, 11, J = 3,92 Hz), 8,08 (d, 1H, 13, J = 8,19 Hz), 7,45-7,31 (m, arom., 6H, 7’-11’, 12), 6,48 (d, 1H, 17, J = 2,26 Hz), 6,28 (d, 1H, 15, J = 2,14 Hz), 6,18 (t, 1H, 2, J = 5,70 Hz), 6,13 (d, 1H, 8, J = 8,78 Hz), 4,77 (s, 2H, 5’), 3,83 (s, 3H, 18), 3,68-3,59 (m, 1H, 6), 3,04 (q, 2H, 3), 1,66-1,43 (m, 4H, 4, 5), 1,22 (d, 3H, 7, J = 6,17 Hz)

	6a


	-OH
	8,70, 8,21, 7,45 (3s, 3H, 1’, 2’, 4’), 8,54 (m, 2H, 11, -OH), 8,08 (dd, 1H, 13, J = 1,55 Hz, 6,59Hz), 7,43-7,41 (m, 1H, 12), 6,48 (d, 1H, 17, J = 2,33 Hz), 6,27 (d, 1H, 15, J = 2,33 Hz), 6,17 (t, 1H, 2, J = 5,82 Hz), 6,14-6,11 (m, 1H, 8), 3,83 (s, 3H, 18), 3,66-3,58 (m, 1H, 6), 3,04 (q, 2H, 3), 1,64-1,46 (m, 4H, 4, 5), 1,21 (d, 3H, 7, J = 6,21 Hz)


Tablica 10. 13C NMR za karbonilsemikarbazide primakina 5a-e i 6a

	Spoj
	R
	13C NMR (DMSO-d6, ( ppm)



	5a


	
[image: image70.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'


	159,47, 159,15, 158,27 (1, 16, 3'), 145,10 (9), 144,69 (11), 135,27 (13), 134,98 (10), 130,05 (14), 122,56 (12), 96,55 (17), 92,06 (15), 55,45 (18), 48,41 (5'), 47,52 (6), 39,53 (3), 33,84 (5), 33,44 (6', 10'), 27,14 (4), 25,64 (8'), 25,08 (7', 9'), 20,66 (7)

	5b
	
[image: image71.emf]5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'


	159,48, 159,25, 159,08 (1, 16, 3'), 145,12 (9), 144,71 (11), 141,09 (6'), 135,27 (13), 135,00 (10), 130,06 (14), 128,48, 127,40 (7', 8',10', 11'), 126,85 (9'), 122,58 (12), 96,54 (17), 92,05 (15), 55,46 (18), 47,54 (6), 43,00 (5'), 39,65 (3), 33,85 (5), 27,20 (4), 20,69 (7)

	5c


	
[image: image72.emf]5'
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5. ZAKLJUČAK

U ovom radu opisana je sinteza novih, do sada neopisanih spojeva, derivata primakina i semikarbazida 5a-e i 6a, počevši od klorida 1-benzotriazol karboksilne kiseline, preko karbamoilbenzotriazola 2a-e, odgovarajućih semikarbazida 3a-e i zatim benzotriazolida semikarbazida 4a-e. Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrđene su uobičajenim spektroskopskim metodama (IR, 1H i 13C NMR, MS). U daljnjim istraživanjima koja prelaze okvire ovog rada produktima sintetiziranim spojevima bit će ispitano potencijalno antimalarijsko i antitumorsko djelovanje.

6. LITERATURA
Butula I., Proštenik M. V., Vela V., Reactions with 1-Benzotriazolecarboxylic Acid Chloride. I. Synthesis of the 2, 6-Bis(hydroxymethyl)pyridinedicarbamates, Croat. Chem. Acta; 1977.

Butula I., Jadrijević-Mladar-Takač M., Reactions with 1-Benzotriazolecarboxylic Acid Chloride. VIII. Synthesis of N-Hydroxyisocyanate Derivates; Croat. Chem. Acta; 2000.

Das A., Trousdale M. D., Ren S., Lien E. J., Antiviral Res; 1999.
Džimbeg G., Zorc B., Kraj M., Ester K., Pavelić K., Andrei G., Snoeck R., Balzarini J., De Clercq E., Mintas M.; The novel primaquine derivates of N-alkyl, cycloalkyl or aryl urea: Synthesis, cytostatic and antiviral activity evaluations, European Journal of Medicinal Chemistry; 2008.
Fernandes I., Vale N., De Freitas V., Moreira R., Mateus N., Gomes P.; Anti-tumoral activity o imidazoquines, a new class of antimalarials derived from primaquine, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters; 2009.

Karakašević B.; Mikrobiologija i parazitologija, Medicinska knjiga, Beograd-Zagreb; 1980.
Nocentini G., Crit. Rev. Oncol. Hematol.; 1996.
Raichurkar A. V., Kulkani V. M.; Understanding the Antitumor Activity of Novel Hydroxysemicarbazide Derivates as Ribonucleotide Reductase Inhibitors Using CoMFA and CoMSIA, J. Med. Chem; 2003.

