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1.1. OSNOVNE SPOZNAJE

Medicinska kemija kao interdisciplinarna znanost objedinjuje znanja iz kemije,
biokemije, farmakologije i medicine radi pronalaZenja, identifikacije i nacina djelovanja
bioloskih aktivnih tvari'. Bioloski aktivne tvari su sve tvari koje djeluju odredenim
mehanizmom na ziva bica pritom uzrokujuéi pozitivne i/ili negativne posljedice na zivi
organizam. Medicinska kemija kao globalni cilj ima poboljSanje zdravlja i zivota Covjeka i
zivotinja. Jedan od naina poboljsanja kvalitete Zivota Covjeka je nemilosrdna borba protiv
svih bolesti i stanja koja prate ¢ovjeka tijekom zivota. Danas jedna od tih borba, je borba
protiv malignih bolesti. Tumor je op¢i naziv za veliku skupinu bolesti koje mogu utjecati na
bilo koji dio tijela, a nastaje kao posljedica brzog stvaranja abnormalnih stanica koje rastu
izvan svojih uobi€ajenih granica, a koje se onda mogu proSiriti na susjedne dijelove tijela i
Siriti na druge organe. Taj proces se naziva metastaziranje 1 glavni je uzrok smrti od tumora.
U 2012. godini maligne bolesti su odgovorne za gubitak 8,2 milijuna ljudskih Zivota i time se
tumori nalaze pri vrhu ljestvice uzro¢nika smrtnosti. NajceS¢i uzroci smrtnosti od raka u 2012.
godini su rak pluc¢a (1,59 milijuna), jetre (745 000 smrti), zeluca (723 000), debelog crijeva
(694 000), dojke (521 000) 1 jednjaka (400 000 smrtnih sluéajeva)z.
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Slika 1. Statisti¢ki podaci oboljelih od karcinoma u 2012. godini.

Promatrajuéi statisticke podatke (slika 1) mozemo zaklju¢iti da je potrebno
preventivom 1 lijeenjem smanjiti prikazane brojeve radi poboljSanja kvalitete Zivota. VaZan
doprinos u borbi protiv raka je razvoj novih potencijalnih antitumorskih lijekova koji ¢e
selektivno inhibirati rast tumorskih stanica. Po definiciji antitumorski lijek nije svaki
sintetizirani lijek nego onaj kojim se unistavaju tumorske stanice bez tete za domacina®. To
zahtijeva djelovanje lijekova na specifi¢ne, dobro definirane enzime, koji su Cesto mete
djelovanja protutumorskih agenasa. Medutim, u slozenom biokemijskom mehanizmu stanica

nije jednostavno odabrati mete na koju ée djelovati potencijalni lijek”.
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1.2. NUKLEOZIDI I NUKLEOZIDNI ANALOZI KOJI OPONASAJU PRIRODNE
NUKLEOZIDE
Nukleozidne baze su organske molekule koje su sastavni dio nukleotida koji grade za
zivot vazne nukleinske kiseline ribonukleinska kiselina (RNK) i deoksiribonukleinska kiselina
(DNK). Nukleozidne baze koje izgraduju nukleinske kiseline podijeljene su u dvije skupine,

purinske baze (adenin i gvanozin) i pirimidinske baze (uracil, citozin i timin).
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Slika 2. Strukture odabranih acikli¢kih nukleozidnih mimetika. Radi usporedbe s prirodnim
nukleozidima 2'-deoksigvanozinom i adenozinom s isprekidanim linijama je oznacen dio Secera koji

nije dio strukture aciklickih nukleozidnih analoga.

U ljudskom organizmu nukleozidne baze se sintetiziraju de novo sintezom u jetri te se
nakon sinteze prevode u odgovarajuce aktivne oblike koje se zatim ugraduju u nukleinske
kiseline. Zbog toga nukleozidne baze postaju supstrati mnogih enzima u organizmu koji ih

transformiraju do zavrsnih derivata. To su nukleotidi koji se sastoje od odgovarajuce baze
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vezane glikozidnom vezom na Se¢ernu komponetu (deoksiriboza i riboza), a na Secerni prsten
esterskom vezom su povezane fosfatne skupine” (slika 2). Purinske i pirimidinske nukleozidne
baze su supstrati enzima, pa tako nukleozidni analozi koji svojom strukturom oponaSaju
prirodne nukleozide mogu djelovati kao inhibitori enzima u tumorskim stanicama®. To nam
omogucuje da sintezom takvih spojeva, odnosno molekula s odgovaraju¢im farmakofornim
skupinama razvijamo potencijalno bioloski aktivne molekule. Pristup pripravi novih
nukleozidnih baza odnosno nukleozidnih analoga moze krenuti iz viSe smjerova kao §to su
intuitivni pristup 1 pristup uz pomo¢ raznih preliminarnin metoda Heuristi¢ki pristup koji
koristi QSAR metode pomocu koje se odabrano strukturno svojstvo molekule dovodi u
kvantitativnu korelaciju s bioloSkom aktivno$¢u. Povezanost se pokazuje pomocu deskriptora
koji mogu biti fizikalno-kemijski, topoloski i geometrijski deskriptori. Pored toga, u
dizajniranju aktivnih spojeva, primjenjuje se pristup molekularnog modeliranja primjenom
odgovaraju¢ih raCunalnih programa. U molekulskom modeliranju izravno se simulira
interakcija aktivne komponente lijeka s odgovaraju¢em enzimom (receptorom). Navedeni
pristup se jo§ naziva ,,docking®. Medutim, najpouzdanija metoda je testiranje sintetiziranih
spojeva in vitro i in vivo na kulturu stanica tumora i na taj su nadin optimirani mnogi
nukleozidni analozi koji imaju vrlo u¢inkovito djelovanje na stanice tumora’. Purinski i
pirimidinski nukleozidni analozi su medu prvim citotoksi¢cnim kemoterapeuticima koji su se
upotrebljavali za lije¢enje tumora. Tjekom godina spojevi su razvijani na temelju djelovanja
na pojedine tumorske stanice®. Djelotvornost nukleozidnih analoga temelji se na
medudjelovanju s metabolitima koji sudjeluju u sintezi nukleinskih kiselina, jer DNA 1 RNA

su vazne makromolekule za rast normalnih stanica pa tako 1 tumorskih stanica.
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Slika 3. Prikaz opéenitog mehanizma djelovanja nukleozidnog analoga®

Iz grafickog prikaza uo€ava se da nukleozidni analog kao djelotvorna komponenta
mora prvo u¢i u stanicu preko stanicne membrane. Barijera Cesto nije propusna za

nukleozidne analoge jer su analozi vise hidrofobne nego hidrofilne molekule pa se prijenos
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molekula kroz selektivnu stani¢nu membranu odvija pomoéu posebnih transportnih proteina®.
Nakon ulaska u stanicu, djelovanjem enzima nukleozidne fosforilaze (npr. timidin-kinaze),
potencijalni lijek se prevodi u aktivni oblik®, to jest u fosforilirani derivat. Kada se nukleozid
prevede u aktivni oblik njegovo djelovanje uzrokuje inhibiciju sinteze gradivnih blokova
DNK i time smrt stanice. Djelovanje spoja se moze odvijati na tri na¢ina: inhibicijom enzima,
interkalacijom na DNK i RNK te direktnom inhibicijom sinteze DNK™. Potencijalni lijek
moze djelovati izravno na ciljane enzime ili receptore bez prevodenja u aktivni oblik. Na
temelju navedenih mehanizama koji su opcenite prirode, treba uociti da dizajn novih lijekova,
a time i dizajn potencijalnin antitumorskih lijekova nije jednostavan i zahtijeva
zadovoljavanje mnogih uvjeta da bi sintetizirana molekula postala aktivna molekula koja
specificno djeluje na tumorske stanice. U nastavku je ukratko prikazan mehanizam djelovanja
najpoznatijeg pirimidinskog nukleozidnog analoga 5-flourouracila otkrivenog davne 1957.

godine radom ameri¢kog znanstvenika Charles Heidelbergera.

Jo§ prije sinteze S-fluoruracila radom znanstvenika Seymour S. Cohena i njegovih
suradnika 1954. godine objavljen je rad u kojem je pokazano da nedostatak nukleozidne baze
timina utje¢e na normalan rast bakterija'®. Zatim je i sintetiziran 5-floururacil koji je potvrdio
prethodne tvrdnje o vaZnosti timina za rast stanica, u ovom sluaju migjih tumorskih stanica®.
Nakon brojnih ispitivanja 5-fluoruracil je postao lijek za razlifite vrste tumora kao §to su
tumor dojke, glave i vrata te tumor debelog crijeva’®. Mehanizam djelovanja 5-fluoruracila
temelji se na inhibiciji enzima timidilat-sintetaze koja pretvara deoksiuridin-monofosfat
(dUMP) u deoksitimidin-monofosfat (dTMP) pomoc¢u kofaktora 5,10-metilentetrahidrofolat.
Nakon $to 5-fluoruracil (5-FU) ude u stanicu prevodi se u aktivni oblik 5-fluoruracil-
monofosfat (5-FUMP) i potom u 5-fluorouracil-trifosfat. Vezanje 5-fluoruracila i kofaktora za
enzim stvara se stabilan kompleks koji onemogucava djelovanje enzima za sintezu dTMP i u
kona&nici DNK molekule™ (slika 4). Ovim mehanizmom osigurava se selektivnost djelovanja
spoja na tumorske stanice koje se brzo dijele, znatno brze nego normalne ljudske stanice pa

time tumorske stanice imaju veliku potrebu za sintezom DNK, odnosno dTMP-a.
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timidilat-sintetaza

dUMP » dTMP — > DNA

. sFump A inhibicija timidilat-sintetaze %\L» dTMP

Slika 4. Mehanizam djelovanja 5-FUMP.

Pored toga, mehanizam djelovanja 5-fluoruracila je njegovo inkorporiranje u lanac RNK ili
DNK 1 zaustavljanje transkripcije i1 translacije $to uzrokuje umiranje stanica. Molekula 5-
fluoruracila se bolje veZe na lanac makromolekule RNK nego DNK™ jer RNK u svojoj
strukturi sadrzi bazu uracil koju je lakSe zamijeni analogom 5-fluoruracila. Djelovanje 5-
fluoruracila ovisi 0 njegovoj koncentraciju u stanici i metabolizmu spoja, a neka istrazivanja
su pokazala da se inhibicijom enzima dehidropirimidin-dehidrogenaze, koji je glavni enzim za
pokretanje metabolizama 5-fluoruracila, povecava djelovanje lijeka u odnosu na pacijente bez

inhibicije enzima dehidropirimidin-dehidrogenaze™®.

1.3. ,,KLIK“ KEMIJA

Razvoj ,klik kemije zapocCinje pocetkom 21. stoljeca (2001. godine) kada je americki
znanstvenik K. Barry Sharpless proveo sintezu 1,2,3-triazolnog prstena uz bakar(l) kao
katalizator 1 time postavio osnove za provodenje regioselektivnih “klik* reakcija. Definirano
je da reakcije koje se mogu svrstati u ,klik*“ kemiju moraju biti Siroko primjenjive,
stereospecifi¢ne, visokog iskoriStenja i davati vrlo malo nusprodukata. Dio reakcija koje
zadovoljavaju ove uvjete su: cikloadicije nezasi¢enih spojeva (posebice 1,3-dipolarna
cikloadicija), Diels-Alderove reakcije, nukleofilne supstitucije (npr. reakcije epoksida),
adicije na C-C viSestruke veze (epoksidiranje, dehidroksiliranje, Michaelova adicija).
Reakcijski uvjeti u kojima bi se trebale provoditi ,.klik* reakcije zahtijevaju dostupne pocetne
tvari 1 reagense, koriStenje otapala koja nisu veliki zagadivaci, jednostavna izolacija i1
proci¢avanje produkata (npr. prekristalizacijom, ekstrakcijom)®. "Klik" kemija ima $iroku
primjenu u podrucju medicinske kemije, kao djelotvorna sintetska metoda u pripravi
biblioteke novih spojeva s bioloskim djelovanjem. Koncept ,klik* kemije kojim nastaje 1,2,3-
triazolni prsten primjenjuje se u razvoju lijekova, posebice u ranoj fazi otkrivanja lijekova i

procesu optimiranja dobivenih predvodnih struktura”.
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Reakcija nastajanja 1,2,3- triazolnog omogucila primjenu ,klik" kemije u razlicitim
znanstvenim podrucima i u razli¢itim konceptima jer zadovoljava navedene reakcijske uvjete.
U drugim znanstvenim podrué¢jima kao $§to su polimeri takoder se razvija koncept ,klik"
kemije gdje je triazolni prsten poveznica izmedu polimera i bioloski aktivnog spoja pa ¢e
omoguéiti dostavu lijekova samo do bolesnih stanica’®. U pripravi razli¢itih polimera,
triazolni prsten se upotrebljava kao poveznica izmedu razli¢itih gradevnih jedinica polimera®®.

U podrucju biokemije uz pomo¢ ,klik kemije poboljsana je metoda oznacavanja proteina jer

je smanjena granica detekcije. Ta metoda se ve¢ razvila u uvjetima in vivo?.

1.3.1. 1,2,3-TRIAZOLNI PRSTEN

1,2,3-triazolni derivati imaju sve znacajniju primjenu u razli¢itim podru¢jima suvremene
kemije, razvoju lijekova, biokonjugata, polimera i materijala. 1,2,3-triazolni prsten se ¢esto u
procesu razvoja lijekova koristi kao poveznica izmedu dva spoja koja imaju farmakolosko
djelovanje. Taj prsten ne predstavlja samo pasivnu poveznicu nego on ima vrlo
zadovoljavajuca fizikalno-kemijska svojstva. 1,2,3-triazolni prstenovi mogu stvarati n-w
interakcije s aromatskim prstenovima kao $to je benzenski prsten. Triazolni prsten posjeduje i
dipolnim moment (5,2-5,6 Debye). Dva atoma duSika N-2 i N-3 u strukturi triazola mogu
formirati vodikove veze s donorima vodikovih veza ili Kkordinirati s metalnim ionima.
Nedavna istrazivanja na 1,2,3-triazolima potvrdila su da vodikove veze i dipolne interakcije s
triazolom mogu pogodovati njthovom vezivanju na biomolekularne mete i povecati njihovu
topljivost®’. Nadalje, 1,2,3-triazoli su vrlo stabilni na metaboli¢ku i kemijsku razgradnju, te

inertni pri hidrolitickim, oksidacijskim 1 redukcijskim uvjetima, cak 1 pri visokim

temperaturama.
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Slika 5. Triazolni prsten kao bioizoster amidne veze®'.

1,4-disupstituirani triazolni prsten se nalazi u bioloskim aktivnim molekulama kao bioizoster
amidne veze (slika 5) te pokazuje razlitita bioloska djelovanja, poput antitumorskog?,

antimikrobnog®, antituberkularno® i antivirusno djelovanje®. Bioizosterija je jedan od

7
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racionalnih pristupa u sintezi potencijalnih bioloski aktivnih molekula kojim se zamjenjuju
funkcionalne skupine koje su odgovorne za biolosku aktivnost novopripravljenih spojeva
(tablica 1). Bez obzira na strukturne razlike, meta njihovog djelovanja, enzim, ih prepoznaje
kao supstrat. Promjenom skupina u molekuli moguée je posti¢i razliita farmakoloska

djelovanja i poboljSana farmakodinamicka svojstva spojeva.
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Slika 6. Razli¢ita bioloska djelovanja molekula s triazolnim prstenom?.

Tablica 1. Prikaz aktivnih skupina i njihovih bioizostera®.

Aktivne skupine Bioizosterne skupine
-OH -NHCOR, -NHSO;R, -CH,0H, -NHCN, -CH(CN);
-NR; -C(=NR)NR;, -NRC(=NR)NR, NR3"
-aril O @
| 0N 1NN
N/ S (6) N
-COOH -PO(OH), -SO,NHCOR,- CONHCN

OH
[/ ) (i:/(o
/N NG~
(0) OH

-COOR NG R NN_R  MeON
T

Nadalje, buduéi da 1,2,3- triazolni prsten pripada skupini aromatskih heterocikli¢kih spojeva,
oni su pogodni izosteri aromatskog prstena, posebice heteroaromatskih prstenova®'. 1,2,3 -

triazoli su pored toga nasli primjenu kao izosteri dvostruke veze®’,
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1.3.2. HUISGENOVA 1,3-DIPOLARNA CIKLOADICIJA TERMINALNIH ALKINA
| AZIDA S BAKAR(l) KAO KATALIZATOROM
Reakcija 1,3-dipolarne cikloadicije terminalnih alkina i azida s bakar(l) kao
katalizatorom (CuAAC) je reakcija za dobivanje 1,4-disupstituiranog triazolnog prstena. 1,3-
dipolarna cikloadicija, izvedena od strane njemackog kemicara R. Huisgen oko 1960. godine,
koji je zagrijavanjem alkina i azida izolirao dva produkta 1,4 i 1,5-disupstituirani triazolni
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prsten u pribliznom omjera 1:1°° (slika 7). U istoj reakciji 1,3-dipolarne cikloadicije K. B.

2
I 9

Sharpless i Meldal” upotrebom bakar(l) kao katalizatora dobili su samo 1,4-disupstituirani

triazolni prsten kao produkt reakcije.

RNy Reg” Sy
A \—{ + >=/
—> 4 5
R R R
" N
N=N R-N"N
/ p—
R—N- Cu(l) \—<
—> R

Slika 7. Usporedba nekatalizirane i katalizirane 1,3-dipolarne cikloadicije.

Reakcijski uvjeti zahtijevaju izvor Cu(l) iona, otapalo ili smjesu otapala, i dostupnost
terminalnog alkina i azida. 1,3-dipolarna cikloadicija tolerira Sirok spektar funkcionalnih
skupina, uklju¢uju¢i nezastiéene hidroksilne, karboksilne i amino skupine®® i omoguéava
upotrebu vode kao otapalo $to pogoduje primjeni reakcije u industrijskom mjerilu te time
smanjuje zagadivanje okolisa. Reakcije u laboratoriju se provode u smijesi otapala kao npr.
CH.Cl, : H,0, DMF : H,0 te tert-builni alkohol : H,O u razli¢itim omjerima®. Izvor bakra,
kao katalizatora, mogu biti soli Cu(I) kao na primjer Cul, dok je sve c¢eSce izvor Cu(l)
posljedica oksido-redukcijskih reakcija. Razlog upotrebe oksido-redukcijskih reakcija je sto
upotrebom soli Cu(l) ion podlijeze redukcijskim procesima pri normalnoj atmosferi, pa je
potrebno osigurati inertnu atmosferu, dok in situ priprava Cu(l) iona iz okido- redukcijskih
procesa ne zahtjeva inertnu atmosferu. Soli koje se primjenjuju za pripremu Cu(l) su
CuSO4/Na-askorbat i 1M CuSO4/Cu(0). Metoda koja se takoder pokazala uspjeSnom je

sinteza triazolnog prstena uz pomoc¢u mikrovalova.

1.3.3. REAKCIJSKI MEHANIZAM 1,3-DIPOLARNE CIKLOADICIJE
Reakcija koju je provodio R. Huisgen provedena je pri povisenoj temperaturi, dok je

K. B. Sharpless proveo istu reakciju upotrebom Cu(l), kao katalizatora, pri sobnoj
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temperaturi. Navedena modifikacija reakcijskih uvjeta uzrokovala je regioselektivnost 1,3-
dipolarne cikloadicijske reakcije. Jer katalizator je tvar koja snizava aktivacijsku energiju, pa
je tako u reakciji 1,3-dipolarne cikloadicije uz Cu(l) aktivacijska energija niza za oko 11

kcal/mol®°.
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Slika 8. Pretpostavljen mehanizam reakcije®.

Prema pretpostavljenom mehanizmu reakcije vidimo da prvi stupanj u katalitickom procesu
stvaranje n-kompleksa 3 izmedu Cu(I) i n-elektrona trostruke veze (slika 8). Vezanje bakra u
n-kompleks omogucava snizenje pK, vodikovog atoma alkina (=CH) do 9,8 §to omogucava
deprotoniranje sa slabima bazama kao $§to je voda®*. Time se omogucava upotreba vode kao
otapala. Cu(I) sluzi kao poveznica, odnosno most izmedu alkina i azida, i omogucava
nukleofilni napad 9 (slika 8) ugljikovog atoma C-4 na duSikov atom N-3 i time zatvara
triazolni prsten. Reakcijska kinetika usko je vezana uz reakcijske uvjete i time nastajanje
razli¢itih Cu(I)-acetilena (n-kompleksa). Prema istraZivanjima kinetika reakcija je drugog
reda prema koncentraciji Cu(l), ali povecavanjem koncentracije Cu(l) reakcija je izmedu

prvoga i drugoga kinetickog reda®.

1.3.4. SINTEZA POTPOMOGNUTA MIKROVALOVIMA
Mikrovalno zracenje je elektromagnetsko zracenje valne duljine od 1 mm do 1 m, $to

odgovara frekvenciji 0.3 do 300 GHz. Uzevsi u obzir da se radi o elektromagnetskom

10
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zracenju, moguce ga je u svrhu jednostavnijeg razumijevanja podijeliti na elektri¢nu i
magnetsku komponentu. Elektricna komponenta mikrovalnog zraenja je odgovorna za
interakciju s materijom, pri ¢emu elektricno polje uzrokuje zagrijavanje dipolnom
polarizacijom (rotacija dipola) ili kondukcijskim mehanizmom (ionska vodljivost), odnosno
inducira polarizaciju unutar materije®?. Prva publikacija zasnovana na uporabi mikrovalnog
zracenja u kemiji je objavljena 1986. godine. Prvi eksperimenti su se provodili u kuénim
mikrovalnim peénicama kod kojih nije bilo moguce uspostaviti kontrolirane uvjete, §to je
ponekad rezultiralo nezeljenim ishodom reakcije. U dana$nje vrijeme se kemijske reakcije
potpomognute mikrovalovima provode u mikrovalnim reaktorima. Za razliku od kuénih
mikrovalnih peénica, mikrovalni reaktori omogucéuju provodenje reakcija u potpuno

kontroliranim uvjetima.

Primjena mikrovalnog zraCenja u organskoj kemiji omogucuje brze provodenje
kemijskih reakcija uz vece iskoriStenje nastalog produkta. Osnovni mehanizam je temeljen na
homogenom zagrijavanju reakcijske smjese §to smanjuje mogucnost nastanka nezeljenih
nusprodukata, odnosno raspad nastalog produkta. Mikrovalnu sintezu je jedino moguce
provesti kada se u reakcijskoj smjesi nalazi komponenta sa stalnim dipolnim momentom. Iz
tog razloga proizlazi vaznost odabira otapala koje se koristi u mikrovalnoj sintezi. Polarna
otapala dobro apsorbiraju mikrovalno zracenje, S§to kao posljedicu uzrokuje njihovo
zagrijavanje kao 1 zagrijavanje cijele reakcijske smjese. Najucestalija otapala koja se koriste u
mikrovalnim sintezama su metanol, etanol, dimetilformamid (DMF), acetonitril, etil-acetat i
dimetil sulfoksid (DMS0)*.

Sinteze potpomognute mikrovalovima omogucuju krace vrijeme reakcije, vece
iskoristenje, manji udio nusprodukata kao i ve¢u selektivnost. Njihova primjena u organskoj
kemiji se zbog navedenih prednosti u posljednjih dvadeset godina znatno povecala. Iako u
danaSnje vrijeme mikrovalna sinteza i dalje predstavlja alternativni pristup provodenju

reakcija, velik broj objavljenih publikacija ukazuje na njenu vaznost u organskoj kemiji.

1.4, SONOGASHIRA-INA REAKCIJA

Sonogarshira-ina reakcija otkrivena je od strane Japanskog znanstvenika Kenkichi
Sonogashira® 1975. godine i nalazi primjenu u sintezi antimikrobnih, antitumorskih spojeva,
tekuéih kirstala, polimera i otkrivanju novih optickih i elektronickih materijala®. Reakcija se
odvija izmedu terminalnog alkina i alkil-halogenom uz Pd, kao katalizator, i Cu, kao ko-

katalizator, uz prisutnost baze, najées¢e nekih organskih amida.

11



uvoD

Pd'Cu katalizator

baza (amin}

Fiv(\ PdL,
=3 A
H H A %
a o
A
x PdL,, ng’/\FidLn
I A
A I‘--
R! "

Slika 9. Prikaz Sonogashira-ine reakcije i pretpostavljenog reakcijskog mehanizma®'.

NajceS¢e se upotrebljavaju tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) [Pd(PPhs)s] i Cul kao Kko-
katalizatori te se upotrebljavaju i druge halogene soli bakra. Zagrijavanjem se poboljSava
iskoristenje reakcije odnosno pogoduje stvaranju nove C-C veze kao Sto je i prikazano u
ovom radu. Vazno je napomenuti da zbog upotrebe bakra(l) kao ko-katalizatora reakcijski
uvjeti moraju biti bez prisutnosti zraka (u atmosferi Ar ili Ny). Izlaganjem reakcije zraku
dolazi samo do reakcije izmedu alkina, a ne s alkil-halogenom®. Tako je primjenu nasla i

Sonogashira-ina reakcija u odsutno$¢u bakra uz priridolin®®

. Kako ove reakcije nalaze
primjenu u podruc¢je medicinske kemije i opéenito se sve vise upotrebljavaju zbog ekoloskih
razloga, razvijaju se Sonogarshira-ine reakcije koje ne upotrebljavaju organske amine kao

baze®®,

12
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1.5. TIMIDILAT-SINTETAZA

Timidilat-sintetaza je homodimerni enzim s ¢etiri homologne podjedinice molekuske

mase oko 63 kDa i Cesta je bioloska meta kemoterapeutika (slika 10)*.

Slika 10. Rendgenska kristalna struktura enzima timidilat sintetate.