Rajić Z., Kos G., Zorc B., Pal Singh P., Singh S.; Macromolecular prodrugs. XII. Primaquine conjugates: Synthesis and preliminary antimalarial evaluation, Acta Pharm.; 2009.

Rang H. P., Dale M. M., Ritter J. M., Moore P. K.; Lijekovi protiv protozoa. U: Farmakologija, 5.izdanje, Golden marketing-Tehnička knjiga, Zagreb; 2006., str.672-685.
Ren S., Wang R., Komatsu K., Bonaz- Krause P., Zyrianov Y., McKenna C. E., Csipke C., Tokes Z. A., Lien E. J., J. Med. Chem.; 2002.
Richter B., Medicinska parazitologija, 5.dopunjeno izdanje, Školska knjiga, Zagreb; 1991., str.216.
Stewart A. O., Bhatia P. A., Martin J. G., Summers J. B., Rodriques K. E., Martin M. B., Holms J. H., Moore J. L., Craig R. A., Kolasa T., Ratajczyk J. D., Mazdiyasni H., Kerdesky F. A. J., DeNinno S. L., Maki R. G., Bouska J. B., Young P. R., Lanni C., Bell R. L., Carter G. W., Brooks C. D. W., J. Med. Chem. 40; 1997.

Szekeres T., Fritzer–Szekeres M., Elford H. I., Cr. Rev. Cl. Lab. Sc.; 1997.
Šimunović M., Perković I., Zorc B., Ester K., Kralj M., Hadjipavlou-Litina D., Pontiki E.; Urea and carbamate derivates of primaquine: Syntesis, cytostatic and antioxidant activities, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters; 2009.

Vale N., Moreira R., Gomes P.; Primaquine revisited six decades after its discovery, European Journal of Medicinal Chemistry; 2008.
Malaria Site-All about Malaria, http://www.malariasite.com, datum pristupa: 23.4.2011.

Malarija, http://www.wikipedia.com, datum pristupa: 23.4.2011.

Primaquine , http://www.wikipedia.com, datum pristupa: 23.4.2011.
Primaquine phosphat; http://www.inchem.org, datum pristupa 29.04.2011.
7. SAŽETAK

Sara Tršinar i Jelena Žanetić
SINTEZA I KARAKTERIZACIJA KARBONILSEMIKARBAZIDNIH DERIVATA PRIMAKINA
U radu je opisana sinteza šest novih derivata antimalarijskog lijeka primakina. Početni spoj za sintezu derivata primakina bio je klorid 1-benzotriazol karboksilne kiseline. Iz klorida 1-benzotriazol karboksilne kiseline (BtcCl, 1) i odgovarajućih amina priređeni su karbamoilbenzotriazoli (2). U sljedećem sintetskom koraku nastali produkti reagirali su s hidrazin hidratom i dali semikarbazide (3a-e). Reakcijom semikarbazida s alkilnim i arilnim supstituentima (3a-e) i Btc-Cl-a (1) dobiveni su i izolirani odgovarajući benzotriazolidi semikarbazida (4a-e). U zadnjem koraku došlo je do supstitucije benzotriazolskog prstena iz benzotriazolida semikarbazida (4a-e) primakinom. Nastali su alkilni i arilni karbonilsemikarbazidni derivati primakina (5a-e) Hidroksi derivat primakina (6a) dobiven je katalitičkim hidrogeniranjem O-benzilnog derivata primakina (5e). Svi sintetizirani spojevi osim klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline (1), semikarbazida (3) i nekih karbamoilbenzotriazola (2a, c i e) su novi spojevi koji do sada nisu opisani u literaturi. U potpunosti su karakterizirani uobičajenim analitičkom i spektroskopskim metodama. 
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Ključne riječi: primakin, semikarbazidi, sinteza.
8. SUMMARY
Sara Tršinar and Jelena Žanetić

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF CARBONYLSEMICARBAZIDE PRIMAQUINE DERIVATES

This paper reports the synthesis of six new derivatives of antimalarial drug primaquine (5a-e). The starting substance for synthesis of these compounds was 1-benzotriazolecarboxylic acid chloride (Btc-Cl, 1). Carbamoylbenzotriazoles (2a-e) were synthesized from Btc-Cl (1) and corresponding amine (cyclohexylamine, benzylamine, phenethylamine, benzylhydrilamine and benzyloxyamine). In the next reaction step the benzotriazole was substituted by hydrazine hydrate to give semicarbazides (3a-e). Benzotriazole semicarbazides (4a-e) were prepared by the reaction of semicarbazides with alkyl and aryl substituents (3a-e) and Btc-Cl (1). In the final reaction step benzotriazole ring from benzotriazole semicarbazides (4a-e) was substituded with primaquine. The reaction products were alkyl and aryl carbonylsemicarbazide primaquine derivatives (5a-e). Primaquine derivative bearing hydroxy moiety (6a) was prepared by catalytic hydrogenation of O-benzyl derivative (5e). Compounds 2b, 2d, 4a-e, 5a-e and 6a weren't found in the literature. Their structure was deduced by usual analytical and spectroscopic methods.
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Key words: primaquine, semicarbazides, synthesis.
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