U ljudskom organizmu katalizira reakciju pretvaranja deoksiuracil-monofosfata

(dUMP) do deoksitimin-monofosfata (dTMP) uz 5,10-metilentetrahidrofolat kao kofaktor. Ta

reakcija je vrlo vazna za sintezu DNK i1 RNK molekula. Inhibicijom enzima dolazi do

nemogucnosti stvaranja DNK 1 RNK jer je blokirana sinteza gradivnih blokova tih vaznih

makromolekula. Kako je meta djelovanja 5-fluoruracila enzim timidilat sintetaza tako je i u

ovom radu ispitana energija vezanja i na¢in vezanja in silico za sintetizirane spojeve ali kao

antifolatni lijekovi. Pretpostavljeno je da ¢e sintetizirani spojevi djelovati kao kompeticijski

inhibitori gdje se inhibitor natjeCe za aktivno mjesto sa supstratom. Najces¢e su ti inhibitori

strukturno sli¢ni supstratu. Kinetika kompeticijske inhibicije je prikazana na slici 11

k1 Kk ICs,
E+S<=ES ——~E+P Ki=—F——
——+1
-l; K- (Km )
l'u I- koncentracija inhibitora
ki Vky Km- Mihaelis-Menten konstanta disocijacije

El I1Cso- koncetracija koja uzrokuje 50 % inhibicije konc.

Slika 11. Kinetika kompeticijske enzima

inhibicije. Ki- konstanta disocijacije kompleksa enzim- inhibitor

13
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Kompetitivna inhibicija ovisi 0 mnogim ¢imbenicima kao $to se moze vidjeti prema formuli.
Ovisi 0 koncentraciji samog supstrata, koncentraciji inhibitora i o aktivnosti enzima. Takoder
treba uzeti u obzir da potencijalni inhibitor (lijek) mora uéi u stanicu odgovaraju¢im
mehanizmom kako bi se postigla koncentracija spoja u stanici §to ovisi 0 fizikalno- kemijskim
svojstvima lijeka. Uz kompetitivnu inhibiciju nacin djelovanja inhibitora na enzim je i
nekompetitivna inhibicija. Ona ne ovisi o koncentraciji enzima te se inhibitor ne veze na
aktivno mjesto nego na mjesto udaljeno od mjesta vezanja. Potencijalni inhibitor najcesce je
strukturno sli¢an supstratu. Od mogih inhibitora timidilat- sintetaze, najpoznatiji su vec
spomenuti 5-fluoruracil i lijek ZD 1694 (Tomudex), a sam lijek djeluje na nacin da
kompetitivnom inhibicijom inhibira kompleks enzima s dUMP-om i time blokira daljnju
katalizu u dTMP.

14
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2. CILJ RADA
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2.1. Cilj rada

»  Cilj ovog rada bio je sinteza novih hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina kao potencijalnih
bioloski aktivnih spojeva. Predstavnici prve klase spojeva su 1,4-disupstituirani triazolni
derivati 5-bromuracila i 5-joduracila. Druga klasa potencijalnih bioloski aktivnih spojeva su
predstavnici bicikli¢kih furo[2,3-d]pirimidina.

» Potom je cilj provesti strukturnu karakterizaciju novih spojeva primjenom
spektroskopije 'H i *C NMR i rendgenske strukturne analize za uspje$no izolirane
monokristale.

» U nastavku ¢e se provesti antitumorska ispitivanja na Sest stani¢nih linija: HelLa
(karcinom vrata maternice), SW620 (karcinom debelog crijeva), Hep-G2 (karcinom jetre),
CFPAC-1 (karcinom gusterace), A549 (karcinom plu¢a) i 3T3 (normalne fibroblaste
porijeklom iz mi$a).

»  Radi ispitivanja mogucéeg mehanizma djelovanja provest ¢e se takoder ispitivanje
vezanja ispitanin spojeva u aktivnho mjesto enzima timidilat-sintetaze primjenom

molekulskog modeliranja.

16



MATERIJALI | METODE

3. MATERIJALI | METODE
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3.1. OPCE NAPOMENE

Sva otapala su susena/prociS¢avana prema preporu¢enom postupku susenja agensima
i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3 A. Za tankoslojnu kromatografiju (TLC)
koriStene su plo¢e 60F-254 prevucene slojem silikagela Merck, a za detekciju izoliranih

komponenata koristena je UV svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2 mm). Staklene

kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens je koristena odgovarajué¢a smjesa

CH,CI,/CH3;0H te n-heksan/etil-acetat.

Tocke taliSta sintetiziranih spojeva odredene su na instrumentu Kofler (Reichert,

Wien) i nisu korigirane.

Spektri *H i **C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci
su otopljeni u DMSO-ds i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u *H i **C NMR spektrima
izrazeni su u ppm u odnosu prema signalu tetrametilsilana na & 0,0 ppm za 'H i prema signalu
DMSO 639.50 ppm za Bc. Pojedine rezonancije su pridruzene na temelju kemijskih pomaka,

intenziteta signala, multipliciteta signala i H-H konstante sprege.

Jedini¢ni kristal spoja 17a dobiven je pri sobnoj temperaturi iz otopine etanola. Podaci
su prikupljeni pri 295 K pomoc¢u Oxford Diffraction Xcalibur Nova R difraktometra na
Institutu Ruder Boskovié uz monokromatsko CuK, zradenje (A = 1.54184 A). Prikupljanje
podataka i njihova redukcija provedena je CrysAlisPro programom. Struktura je rijeSena
direktnim metodama primjenom programa SIR-2004 i uto¢njena metodom najmanjih kvadrata
na temelju vrijednosti F? programom SHELXL-2014. Graficki prikazi molekulskih i kristalnih

struktura na¢injeni su programima PLATON i Mercury.

Antitumorska ispitivanja spojeva 3—11 in vitro na Sest stani¢nih linija provedena su na

Zavodu za biotehnologiju, Sveucilista u Rijeci.
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3.2. PRIKAZ SINTEZE SPOJEVA

3.2.1. PREGLED SINTETIZIRANIH HIBRIDA 1,2,3-TRIAZOLNIH DERIVATA |

URACILA | PREKURSORA ZA NJIHOVU SINTEZU (1-16)
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POSTUPCI ZA PRIPRAVU SPOJEVA OD 1-16

5-brom-N-1, N-3-di(prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion (1) i 5-brom-N-1-(prop-2-in-1-
il)pirimidin-2,4-dion (2)

Otopini 5-bromuracila (1,0 g, 5,2 mmol) u dimetilformamidu (DMF, 20 ml) se doda NaH
(125,6 mg, 5,2 mmol) i reakcijska smjesa se mijesa 1,5 h. Potom se u reakcijsku smjesu doda
propargil-bromid (747,4 mg, 6,3 mmol). Napredak reakcije pracen je TLC-om i mijeSanje je
nastavljeno tijekom 24 h. Otapalo je upareno uz snizeni tlak, a sirovi produkt je procis¢en
kolonskom kromatografijom uz eluens CH,CIl, : MeOH (150 : 1). Dobiveni su bijeli
kristalini¢ni spojevi 1 (214,7 mg, 15,4 %, t.t. = 129-130 °C) i 2 (453,3 mg, 37,8 %, t.t. = 199-
200 °C).

1: 'H- NMR &: 8,39 (1H, s, H-6), 4,58 (4H, dd, H-1°, J= 5,1 Hz, J= 2,4 Hz), 3,49 (1H, t, H-
3, J=2,5 Hz), 3,17 (1H, dd, H-3", J= 5,4 Hz, J=3,0 Hz) ppm.

BBC-NMR §: 158,4 (C-4), 149,6 (C-2), 143,8 (C-6), 94,9 (C-5), 78,9 (C-2"), 78,4 (C-2""), 77,0
(C-3%), 74,0 (C-3""), 38,9 (C-17), 31,9 (C-1"") ppm.

2:'H- NMR &: 11,90 (1H, s, N-H), 8,26 (1H, s, H-6), 4,50 (2H, d, H-1', J= 2,7 Hz), 3,45 (1H,
t, H-3', J= 2,5 Hz), 3,32 (1H, s, H-3") ppm.
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13C-NMR §: 158,3 (C-4), 149,6 (C-2), 143,8 (C-6), 94,8 (C-5), 78,9 (C-2°), 78,4 (C-2), 77,0
(C-3%), 74,1 (C-37), 38,9 (C-17), 31,9 (C-1"") ppm.

5-brom-N-1, N-3-di[(4-(4-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (3)

U otopinu spoja 1 (39,8 mg; 0,15 mmol) i p-fluorfenil-azida (40,9 mg; 0,30 mmol) u DMF-u
(4 ml) doda se bakrov(l1) sulfat-pentahidrat (1,12 mg; 4,469 x 10 mmol) otopljen u vodi (1
ml) te natrijev askorbat (8,85 mg; 0,05 mmol) otopljen u vodi (1 ml). Reakcijska smjesa je
mijesana preko no¢i. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanjaje
procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH (120 : 1). Izoliran je zuti
praskasti spoj 3 (27,7 mg; 34,3 %; t.t. = 180-181 °C).

'H-NMR §&: 8,60 (1H, s, H-6), 8,50 (2H, d, H-3’, J= 7,1 Hz), 7,89-7,82 (4H, m, Ph-H),
7,51-7,30 (4H, m, Ph-H), 5,24-5,04 (4H, m, H-1), 4,56 (2H, d, H-1>*, J = 2,5 Hz) ppm.

BBC-NMR §: 162,5 (C-4), 160,8 (C-7°, dd, J = 232,54 Hz, C-F), 150,1 (C-2), 144,2 (C-6),
143,5 (C-2°), 133,1 (C-4°,d , J = 2,7 Hz, C-F), 122,2 (C-5", d, J = 9,2 Hz, C-F), 121,8 (C-3"),
116,7 (C-6",d , J = 24,16 Hz, C-F), 94,5 (C-5), 44,0 (C-1"), 31,3 (C-1") ppm.

5-brom-N-1, N-3-di[(4-(3,5-diklorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (4)

U otopinu spoja 1 (100,0 mg; 0,37 mmol) i 3,5-diklorfenil-azida (140,8 mg; 0,75 mmol) u
DMF-u (6 ml) doda se bakrov(ll) sulfat-pentahidrat (2,8 mg; 0,01 mmol) otopljen u vodi (1
ml) te natrijev askorbat (22,3 mg; 0,11 mmol) otopljen u vodi (1 ml). Reakcijska smjesa je
mijeSana preko noci. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja je

proc¢is¢en kolonskom kromatografijom uz eluens n-heksan : etil-acetat (5 : 4).). Izoliran je zuti

praskasti spoj 4 (35,3 mg; 15,2 %; t.t. = 109-110 °C).

IH-NMR &: 8,92 (1H, s, H-6), 8,48 (1H, s, H-3"), 8,09 (2H, d, H-5’, J= 1,8 Hz), 7,75 (1H, t,
H-7°, 3= 1,8 Hz), 4,57 (2H, t, H-1, J= 2,8 Hz) ppm.

BB3C-NMR §: 158,5 (C-4), 150,0 (C-2), 144,8 (C-6), 144,0 (C-2°), 138,5 (C-4), 135,7 (C-6"),
128,6 (C-77), 122,8 (C-5"), 119,2 (C-3), 94,7 (C-5), 44,6 (C-17), 31,9 (C-1"") ppm.

5-brom-N-1, N-3-di[(4-(3-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (5)

U otopinu spoja 1 (70,0 mg; 0,26 mmol) i m-fluorfenil-azida (71,8 mg; 0,52 mmol) u DMF-u
(5 ml) doda se bakrov(I1) sulfat-pentahidrat (1,9 mg; 7,9 x 10 mmol) otopljen u vodi (1 ml)

te natrijev askorbat (15,6 mg; 0,08 mmol) otopljen u vodi (1 ml). Reakcijska smjesa je

21



MATERIJALI | METODE

mijesana preko noéi. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanjaje
procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH (70 : 1). Izoliran je zuti

praskasti spoj 5 (54,6 mg; 38,5 %; t.t. = 165-166 °C).

'H-NMR &: 8,84 (1H, d, H-3, J= 8,2 Hz), 8,55 (1H, s, H-3"), 8,55 (1H, s, H-6), 7.89-7.70
(5H, m, Ph-H), 7,70-7,56 (3H, m, Ph-H), 7,43-7,23 (2H, m, Ph-H), 5,16 (5H, dd, H-1°, J=10
Hz) ppm.

BBC-NMR &: 162,9 (C-6, d, J = 243,75 Hz, C-F), 159,1 (C-4), 150,6 (C-2), 144,6 (C-6), 144,2
(C-2%), 138,2 (C-4°, dd, J = 10,5 Hz, J = 4,6 Hz), 132,3 (C-4’, dd, J = 9,2 Hz, J= 5,7 Hz, C-
F), 122,3 (C-9°), 116,4 (C-3"), 115,9 (C-7°,d, J = 21,0 Hz, J=11,4 Hz, C-F), 107,9 (C-5 dd, J
= 26,6 Hz, J= 4,1 Hz, C-F), 95,0 (C-5), 44,7 (C-1°), 37,7 (C-1°") ppm.

5-brom-N-1, N-3-di[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (6)

U otopinu spoja 1 (70,0 mg; 0,26 mmol) i p-klorfenil-azida (80,4 mg; 0,52 mmol) u DMF-u
(5 ml) doda se bakrov(l1) sulfat-pentahidrat (1,9 mg; 7,7 x 10 mmol) otopljen u vodi (1 ml)
te natrijev askorbat (15,6 mg; 0,08 mmol) otopljen u vodi (1 ml). Reakcijska smjesa je
mijeSana preko no¢i. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanjaje
proc¢is¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH (80 : 1). Izoliran je zuti

praskasti spoj 6 (63,7 mg; 42,3 %; t.t. = >200 °C).

'H-NMR &: 8,84 (1H, d, H-3°, J=7,7 Hz), 8,68 (1H, s, H-3"), 8,55 (1H, s, H-6), 7,89 (4H, ddd,
H-6,” J= 6,7 Hz, J= 6,0 Hz, J= 2,5 HZz), 7,74-7,56 (4H, m, H-5"), 5,19 (4H, dd, H-1", J= 10,6
Hz, J= 4,9 Hz) ppm.

BBC-NMR §: 159,1 (C-4), 150,5 (C-2), 144,6 (C-6), 144,2 (C-2°), 144,0 (C-27"), 135,8 (C-4"),
135,7 (C-4), 133,5 (C-7°), 133,3 (C-7""), 130,3 (C-6"), 130,2 (C-8°), 122,4 (C-3"), 122,2 (C-
5%), 122,1 (C-9%), 95,0 (C-5), 44,7 (C-1), 37,8 (C-1"") ppm.

5-brom-N-1-[(4-(4-metil-7-metilkumarin)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (7)

U Kiveti otopi se spoj 2 (50,0 mg, 0,22 mmol) i 4-(azidometil)-7-metil-kumarin (56,3 mg,
0,26 mmol) u smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (7 ml). Otopini se potom doda Cu
zica (12,0 mg, 0,18 mmol) i 1 M otopina CuSO,; x 5H,0 (0,05 ml). Reakcijska smjesa se
mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka

reakcije (provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a
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ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH
(30 : 1). Dobiven je spoj 7 kao zuti prah (34,5 mg, 35,6 %, t.t. = >200 °C).

'H- NMR &: 11,81 (1H, s, NH), 8,35 (1H, s, H-3), 8,27 (1H, s, H-6), 7,73 (1H, d, H-7', J=8,1
Hz), 7,40~7,06 (2H, m, H-11', H-8'), 5,94 (2H, s, H-4), 5,81 (1H, s, H-15"), 4,99 (2H, s, H-1')
ppm.

13C-NMR §: 160,1 (C-13"), 160,0 (C-4), 153,6 (C-2), 150,6 (C-12"), 150,5 (C-5'), 145,7 (C-6),
144,3 (C-9'), 143,2 (C-2"), 126,1 (C-8"), 125,2 (C-7'), 124,9 (C-3), 117,3 (C-11), 115,1 (C-6'),
113,3 (C-14'), 95,4 (C-5), 49,6 (C-4"), 43,4 (C-1), 21,5 (C-10) ppm.

5-brom-N-1-[(4-(4-flourfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (8)

U Kkiveti otopi se spoj 2 (50,0 mg, 0,22 mmol) i p-fluorfenil-azid (35,9 mg, 0,26 mmol) u
smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (7 ml). Otopini se potom doda Cu zica (12,0
mg, 0,18 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x 5H,0 (0,05 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Smijesa je ostavljena mjesajuéi
preko no¢i, nakon toga dodano je jo§ 14,9 mg p-fluorfenil-azida i 0,04 ml 1 M otopine CuSO,
x 5H,O te je stavljeno je 45 minuta u mikrovalni reaktor pod istim uvijetima. Nakon
zavrsSetka reakcije (provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim
tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl,
: MeOH (70 : 1). Dobiven je spoj 8 kao zuti prah (18,9 mg, 54,0 %, t.t. =>200 °C).

'H- NMR §: 11,84 (1H, s, NH), 8,77 (1H, s, H-3", 8,37 (1H, s, H-6), 8,05-7,80 (2H, m, H-5"),
7,60-7,21 (2H, m, H-6'), 5,06 (2H, s, H-1') ppm.

BBC-NMR §: 162,4 (C-7', d, J=246,13 Hz, C-F), 160,5 (C-4), 150,9 (C-2), 145,9 (C-6), 144,3
(C-2"), 133,8 (C-4'), 123,2 (C-5', d, J= 9,06 Hz, C-F), 122,7 (C-3), 117,5 (C-6', d, J=22,65,
C-F), 95,9 (C-5), 43,7 (C-1') ppm.

5-brom-N-1-[(4-(3,5-diklorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (9)

U Kiveti otopi se spoj 2 (50,0 mg, 0,22 mmol) i 3,5-diklorfenil-azid (82,1 mg, 0,44 mmol) u
smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (8 ml). Otopini se potom doda Cu Zica (12,0
mg, 0,18 mmol) i 1 M otopina CuSO, x 5H,0 (0,05 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Zatim smjesa je ostavljena preko
noci, nakon toga dodano je jos 20,0 mg 3,5-diklorfenil-azida i 0,04 ml 1 M otopine CuSO, x

5H,0 te je stavljeno je 45 minuta u mikrovalni reaktor pod istim uvijetima. Nakon zavrSetka
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reakcije (provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a
ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH
(70 : 1). Dobiven je spoj 9 kao bijeli prasak (5,2 mg, 33,4 %, t.t. =>200 °C).

'H- NMR &: 11,89 (1H, s, NH), 8,92 (1H, s, H-3", 8,37 (LH, s, H-6), 8,06 (2H, d, H-5'9", J=
1,8 Hz), 7,77 (1H, t, H-7', J=1,8 Hz), 5,06 (2H, s, H-1') ppm.

3C-NMR &: 159,6 (C-4), 150,1 (C-2), 145,0 (C-6), 143,9 (C-2"), 138,1 (C-6', 8, 135,2 (C-4),
128,1 (C-7'), 122,1 (C-3"), 118,7 (C-5', 9'), 95,2 (C-5), 42,9 (C-1') ppm.

5-brom-N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (10)

U kiveti otopi se spoj 2 (50,0 mg, 0,22 mmol) i p-klorfenil-azid (40,2 mg, 0,26 mmol) u
smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (8 ml). Otopini se potom doda Cu zica (12,0
mg, 0,18 mmol) i 1 M otopina CuSO, x 5H,0 (0,05 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Zatim je dodano jo$ po 20,0 mg
p-klorfenil- azida i stavljeno je u mikrovalni reaktor pod istim uvjetima. Nakon zavrSetka
reakcije (provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a
ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH
(70 : 1). Dobiven je spoj 10 kao zuti prah (2,3 mg, 56,0 %, t.t. = >200 °C).

'H- NMR §: 11,84 (1H, s, NH), 8,82 (1H, s, H-3), 8,37 (1H, s, H-6), 7,94 (2H, d, H-5', J= 9,0
Hz), 7,67(2H, d, H-6', J= 9,0 Hz), 5,06 (2H, s, H-1") ppm.

BBC-NMR §: 160,2 (C-4), 150,6 (C-2), 145,6 (C-6), 144,2 (C-2)), 135,8 (C-4), 133,5 (C-7)),
130,3 (C-5'), 122,3 (C-3), 122,2 (C-6"), 95,6 (C-5), 43,4 (C-1) ppm.

1-[(4-(4-Klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]benzo[d]imidazol (11)

U otopinu spoja N-1-(prop-2-in-1-il)benzo[d]imidazol (70,0 mg; 0,30 mmol) i p-klorfenil-
azida (55,5 mg; 0,36 mmol) u DMF-u (4,5 ml) doda se bakrov(ll) sulfat-pentahidrat (1,7 mg;
0,01 mmol) otopljen u vodi (1 ml) te natrijev askorbat (21,9 mg; 0,1 mmol) otopljen u vodi (1
ml). Reakcijska smjesa je mijeSana preko no¢i. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a
ostatak nakon uparavanjaje pro¢is¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH

(20 : 1). Izoliran je bijeli praskasti spoj 11 (22,5 mg; 24,1 %; t.t. = 183-184 °C).

IH-NMR 5: 8,91 (1H, s, H-2), 8,41 (1H, s, H-3"), 7.97-7,86 (2H, m, H-5,8), 7,77—7,55 (4H,
m, H-5°, 9, 6°, 7°), 7,37-7,08 (2H, m, H-6,7), 5,67 (2H, s, H-1°) ppm.
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3C-NMR §: 143,8 (C-2°), 135,2 (C-7"), 133,0 (C-4, 9), 129,8 (C-6’, §°), 122,4 (C-2), 122,1
(C-6, 7), 121,8 (C-5°, 9°), 121,6 (C-5), 119,5 (C-3°), 110,8 (C-8), 39,3 (C-1°). ppm.

5-jod-N-1-(prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion  (12) i N-1, N-3-di(prop-2-in-1-il)-5-
jodpirimidin-2,4-dion (13)

Otopini 5-joduracila (4,0 g, 16,8 mmol) u DMF (35 ml) se doda NaH (403,4 mg, 16,8 mmol) i
reakcijska smjesa se mijesa 2 h. Potom se u reakcijsku smjesu doda propargil-bromid (2,4 mg,
20,2 mmol). Napredak reakcije pracen je TLC-om 1 mijeSanje je nastavljeno tijekom 24 h.
Otapalo je upareno uz snizeni tlak, a sirovi produkt je procis¢en kolonskom kromatografijom
uz eluens CH,Cl, : MeOH (60 : 1). Dobiveni su bijeli kristalini¢ni spojevi 12 (2,6 g 56,0 %,
t.t. 198-199 °C) i 13 (796,0 mg, 15,1 %, t.t. 134-135 °C).

12: "H-NMR &: 11,74 (1H, s, NH), 8,23 (1H, 5, H-6), 4,50 (2H, d, H-1', J= 2,4 Hz), 3,42 (1H,
t, H-3', J= 2,4 Hz) ppm.

13: 'H-NMR §: 8,35 (1H, s, H-6), 4,58 (4H, t, H-1', J= 1,8 Hz), 3,46 (1H, t, H-3", J=2,4 H2),
3,15 (1H, t, H-3', J= 2,4 Hz) ppm.

BBC-NMR §&: 158,9 (C-4), 149,5 (C-2), 147,8 (C-6), 78,6 (C-2, 78,1 (C-2"), 76,3 (C-3), 73,4
(C-3"), 67,5 (C-5), 38,2 (C-1'), 31,4 (C-1') ppm.

N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-jodpirimidin-2,4-dion (14)

U dvije kivete otopi se spoj 12 (200,0 mg, 0,72 mmol) i benzil-azid (1,73 ml, 0,87 mmol) u
smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (8 ml). Otopini se potom doda Cu zica (46,2
mg, 0,73 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x 5H,0 (0,2 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Nakon zavretka reakcije
(provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a ostatak
nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH (70 : 1).
Dobiven je spoj 14 kao bijeli prasak (317,1 mg, 54,5 %, t.t. =>200 °C).

IH-NMR &: 11,64 (1H, s, NH), 8,26 (1H, s, H-3), 8,10 (1H, s, H-6), 7.36-7.25 (5H, m, Ph-
H), 5,53 (2H, s, H-5Y), 4,89 (2H, s, H-1') ppm.

BB3C-NMR §: 161,0 (C-4), 150,4 (C-2), 149,7 (C-6). 142,5 (C-6"), 135,9 (C-2), 128,7 (C-8),
128,1 (C-7"), 127,9 (C-9'), 123,7 (C-3") 68,4 (C-5), 53,8 (C-5'), 42,7(C-1) ppm.
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5-jod-N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (15)

U dvije Kivete otopi se spoj 12 (200,0 mg, 0,72 mmol) i p-klorfenil-azid (1,73 ml, 0,87 mmol)
u smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (8 ml). Otopini se potom doda Cu Zica (46,2
mg, 0,73 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x 5H,0 (0,2 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Nakon zavrietka reakcije
(provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a ostatak
nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH (70 : 1).
Dobiven je spoj 15 kao bijeli prasak (391,1 mg, 62,9 %, t.t. =>200 °C).

'H-NMR &: 11,70 (1H, s, NH), 8,80 (1H, s, H-3"), 8,35 (1H, s, H-6), 7,94 (2H, dd, H-5', J= 6,9
Hz, J=2,1Hz), 7,67 (2H, dd, H-5', J= 6,9 Hz, J=2,1 Hz), 5,05 (2H, s, H-1) ppm.

BC_NMR §: 161,6 (C-4), 151,0 (C-2), 150,1 (C-6), 144,3 (C-2'), 135,8 (C-4'), 133,5 (C-7),
130,3 (C-5'), 122,5 (C-3), 122,2 (C-6"), 69,2 (C-5), 43,2 (C-1) ppm.

5-jod-N-1-[(4-(2-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]pirimidin-2,4-dion (16)
Metoda A

U dvije Kkivete otopi se spoj 12 (200,0 mg, 0,72 mmol) i o-fluorfenil-azid (1,73 ml, 0,87
mmol) u smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (8 ml). Otopini se potom doda Cu zica
(46,2 mg, 0,73 mmol) i 1 M otopina CuSO,4 x 5H,0 (0,2 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i
zagrijava u mikrovalnom reaktoru 45 min na 80 °C (300 W). Nakon zavrietka reakcije
(provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari pod snizenim tlakom, a ostatak
nakon uparavanja se pro¢isti kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : MeOH (70 : 1).
Dobiven je spoj 16 kao bijeli prasak (62,9 mg, 9,8 %, t.t. =>200 °C).

Metoda B

U dvije kivete otopi se spoj 12 (150,0 mg, 0,54 mmol) i o-fluorfenil-azid (1,3 ml, 0,65 mmol)
u smjesi otapala tert-butilni alkohol : voda 1 : 1 (8 ml). Otopini se potom doda Cu zica (35,0
mg, 0,55 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x 5H,0 (0,1 ml). Reakcijska smjesa se ostavi mijeSati
36 h. Nakon zavrSetka reakcije (provjera tankoslojnom kromatografijom), otapalo se upari
pod sniZzenim tlakom, a ostatak nakon uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom uz
eluens CH,Cl, : MeOH (60 : 1). Dobiven je spoj 16 kao bijeli prasak (70 mg, 31,0 %, t.t. =
>200 °C).
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'H-NMR &: 11,71 (1H, s, NH), 8,60 (1H, s, H-3), 8,39 (1H, s, H-6), 7,63 (1H, td, Ph-H, J=
1,5 Hz, J= 8,0 Hz), 7,63-7,54 (2H, m, Ph-H), 7,46-7,41 (1H, m, Ph-H), 5,07 (2H, s, H-1)
ppm.

3C-NMR &: 161,0 (C-4), 157,6 (C-5', d, J= 271,2 Hz, C-F), 150,5 (C-2), 149,4 (C-6), 142,9
(C-2), 136,3 (C-9), 131,3 (C-7', d, J= 7,72 Hz, C-F), 125,9 (C-4), 125,8 (C-8', d, J= 3,67 Hz,
C-F), 125,0 (C-3)), 117,0 (C-6', d, J= 19,27 Hz, C-F), 68,6 (C-5), 42.90 (C-1") ppm.
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3.2.2. PREGLED SINTETIZIRANIH HIBRIDA 4-BENZIL TRIAZOLNOG
DERIVATA | FURO[2,3-d]PIRIMIDINA (17-21)
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POSTUPCI ZA PRIPRAVU SPOJEVA 17-21

N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(ciklopropil-etin-1-il)-6-ciklopropil-furo[2,3-
d]pirimidin-2-on (17a) i N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-ciklopropil-furo[2,3-
d]pirimidin-2-on (17b)

Nakon su$enja spoj 14 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) (PPHs)sPd (19,8 mg; 0,02 mmol),
N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml; 1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 2-
ciklopropiletin (0,05 ml; 0,59 mmol). Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i
ostavi se mijeSati preko no¢i te je potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska
smjesa je odfiltrirana, a filtrat uparen. Ostatak je proc¢iS¢en kolonskom kromatografijom uz
eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH) i izoliran je spoj 17a kao zuti prasak (25,5 mg; 36,2 %; t.t.=
>200 °C) i spoj 17b kao zuti prasak (6,1 mg; 10,3 %; t.t.= >200 °C)

17a: 'H-NMR 5: 8,67 (1H, s, H-3), 8,14 (1H, s, H-8), 7,40-7,28 (5H, m, Ph-H), 5,56 (2H, s,
H-4Y), 5,20 (2H, s, H-1'), 2,14-2,09 (1H, m, H-3"), 1,61-1,57 (1H, m, H-3"), 1,10-0,91 (8H,
m, H-4", 4", 5" 5") ppm.

BBC-NMR §: 169,5 (C-6), 161,0 (C-4), 154,1 (C-2), 142,3 (C-5), 141,1 (C-8), 135,9 (C-2),
128,7 (C-7'), 128,1 (C-6"), 127,9 (C-8), 123,9 (C-3), 106,8 (C-7), 100,4 (C-5), 95,7 (C-2"),
63,3 (C-1"), 52,8 (C-4"), 45,8 (C-1Y, 8,9 (C-3"), 8,6 (C-5",C-4"), 7,5 (C-5", C-4"), 0,1 (C-3")
ppm.

17b: 'H-NMR &: 8,55 (1H, s, H-3), 8,14 (1H, s, H-8), 7,40-7,29 (5H, m, Ph-H),6,43 (1H, s,

H-5) 5,56 (2H, s, H-4"), 5,17 (2H, s, H-17), 2,01 (1H, ddd, H-3", J= 12,0 Hz, J= 6,0 Hz, J= 3,0
Hz), 0,99-0,96 (2H, m, H-4"), 0,86-0,83 (2H, m, H-5") ppm.

BBC-NMR §: 171,1 (C-6), 159,2 (C-4), 154,2 (C-2), 142,4 (C-5), 141,2 (C-8), 135,9 (C-2),
128,7 (C-7Y), 128,1 (C-6), 127,9 (C-8), 123,9 (C-3), 106,8 (C-7), 97,6 (C-5), 52,8 (C-4),
46,0 (C-1Y, 8,7 (C-3), 6,8 (C-4', 5) ppm.
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N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-[(3-klorprop-1-il)etin-1-il]-6-(3-klorprop-1-
il)furo[2,3-d]pirimidin-2-on (18a) i N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-(3-klorprop-
1-il)furo[2,3-d]pirimidin-2-on (18b)

Nakon su$enja spoj 14 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 5-klorpent-1-in (0,05 ml; 0,47 mmol).
Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko noéi te je
potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH2Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 18a kao ulje (50,0 mg; 60,3 %) i spoj 18b kao crveno-smedi prasak (14,6
mg; 22,2 %; t.t.= >200 °C)

18a: 'H-NMR &: 8,78 (1H, s, H-3), 8,16 (LH, s, H-8), 7,39-7,29 (5H, m, Ph-H), 5,56 (2H, s,
H-1', 5,23 (H-4), 3,78 (2H, t, H-5", J= 6,0 Hz), 3,69 (2H, t, H-5", J= 6,0 Hz), 2,89 (2H, t, H-
3" J= 6,0 Hz), 2,64 (2H, t, H-3", J= 6,0 Hz), 2,11-1,97 (4H, m, H-4".4") ppm.

B3C-NMR 5:170,0 (C-6) 159,4 (C-4), 154,11 (C-2), 142,4 (C-8), 142,3 (C-5'), 135,9 (C-2),
128,7 (C-7"), 128,1 (C-6"), 128,0 (C-8, 124,0 (C-3", 106,2 (C-7), 97,9 (C-5), 95,9 (C-2"),
68,9 (C-1"), 52,8 (C-4'), 44,2(C-1"), 44,1 (C-5", 5", 30,8 (C-4"), 29,5 (C-4"), 23,9 (C-3"),
16,5 (C-3") ppm.

18b: 'H-NMR &: 8,62 (1H, s, H-3), 8.16 (LH, s, H-8), 7.40-7,30 (5H, m, Ph-H), 6,51 (1H, s,
H-5), 5,56 (2H, s, H-4"), 5,19 (2H, s, H-1), 3,70 (2H, t, H-5", J= 6,0 Hz), 2,79 (2H, t, H-3", J=
6 Hz), 2,06 (2H, dt, H-4", J= 15,0 Hz, J= 9,0 Hz) ppm.

BBC-NMR §: 171,5 (C-6), 156,7 (C-4), 154,2 (C-2), 142,4 (C-5), 142,1 (C-8), 135,9 (C-2),
128,7 (C-7'), 128,1 (C-6"), 127,9 (C-8'), 124,0 (C-3), 106,5 (C-7), 100,1 (C-5), 52,8 (C-4),
45,7 (C-1'), 44,3 (C-5), 29,3 (C-3), 24,8 (C-4) ppm.

N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(4-pentilfenil)etin-1-il)-6-(4-pentilfenil)furo[2,3-
d]pirimidin-2-on (19a)

Nakon su$enja spoj 14 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml,;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 1-etinil-4-pentilbenzen (0,06 ml; 0,42

mmol). Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko no¢i te
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je potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH2Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 19a kao Zuti prasak (48,2 mg; 71,9 %, t.t.= > 200 °C)

'H-NMR §: 9,04 (1H, s, H-3"), 8,20 (1H, s, H-8), 8,06 (2H, d, Ph-H, J= 12,0 Hz), 7,60 (2H, d,
Ph-H, J= 12,0 Hz), 7,43 (2H, d, Ph-H, J= 6,0 Hz), 7,37-7,35 (2H, m, Ph-H), 7,32-7,31 (5H,
m, Ph-H), 5,58 (2H, s, H-4"), 5,28 (2H, s, H-1'), 2,64 (4H, dd, H-5", J= 6,0 Hz, J= 18,0 Hz),
1,60 (4H, dd, H-8", J= 6,0 Hz, J= 12,0 Hz), 1,34-1,27 (8H, m, H-6", 7", 6", 7"), 0,87 (6H, dt,
H-9", 9", J= 2,4 Hz, J= 7,2 Hz ) ppm.

BC-NMR &: 169,7 (C-6), 154,3 (C-4) 154,1 (C-2), 145,2 (C-12"), 144,2 (C-12"), 143,4 (C-8),
142,2 (C-5), 135,9 (C-2)), 131,4 (C-Ph), 129,2 (C-Ph), 128,8 (C-Ph), 128,7 (C-7"), 128,1 (C-
6'), 127,9 (C-8"), 125,3 (C-Ph), 124,0 (C-3), 107,3 (C-7), 98,1 (C-5), 95,2 (C-2"), 78,3 (C-1"),
52,8 (C-4), 46,2 (C-1'), 34,9 (C-5", 5", 30,8 (C-7", 7"), 30,3 (C-6"), 30,2 (C-6"), 21,9 (C-8",
C-8™), 13,9 (C-9"), 18,8 (C-9") ppm.

N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(4-bromfenil)etin-1-il)-6-(4-bromfenil)furo[2,3-
d]pirimidin-2-on (20a) i N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-(4-bromfenil-etin-1-
il)pirimidin-2,4-dion (20b)

Nakon sus$enja spoj 14 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 4-brom-1-etinilbenzen (70,0 mg; 0,39
mmol). Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijeSati preko no¢i te
je potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je pro¢is§¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 20a kao zuti prasak (3,0 mg; 2,7 %, t.t.= > 200 °C) i spoj 20b kao crveni
prasak (11,0 mg; 13,9 %, t.t.= > 200 °C)

20a: *H-NMR 8: 9,15 (H, s, H-3"), 8,19 (H, s, H-8), 8,06 (1H, d, Ph-H, J= 8,4 Hz), 7,83 (1H,
d, Ph-H, J= 8,4 Hz), 7,70 (2H, dd, Ph-H, J= 8,4 Hz, J= 23,4 Hz), 7,37-7,31 (5H, m, Ph-B2),
5,57 (2H, s, H-4"), 5,28 (2H, s, H-1') ppm.

BBC-NMR §: 170,1 (C-6), 162,2 (C-4), 154,7 (C-2), 144,8 (C-8), 142,6 (C-5), 136,3 (C-2),
133,9 (Ph-Br), 132,9 (Ph-Br), 132,4 (Ph-Br), 129,2 (C-7'), 128,6 (C-6'), 128,5 (C-8'), 124,6
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(C-3"), 127,4 (C-4"), 123,6 (C-4"), 121,1 (C-7", 7"), 107,4 (C-7), 98,0 (C-5), 96,9 (C-2"), 80,2
(C-1"), 53,3 (C-4"), 46,9 (C-1') ppm.

20b: *H-NMR &: 11,74 (1H, s, NH), 8,33 (1H, s, H-3), 8,18 (1H, s, H-6), 7,61 (2H, d, Ph-Br,
J= 8,4 Hz), 7,42-7,31 (5H, m, Ph-H), 5,58 (2H, s, H-4"), 4,98 (2H, s, H-1') ppm.

B3C-NMR &: 161,7 (C-4), 149,6 (C-2), 149,1 (C-6), 142,3 (C-2'),132,9 (Ph-Br), 131,8 (Ph-Br),
128,7 (C-7'), 128,1 (C-6"), 127,9 (C-8"), 123,7 (C-3), 121,9 (C-9"), 121,6 (C-12"), 97,4 (C-5),
90,8 (C-8"), 83,5 (C-7"), 52,8 (C-4'), 43,0 (C-1) ppm.

N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(heksiletin-1-il)-6-heksil-furo[2,3-d]pirimidin-2-
on (21a) i N-1-[(4-benzil-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-heksil-furo[2,3-d]pirimidin-2-on (21b)

Nakon su$enja spoj 14 (40,0 mg; 0,09 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (5,6 mg; 0,03 mmol), (PPH3)4Pd (11,3 mg; 0,01 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,1 ml;
0,57 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 1-oktin (0,05 ml; 0,34 mmol). Reakcijska
smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijeSati preko noci te je potom dodan
aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat uparen. Ostatak
je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH) i izoliran je
spoj 21a kao ulje (26,5 mg; 54,3 %) i spoj 21b kao smedi prasak (3,5 mg; 9,2 %, t.t.= > 200
OC)

21a: *H-NMR &: 8,70 (1H, s, H-3), 8,15 (1H, s, H-8), 7,37-7,30 (H, m, Ph-H), 5,56 (2H, s,
H-4), 5,22 (2H, s, H-1), 2,72 (2H, t, H-3", J= 7,2 Hz), 2,47 (2H, t, H-3", J= 6,6 Hz),
1,66-1,61 (2H, m, H-4"), 1,58-1,52 (2H, m, H-4"), 1,43 (2H, dt, CH,-, J= 7,2 Hz J= 14,6
Hz), 1,31-1,25 (10H, m, CH,-), 0,88-0,84 (6H, m, H-8", 8") ppm

BBC-NMR §: 170,5 (C-6), 161,2 (C-4), 154,2 (C-2), 142,8 (C-5), 142,6 (C-8), 136,4 (C-2),
129,2 (C-7"), 128,6 (C-6'), 128,5 (C-8), 124,4 (C-3), 106,7 (C-7), 98,0 (C-5), 97,8 (C-2",
68,9 (C-1"), 53,3 (C-4), 46,3 (C-1), 31,2 (C-5", 5™), 28,4 (C-6", 6"), 26,9 (C-4", 4™), 22,5 (C-
7", 7™, 19,3 (C-3", 3"), 14,3 (C-8", 8") ppm

21b: 'H-NMR 5: 8,58 (1H, s, H-3), 8,5 (H, s, H-8), 7,37-7,30 (5H, m, Ph-H), 6,44 (1H, s, H-
5), 5,6 (2H, s, H-4), 5,18 (2H, s, H-1'), 2,63 (2H, t, H-3', J= 7,2 Hz), 1,61-1,59 (2H, m, H-4),
1,34-1,24 (6H, m, CH,- ), 0,87-0,84 (3H, m, H-8") ppm
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3C-NMR &: 169,1 (C-6), 164,4 (C-4), 153,7 (C-2), 142,9 (C-5, 142,3 (C-8), 136,4 (C-2),
129,2 (C-7'), 128,6 (C-6"), 128,5 (C-8), 124,5 (C-3), 107,1 (C-7), 99,9 (C-5), 53,3 (C-4),
46,3 (C-1'), 35,4 (C-3"), 31,3 (C-5"), 28,4 (C-6"), 26,8 (C-4"), 22,4 (C-7"), 14,4 (C-8") ppm

33



MATERIJALI | METODE

3.2.3. PREGLED SINTETIZIRANIH HIBRIDA 4-(4-KLORFENIL)TRIAZOLNIH
DERIVATA | FURO[2,3-d]PIRIMIDINA (22-25)

Cl
Cl

Cl
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POSTUPCI ZA PRIPRAVU SPOJEVA (22-25)

5-(ciklopropil-etin-1-il)-6-ciklopropil-N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-
il)metil]furo[2,3-d]pirimidin-2-on (22a) i 6-ciklopropil-N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-
1-il)metil]furo[2,3-d]pirimidin-2-on (22b)

Nakon su$enja spoj 15 (100,0 mg; 0,23 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (10 ml) i dodani
su Cul (8,9 mg; 0,04 mmol), (PPHs)4Pd (26,9 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2
ml; 1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan ciklopropiletin (0,08 ml; 0,94 mmol).
Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko noéi te je
potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH2Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 22a kao Zuti prasak (37,7 mg; 34,0 %, t.t.= > 200 °C) i spoj 22b kao smedi
prasak (5,6 mg; 6,5 %, t.t.= > 200 °C)

22a: 'H-NMR &: 8,77 (1H, s, H-3), 8,72 (1H, s, H-8), 7,95-7,91 (2H, m, H-6'), 7,68-7,63
(2H, m, H-5), 5,32 (2H, s, H-1), 2,14 (1H, tt, H-3", J= 5,1 Hz, J= 8,1 Hz), 1,61 (1H, tt, H-3",
J=5,1 Hz, J= 8,1 Hz), 1,14-1,02 (4H, m, CH,-), 0,97-0,91 (2H, m, CH,-), 0,83-0,77 (2H, m,
CHz-) ppm.

BBC-NMR §: 170,1 (C-6), 161,6 (C-4), 154,7 (C-2), 144,2 (C-2)), 141,8 (C-8), 135,8 (C-7)),
133,4 (C-4'), 130,3 (C-5'), 122,3 (C-6"), 122,2 (C-3), 107,5 (C-7), 100,9 (C-5), 96,3 (C-2"),
63,9 (C-1"), 46,3 (C-1), 9,4 (C-3"), 9,1 (C-4", 5"), 8,0 (C-4",5"), 0,4 (C-3") ppm.

22b: 'H-NMR &: 8,76 (1H, s, H-3), 8,56 (1H, s, H-8), 7,91 (2H, d, H-6', J= 9,0 Hz),
7,66-7,61 (2H, m, H-5), 6,43 (1H, s, H-5), 5,27 (2H, s, H-1), 2,00-1,97 (1H, m, H-3"), 0,97
(2H, dt, CHy-, J= 4,8 Hz, J= 10,8 Hz), 0,84 (2H, dt, CH,-, J= 4,2 Hz, J= 7,2 Hz) ppm.

N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-[(3-klorpropil)etin-1-il]-6-(3-klorprop-1-
ilfuro[2,3-d]pirimidin-2-on (23a) i N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-(3-
klorpropil)furo[2,3-d]pirimidin-2-on (23b)

Nakon su$enja spoj 15 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 5-klor-pen-1-in (0,05 ml; 0,49 mmol).
Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko noci te je

potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
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uparen. Ostatak je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH2Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 23a kao bijeli prasak (32,3 mg; 39,3 %, t.t.= > 200 °C) i spoj 23b kao smedi
prasak (13,3 mg; 20,2 %, t.t.= > 200 °C)

23a: *H-NMR &: 8,83 (1H, s, H-3'), 8,80 (1H, s, H-6), 7,93 (2H, d, H-6', J= 8,4 Hz), 7,66 (2H,
d, H-5', J= 9 Hz), 5,34 (2H, s, H-1"), 3,79 (2H, t, H-5", J= 6,0 Hz), 3,70 (2H, t, H-5", J= 6,0
Hz), 2,91 (2H, t, H-3", J= 7,2 Hz), 2,65 (2H, t, H-3", J= 6,6 Hz), 2,12-2,08 (2H, m, H-4"),
2,05-2,01 (2H, m, H-4") ppm.

BBC.NMR &: 170,1 (C-6), 159,5 (C-4), 154,2 (C-2), 143,6 (C-2)), 142,1 (C-8), 135,2 (C-7),
132,9 (C-4), 129,8 (C-5, 121,9 (C-6'), 121,7 (C-3)), 106,3 (C-7), 97,9 (C-5), 96,0 (C-2"),
68,9 (C-1"), 40,0 (C-5"), 39,7 (C-5"), 30,8 (C-4"), 29,5 (C-4"), 23,9 (C-3"), 16,5 (C-3") ppm.

23b: 'H-NMR 5: 8,81 (1H, s, H-3"), 8,66 (H, s, H-8), 7,93 (2H, d, H-6', J= 9,0 Hz), 7,66 (2H,
d, H-5', J= 8,4 Hz), 6,54 (1H, s, H-5), 5,30 (2H, s, H-1), 3,70 (2H, t, H-5", J= 6,0 Hz), 2,80
(2H, t, H-3", J= 7,8 Hz), 2,10-2,06 (2H, m, H-4") ppm.

BBC-NMR §: 171,9 (C-6), 157,1 (C-4), 154,7 (C-2), 144,1 (C-2), 142,6 (C-8), 135,8 (C-7)),
133,4 (C-4'), 130,3 (C-5), 122,6 (C-3'), 122,2 (C-6"), 107,0 (C-7), 100,7 (C-5), 46,1 (C-1),
44,8 (C-5"), 29,8 (C-3"), 25,3 (C-4") ppm.

N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(4-pentilfenil)etin-1-il)-6-(4-
pentilfenil)furo[2,3-d]pirimidin-2-on (24a)

Nakon sus$enja spoj 15 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 1-etinil-4-pentilbenzen (0,06 ml; 0,31
mmol). Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko no¢i te
je potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je pro¢is§¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 24a kao zuti prasak (20,9 mg; 19,9 %, t.t.= > 200 °C)

'H-NMR &: 9,10 (1H, s, H-3), 8,83 (LH, s, H-8), 8,08 (2H, d, H-6', J= 8,4 Hz), 7,84 (2H, d,
H-5', J= 9,0 Hz), 7,63 (4H, dd, H-5",5", J= 9,0 Hz, J= 27,6 Hz), 7,44 (2H, d, H-4", J= 8,4
Hz), 7,32 (2H, d, H-4", J= 7,8 Hz), 5,39 (2H, s, H-1), 1,64-1,57 (4H, m, H-7",7"), 2,67-2,62
(4H, m, H-8"8™), 1,33-1,28 (8H, m, H-9",9", 10", 10"), 0,87 (6H, t, H-11",11", J= 7,2 Hz)
ppm.
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3C-NMR §&: 169,8 (C-6), 154,3 (C-4), 154,2 (C-2), 145,2 (C-6"), 144,2 (C-6"), 143,6 (C-2),
143,4 (C-8), 135,3 (C-7'), 132,9 (C-4"), 131,4 (C-4", 4™), 129,9 (C-5",5"), 128,8 (C-5') 125,4
(C-3), 121,6 (C-6'), 118,8 (C-3",3"), 107,4 (C-7), 98,2 (C-5), 95,3 (C-2"), 78,3 (C-1"), 46,2
(C-19, 34,9 (C-7", 7™), 30,8 (C-9"), 30,7 (C-9™), 30,3 (C-8"), 30,2 (C-8"), 21,8 (C-10", 10™),
13,6 (C-11", 11™) ppm.

N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(heksiletin-1-il)-6-heksil-furo[2,3-
d]pirimidin-2-on (25a) i N-1-[(4-(4-klorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-heksil-furo[2,3-
d]pirimidin-2-on (25b)

Nakon su$enja spoj 15 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan okt-1-in (0,07 ml; 0,47 mmol). Reakcijska
smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijeSati preko noci te je potom dodan
aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat uparen. Ostatak
je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH) i izoliran je
spoj 25a kao zuti prasak (26,1 mg; 30,8 %, t.t.= > 200 °C) i spoj 25b kao smedi prasak (24,3
mg; 36,2 %, t.t.= > 200 °C)

25a: 'H-NMR §: 8,79 (LH, s, H-3), 8,76 (1H, s, H-6), 7,93 (2H, d, H-6', J= 9,0 Hz), 7,66 (2H,
d, H-5', J= 9,0 Hz), 5,33 (2H, s, H-1), 2,74 (2H, t, H-3", J= 7,2 Hz), 2,61 (1H, s, H-3), 2,38
(1H, s, H-3), 1,65 (2H, dt, H-4", J= 6,6 Hz J=13,8 Hz), 1,56 (2H, dt, H-4", J= 7,2 Hz J=15
Hz), 1,43-1,28 (12H, m, H-5" 5", 6", 6", 7™, 7"), 0,88-0,84 (6H, m, H-8", 8") ppm.

BC-NMR &: 170,6 (C-6), 161,2 (C-4), 154,7 (C-2), 144,2 (C-2'), 142,5 (C-8), 135,7 (C-7'),
133,4 (C-4"), 130,3 (C-5), 122,4 (C-3), 122,2 (C-6"), 106,9 (C-7), 98,1 (C-5), 97,8 (C-2"),
69,0 (C-1"), 46,3 (C-1", 31,2 (C-4", 4™), 28,4 (C-3", 3™), 26,9 (C-5", 5"), 22,4 (C-6", 6"),
19,3 (C-7", 7™), 14,3 (C-8", 8™) ppm.

25b: 'H-NMR : 8,81 (1H, s, H-3"), 8,63 (LH, s, H-8), 7,63 (2H, d, H-6", J= 9,0 Hz), 7,59 (2H,
d, H-5', J= 9,0 Hz), 6,47 (1H, s, H-5), 5,30 (2H, s, H-1Y), 2,65 (2H, t, H-3", J= 7,8 H2),
1,62-1,60 (2H, m, H-7"), 1,29-1,23 (6H, m, H-4", 5", 6"), 0,87—0,85 (3H, m, H-8") ppm.
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3.2.4. PREGLED SINTETIZIRANIH HIBRIDA 4-(2-FLUORFENIL)TRIAZOLNIH

DERIVATA FURO[2,3-d]PIRIMIDINA (26-29)
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POSTUPCI ZA PRIPRAVU SPOJEVA (26-29)

N-1-[(4-(2-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(ciklopropil-etin-1-il)-6-
ciklopropilfuro[2,3-d]pirimidin-2-on (26a)

Nakon su$enja spoj 16 (70,0 mg; 0,17 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (9,8 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (19,8 mg; 0,02 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,2 ml;
1,15 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan ciklopropiletin (0,05 ml; 0,59 mmol).
Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko noéi te je
potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 26a kao zuti prasak (25,3 mg; 35,9 %, t.t.= 105-106 °C).

'H-NMR §: 8,75 (1H, s, H-3), 8,57 (1H, s, H-8), 7,80 (1H, t, Ph-H, J= 6,3 Hz), 7,62-7,59
(2H, m, Ph-H), 7,43 (1H, t, Ph-H, J= 7,8 Hz), 5,33 (2H, s, H-1Y), 2,16-2,10 (1H, m, H-3"),
1,64-1,57 (1H, m, H-3"), 1,13-0,78 (8H, m, H-5", 5", 4", 4") ppm.

BC-NMR §: 169,6 (C-6) 161,1 (C-4), 154,2 (C-2), 153,8 (C-5', d, J= 250,66 Hz, C-F), 142,9
(C-2Y, 141,3 (C-8), 131,3 (C-9', d, J= 3,55 Hz, C-F), 125,9 (C-3), 125,5 (C-7', d, J= 4,53 Hz,
C-F), 125,2 (C-8)), 124,6 (C-4', d, J= 10,57 Hz, C-F), 117,1 (C-6', d, J= 19,63 Hz, C-F), 106,9
(C-7), 100,4 (C-5), 95,7 (C-2"), 63,4 (C-1"), 45,6 (C-1), 8,9 (C-3"), 8,6 (C-4", 5™), 7,5 (C-4",
5", -0,1 (C-3") ppm.

N-1-[(4-(2-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-(3-klorpropil)furo[2,3-d]pirimidin-2-on
(27b)

Nakon su$enja spoj 16 (20,0 mg; 0,05 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (5 ml) i dodani su
Cul (2,3 mg; 0,01 mmol), (PPH3)4Pd (5,6 mg; 0,01 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,1 ml;
0,57 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 5-klorpen-1-in (0,01 ml; 0,12 mmol.
Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko noci te je
potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je pro¢is§¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH,Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 27b kao zuti prasak (10,2 mg; 54,1 %, t.t.= 170-171 °C).

IH-NMR &: 8,71 (1H, s, H-3), 8,60 (1H, s, H-8), 7,82 (1H, td, Ph-H, J= 1,5 Hz, J= 7,8 Hz),
7,66-7,53 (2H, m, Ph-H), 7,46—7,51 (1H, m, Ph-H), 6,56 (LH, s, H-5), 5,34 (2H, s, H-1'), 3,72
(2H, t, H-5", J= 6,3 Hz), 2,81 (2H, t, H-3", J= 7,2 Hz), 2,13-2,04 (2H, m, H-4") ppm.

39



MATERIJALI | METODE

N-1-[(4-(2-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-5-(4-pentilfenil)etin-1-il)-6-(4-
pentilfenil)furo[2,3-d]pirimidin-2-on (28a)

Nakon su$enja spoj 16 (20,0 mg; 0,05 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (8 ml) i dodani su
Cul (2,3 mg; 0,01 mmol), (PPH3)4Pd (5,6 mg; 0,01 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,1 ml;
0,57 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 1-etinil-4-pentilbenzen (0,06 ml; 0,31
mmol). Reakcijska smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mije$ati preko no¢i te
je potom dodan aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat
uparen. Ostatak je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens (CH2Cl,, CH,Cl,/ MeOH)
i izoliran je spoj 28a kao Zuti prasak (15,0 mg; 49,34 %, t.t.= 165-166 °C).

'H-NMR &: 9,13 (1H, s, H-3), 8,63 (1H, s, H-8), 8,08 (2H, d, H-4", J= 8,4 Hz), 7,94-7,79
(2H, m, H-4Y), 7,63-7,56 (4H, m, H-9', 8, 7', 6'), 7,44 (2H, d, H-5", J= 8,4 Hz), 7,33 (2H, d,
H-5", J= 8,4 Hz), 5,41 (2H, s, H-1'), 2,66-2,61 (4H, m, H-7", 7"), 1,67-1,50 (4H, m, H-8",
8", 1,31-1,03 (8H, m, H-9"™. 9", 10™, 10), 0,87 (6H, t, H-11", 11", J= 6,0 Hz) ppm.

B3C-NMR §: 170,3 (C-6), 164,6 (C-4), 155,9 (C-2), 153,8 (C-5'), 145,7 (C-6"), 144,7 (C-6"),
143,9 (C-8), 143,3 (C-2'), 131,9 (C-9"), 131,9 (C-5", 5"), 129,7 (C-4" 4", 129,3 (C-7), 127,3
(C-3", 3"), 126,4 (C-3), 126,0 (C-8)), 125,9 (C-4"), 117,7 (C-6"), 107,9 (C-7), 98,6 (C-5), 93,8
(C2"), 78,8 (C-1"), 46,5 (C-1, 31,3 (C-7".7"), 30,8 (C-9",9"), 29,1 (C-8", 8"), 22,4 (C-
10™,10"), 14,4 (C-11",11") ppm.

N-1-[(4-(2-fluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il)metil]-6-heksil-furo[2,3-d]pirimidin-2-on (29b)

Nakon sus$enja spoj 16 (20,0 mg; 0,05 mmol) se otopi u bezvodnom toluenu (5 ml) i dodani su
Cul (2,3 mg; 0,01 mmol), (PPH3)4Pd (5,6 mg; 0,01 mmol), N,N-diizopropiletilamin (0,1 ml;
0,57 mmol) u atmosferi argona. Potom je dokapan 1-oktin (0,01 ml; 0,07 mmol). Reakcijska
smjesa se zagrije na temperaturu od 80° C i ostavi se mijesati preko noci te je potom dodan
aktivni ugljen i Amberlit IRA-400. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat uparen. Ostatak
je prociscen kolonskom kromatografijom uz eluens (CH2Cl,, CH,Cly/ MeOH) i izoliran je
spoj 29b kao zuti prasak (14,9 mg; 77,9 %, t.t.= 145-144 °C).

'H-NMR &: 8,68 (1H, s, H-3"), 8,60 (1H, s, H-8), 7,82 (1H, td, Ph-H, J=1,5 Hz, J= 7,8 Hz),
7,67-7,57 (2H, m, Ph-H), 7,47-7,41 (1H, m, Ph-H), 6,48 (1H, s, H-5), 5,33 (2H, s, H-1), 2,66
(2H, t, H-3", J= 1,5 Hz), 1,66-1,57 (2H, m, H-7"), 1,36-1,24 (6H, m, H-4", 5", 6"), 0,87 (3H,
t, H-8", J= 6,8 Hz) ppm.
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3C-NMR &: 171,6 (C-6), 164,5 (C-4), 158,4 (C-2), 153,8 (C-5', d, J= 250,30 Hz, C-F), 142,8
(C-2), 141,5 (C-8), 131,9 (C-9', d, J= 2,5 Hz, C-F), 125,5 (C-7', d, J= 3,78 Hz, C-F) 125,9 (C-
3), 125,5 (C-8"), 124,6 (C-4', d, J= 10,70 Hz, C-F), 117,1 (C-6', d, J= 19,48 Hz, C-F), 106,7
(C-7), 99,5 (C-5) 45,6 (C-1'), 30,8 (C-3"), 27,9 (C-6"), 27,3 (C-5"), 26,3 (C-4"), 21,9 (C-7"),
13,8 (C-8") ppm.
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4.1. SINTEZA SPOJEVA

4.1.1. SINTEZA HIBRIDA 1,2,3-TRIAZOLNIH DERIVATA | URACILA

Sinteza N-1 monosupstituiranih i N-1,N-3 disupstituiranih triazolnih derivata** 5-
bromuracila provedena je reakcijom propargil-bromida i 5-bromuracil koji je prethodno
preveden u anion pomocu jake baze NaH. U reakciji su izolirana dva produkta, N-1,N-3-
dipropargilni derivat 5-bromuracila (1) i N-1-propargilni derivat (2) uz pretezito nastajanje
monosupstituiranog derivata (1).
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Slika 11. Reakcijska shema za sintezu triazolnih derivata 5-bromuracila.
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Nakon sinteze terminalnih alkina (1) i (2) potrebnih za sintezu 1,4-disupstituiranih triazolnih
derivata, odabrani su odgovarajuc¢i aromatski azidi p-flourfenil-azid, 3,5-diklorfenil-azid, m-
flourfenil-azid, p-klorfenil-azid i kumarinski azid, prikazani na slici 11. Priprava N-1 i N-3
disupstituiranih hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina 3—6 provedena je pomo¢u odgovarajuceg
aromatskog azida, natrijeva askorbata, bakrovog (Il) sulfata pentahidrata, pri sobnoj
temperaturi. Spojevi 3—6 su sintetizirani s iskoriStenjem reakcije izmedu 20,0-40,0%. Sinteza
N-1 monosupstituiranih hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina (7-10) odvijala se je u
mikrovalnom reaktoru pri temperaturi od 80 °C i 300 W uz katalizatore Cu(0), 1M CuSO4 u
smjesi otapala DMF, voda i tert-butilni alkohol u omjeru 1:1. Spojevi 7-10 su dobiveni u
nesto veéem iskoristenju (30,0-55,0%) u odnosu na disupstituirane 1,2,3-triazolne derivate
(3—-6). Usporedujuci ove dvije sintetske metode mozemo zakljuéiti da je sinteza uz pomoc
mikrovalova povoljniji sintetski put Sto potvrduje krac¢e vrijeme reakcije, bolje iskoriStenje 1

okolisu prihvatljiv izbor smjese otapala vode 1 organskih otapala.
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Slika 12. Spektar'H-NMR spojeva 2 i 10.
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Provedena je strukturna karakterizacija spojeva primjenom spektroskopije ‘H- i **C-NMR.
Tako je u 'H-NMR spektrima novih 1,4-disupstituiranih triazola vidljiv signal protona u
podrucju nizih polja oko. 8,8 ppm koji je pripisan protonu H-3' 1,2,3-triazolnog prstena (slika
12). Takoder su u spektrima prisutni su protoni fenilnog prstena (7,95 i 7,67 ppm). Metilenski
protoni vezani na N-1 spoja 10 su u odnosu na polazni propargilni derivat 2 (4,50 ppm)

pomaknuti prema vi§im poljima (5,06 ppm).

Nadalje, hibrid benzimidazola i 1,2,3-triazola supstituiranog s p-klorfenilom 11 pripravljen je
primjenom katalizatora CuSQO, i Na-askorbata preko no¢i uz iskoristenje 24,0 %.

N propargil-bromid N
\> \> p- Cl fenil-azid , DMF @[ \>
©:N NaH, DMF ©: —Cwso, o N /©/CI
H \\/\N
N=N
1

s.t., 24 h Na-askorbat

Slika 13. Reakcijska shema za sintezu hibrida benzimidazola i 1,2,3-triazola.
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4.1.2. SINTEZA HIBRIDA

d]PIRIMIDINA
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Slika 14. Reakcijska shema za sintezu hibrida 1,2,3-triazolnih derivata furo[2,3-d]pirimidina.

N-1 triazolni derivati 5-joduracila (14-16) pripravljeni su ,klik* reakcijom,

potpomognutom mikrovalovima, propargilnog derivata 5-joduracila i odgovaraju¢ih azida

bezil-azid, p-klorfenil-azid i o-flourfenil-azid (slika 14). Triazolni derivati 5-joduracila koji

sadrze benzilni i p-klorfenilni supstituent na polozaju N-1 triazola sintetizirani su u vrlo
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dobrom iskoriStenju (54,5 % i 62,8 %), dok je iskoriStenje u sintezi triazolnog derivata 5-
joduracila s o-fluorfenilnim supstituentom bilo nisko (10,0 %). Potom je provedena
Sonogarshira-ina reakcija® spojeva 14—16 uz paladij kao katalizator (Pd(PPHs;),), Cul kao ko-
katalizator i N, N-diizopropiletilamin. U reakciji su izabrani sljede¢i alkini: ciklopropiletin, 5-
klorpent-1-in, 1-etinil-4-pentilbenzen, 1-etinil-4-brombenzen i 1-oktin. Uvjeti Sonogarshira-
ine reakcije su nesto izmijenjeni jer je reakcija provedena pri temperaturi od 80 °C. U
navedenoj su reakciji sintetizirani biciklicki furo[2,3-d]pirimidinski derivati. Uz 6-
supstituirane furo[2,3-d]pirimidine 17b—29b, kao ocekivane produkte reakcije, izolirani su i
5,6-disupstituirani furo[2,3-d]pirimidinski derivati 17a—29a koji su nastali kao posljedica
naknadnog uvodenja alkinilnih supstituenata u polozaju C-5 furanskog prstena. IskoriStenja za
spojeve (17a-29a) su u rasponu 20,0-70,0 %, a za spojeve (17b—29b) 10,0-50,0 % pa
mozemo zakljuéiti da su u Sonogarshira-inim reakcijama glavni produkti C-5 i C-6

disupstituirani derivati furo[2,3-d]pirimidina (17a—29a).
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Slika 15. Usporedba spektara *H-NMR spojeva 18a i 18b.
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Slika 16. Usporedba spektara**C-NMR spojeva 18a i 18b.

Strukturna Kkarakterizacija produkata dobivenih Sonogashira-inom reakcijom mozZze se
objasniti na primjeru spojeva 18a i 18b (slike 15 i 16). Na spektrima NMR-a, uoceni su svi
signali koji odgovaraju pretpostavljenoj strukturi. Vazno je uoditi signal za proton H-3'
triazolnog prstena oko 8,8 ppm (slika 15). Takoder, u spektru *H-NMR 6-supstituiranog
pirimidinskog derivata 18b, vidljivi su i signali za vodikove atome alkilnih grupa (H-3"-5"" i
H-3"-5") u podrucju visih polja izmedu 0-4 ppm (slika 15). U spektru koji odgovara 5,6-
disupstituiranom derivatu 18a, signali koji odgovaraju alkinilnom pobo¢nom lancu su
udvostruceni. Nadalje, potvrda da dolazi do zatvaranja furanskog prstena kod C-6 derivata

furo[2,3-d]pirimidina je pojavljivanje signala za proton H-5 oko 6,5 ppm.

U spektru **C-NMR spoja 18b, jasno su vidljivi signali koji odgovaraju ugljikovim atomima
etina na C-1" (68,9 ppm) i C-2" (95,9 ppm). Spomenuti signali nisu vidljivi u spektru **C-
NMR 6-supstituiranog furopirimidinskog derivata 18a. S obzirom na neoc¢ekivanost nastalih
5,6-disupstituiranih produkata, uz spektre NMR, kona¢na potvrda strukture dobivena je

snimanjem Kristalografske strukture spoja 17a.
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4.2. KRISTALOGRAFSKA STRUKTURA SPOJA 17a

Kristalna struktura spoja 17a odredena je rendgenskom strukturnom analizom, a
njegova molekulska struktura prikazana je na slici 17. U spoju 17a, na atom C7 bicikli¢kog
furo[2,3-d]pirimidina izravno je vezan ciklopropanski prsten C9—C11, na atom C8
etinilciklopropanski lanac, a na dusikov atom N1 vezan je 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni
prsten. Ciklopropanski prsten C9—C11 i peteroclani prsten O2/C4/C5/C7/C8 na kojeg je
ciklopropanski prsten vezan medusobno su okomiti. Diedarski kut izmedu ravnina prstenova
iznosi 84,7(2)°. Takoder, okomiti su i Sestero¢lani prsten N1/N3/C2/C4/C5/C6 i triazolni
prsten N4/N5/N6/C18/C19, no vrijednost diedarskog kuta odstupa neSto viSe od idealne
vrijednosti koja iznosi 90° [iznosi 73,24(14)°]. Zbog stvaranja biciklickog prstena vezni kut
N3-C4-C5 u Sesteroclanom prstenu N1/C2/N3/C4/C5/C6 je znacajno proSiren i iznosi
128,97(19)°. Ipak, zbroj svih endocikli¢kih veznih kuteva u prstenu iznosi 720°, kao $to se i

ocekuje za aromatski Sesteroclani prsten.

Cl6
C15

o]

Slika 17. Molekulska struktura spoja 17a

Molekule spoja 17a medusobno su povezane dvjema C—H---O i jednom C—H---N vodikovom
vezom (slika 18). Dvije od navednih interakcija, jedna C—H---N vodikova veza [C20---N3;
3,421(3) A] i jedna C—H---O vodikova veza [C20---O1; 3,563(3) A] stvaraju dimere. Kako je

atom C20 donor protona za obje navedene veze, ovo je ujedno i primjer trocentri¢ne vodikove
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veze. Dimeri su dalje povezani jednom dodatnom C—H---O vodikovom vezom [C9---O1,

3,221(3) A] u jednodimenzijske lance.

Slika 18. Dio kristalne strukture spoja 17a, koji prikazuje jednodimenzijski lanac stvoren

dvjema C—H---O i jednom C—H---N vodikovom vezom.

Atom O1 akceptor je dviju C—H---O vodikovih veza te na taj nafin od lanaca nastaju
dvodimenzijske vrpce (slika 18). Slika kristalnog pakiranja takoder otkriva da ciklopropanski

1 fenilni prstenovi stvaraju hidrofobne slojeve izmedu vrpci.

Slika 19. Kristalno pakiranje spoja 17a, prikazano duz kristalografske osi b, koje prikazuje

dvodimenzijske vrpce nastale vodikovim vezama te hidrofobne slojeve izmedu njih.
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4.3. Ispitivanje antitumorskog djelovanja in vitro

Antitumorsko djelovanje spojeva 3-11 ispitivalo se na Sest stani¢nih linija: Hela
(karcinom vrata maternice), SW620 (karcinom debelog crijeva), Hep-G2 (karcinom jetre),
CFPAC-1 (karcinom gusterace), A549 (karcinom pluca) i 3T3 (normalne fibroblaste

porijeklom iz misa) (tablica 2).

Tablica 2: Rezultati antitumorskih ispitivanja za spojeve od 3-11.

ICs0 (LM)

uzorak Stanic¢ne linije

A549 | Hep-G2 | CFPAC-1 | HeLa  SW620 | 3T3
3 25,49 | 4,47 6,87 12,58 9,82 0,07
4 95,79 | 42,73 >100 >100 | >100 4,3
5 533 | 711 4,53 1,64 | 7,86 0,59
6 7,41 | 3,62 5,92 6,13 | 5,63 0,37
7 70,27 | 40,75 62,74 56,36 = 89,58 <0,01
8 64 68,93 >100 72,9 | >100 50,79
9 80,68 | 7,66 5,51 8,42 | 9,87 1,16
10 40,93 | 19,14 39,54 33,28 | >100 6,7
11 0,79 | 52,31 52,55 42,17 1 91,23 38,1

ICso, koncentracija spoja koja inhibira 50% tumorskih stanica.

Rezultati antitumorskih ispitivanja pokazali su da je benzimidazolni derivat (11) imao
naju¢inkovitije djelovanje na karcinom pluca (A549) (ICso = 0,79 uM). Spoj 11 je pored toga
pokazao i selektivno djelovanje. Spojevi 5, 6 i 9 imali su takoder snazno inhibitorno
djelovanje na tumorske stanice (ICso = 1,64-9,87 uM). N-1,N-3 disupstituirani 5-bromuracil 3

koji sadrzi p-fluorfenilni supstituent na triazolnom prstenu znatno je inhibirao karcinom
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debelog crijeva (1Cso = 9,82 uM), karcinom jetre (1Cso = 4,47 uM) i karcinom gusterace (1Csp
= 6,87 uM). Medutim spojevi 3, 5, 6 1 9 su inhibirali i normalne misje stanice (T3T).

Korelacija izmedu strukture i bioloSke aktivnosti ukazala je da su N-1,N-3 disupstituirani
derivati 5-bromuracila (3, 5 i 6) aktivniji u odnosu na N-1 monosupstituirane derivate 5-
bromuracila. Strukturno razli¢it spoj 11, koji umjesto pirimidina sadrzi benzimidazol, odabran

je za daljnje optimiranje strukture.

100
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-
A549 Hep-G2 CFPAC-1 Hela SW620 3T3

Slika 18 : Antitumorsko djelovanje spoja 11 na odabrane tumorske stanice i normalne misje

stanice
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Nadalje, u tijeku je antiproliferativno ispitivanje preostalih spojeva 17a—29a i 17b—29b.

4.4. Molekulsko modeliranje

Budu¢i da novosintetizirani spojevi (slika 21) pripadaju klasi dusikovih heterocikla
skupine hibrida 1,2,3-triazola i 5-bromuracila, kao mogucu ciljnu biolosku molekulu odabrao
sam timidilat-sintetazu (TS) je su strukturno oponasaju prirodne nukleozide. Poznati inhibitori
tog enzima: tomudeks, nolatreks, pemetreks i metotreksat (slika 20), su takoder iz skupine
dusikovih heterocikla 1 upotrebljavaju se kao kemoterapeutici u lijeCenju karcinoma®. Oni
pripadaju u skupinu antifolata jer se vezu na mjesto ko-faktora enzima TS pri ¢emu nastaje
kompleks 5,10-metilentetrahidrofolat s enzimom i supstratom dUMP (deoksiuridin-
monofosfat) te time zaustavljaju sintezu dTMP (deoksitimidin-monofosfat). Ta enzimski
katalizirana reakcija vazna je za sintezu gradevnih blokova DNK i RNK, a inhibiranjem

enzimske reakcije u tumorskim stanicama onemogucena je progresivna dioba stanica .

Kao prvi stupanj u testiranju te pretpostavke primijenjeno je molekulsko modeliranje,
koje je znatno jeftinije od primjene in vitro bioloskih testiranja i jedan je od temeljnih pristupa
u racionalnom dizajnu novih inhibitora. Molekulsko modeliranje obuhvaéa primjenu raznih
teorijskih pristupa i raCunalnih tehnika s ciljem da se opiSe i razumije ponasanje molekula. U

ovom radu primijenio sam racunsku tehniku molekulskog uklapanja (engl. molecular
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docking) pomoéu programa AutoDock 4**. Molekulsko uklapanje zahtijeva poznavanje 3D

strukture proteina kao i mehanizam djelovanja enzima i njegovih inhibitora.

Iz baze RCSB Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do) preuzeta je
kristalna struktura IHVY TS-e u kompleksu sa supstratom dUMP i inhibitorom tomudeskom
(raltitreksetom). Kao referentne molekule za procjenu nacina i jaCine vezanja uzeti su 5,10-
metilentetrahidrofolat i komercijalni inhibitori TS-e prikazani na slici 20. Za testiranje
moguce aktivnosti novosintetiziranih spojeva na TS-u, odabrani su spojevi koji su pokazali

citotoksi¢nu aktivnost na razne vrste stani¢nih linija (tablica 2).

Tablica 3. Izracunate vrijednosti relativne molekulske mase (M,), oktanol-voda particijskog

koeficijenta (logP) i energija vezanja za poznate inhibitore TS i ko-faktor TS-e i 8 novih spojeva.

Spoj Mr logP Energija vezanja
(kcal)
tomudeks 458,496 -0,671 -10,93
5,10- 457,447 -2,326 -10,54
metilentetrahidrofolat
nolatreks 284,344 1,819 -8,62
pemereks 427,417 -1,529 -10,35
metotreksat 456,463 -3,061 -8,94
Novosintetizirani spojevi
3 541,316 2,569 -10,2
4 643,116 5,655 -11,04
5 541,316 2,944 -10,08
6 574,226 3,597 -10,6
7 444,245 1,899 -9,27
8 366,150 1,314 -8,4
9 417,050 2,857 -8,39
10 382,605 1,828 -8,65

*Vrijednosti logP izracunate su pomoc¢u web programa Molinspiration

(http://www.molinspiration.com/).
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Slika 20. Kofaktor i inibitori TS upotrebljeni kao referentne molekule za procjenu nacina i
jakosti vezanja novosintetiziranih derivata u vezno mjesto koenzima TS-e.
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Slika 21. Osam novosintetiziranih spojeva odabranih za in silico analizu vezanja na TS.
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Slika 22. Usporedba mjesta vezanja tomudeksa iz kristalne strukture 1HVY i mjesta vezivanja
predvidenim postupkom molekulskog uklapanja(oznacen crvenom bojom).

LYS77

GLu87

Slika 23. Interakcije enzima i inhibitora tomudeksa u aktivnom mjestu.
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Molekulsko uklapanje je ispravno predvidjelo nacin vezanja tomudeksa u kofaktorsko
mjesto enzima u skladu s kristalnom strukturom 1HVY (slika 22). Aktivho mjesto je
karakterizirano s aminokiselinama koje sudjeluju u ostvarivanju interakcija sa supstratom.
Uzimajué¢i tomudeks kao referentni supstrat uocavamo da vrlo vazna interakcija koja se
ostvaruje u veznom mjestu kofaktora je ona s molekulom supstratom dUMP-om (slika 23).
Tomudeks tvori i vodikove veze s aminokiselinama Gly 222, i Phe 80, te vrlo jake ionske
veze s aminokiselinskim ostacima Lys 77 i Val 79 (slika 23). Od hidrofobnih interakcija treba
spomenuti interakcije sa Leu 221, Phe 225, Tyr 258, Met 311 i Ala 312. Sli¢ni nacini vezanja
dobiveni su 1 za ostala tri inhibitora kao 1 za kofaktor kao $to se vidi na grafickom prikazu

(slika 24).

Slika 24. Uklapanje poznatih inhibitora u vezno mjesto ko-faktora od TS (crvenom bojom
prikazan 5,10-metilentetrahidrofolat, zelenom tomudex, plavom bojom nolatreks, cijano bojom
pemetreks, zutom bojom metoreksat).

Predvidene energije vezanja su prikazane u tablici 3. Prema izraunatim vrijednostima
energije vezanja, najbolje vezanje za enzim pokazuje inhibitor tomudeks u usporedbi s 5,10-
metilentetrahidrofolatom, prirodnim kofaktorom enzima TS. Poznati inhibitori pokazuju
slicnosti prilikom nacina vezanja na aktivnho mjesto enzima. Predvidene energije vezanja za

inhibitore krecu se od -9 kcal/mol do -11 kcal/mol, a tomudeks kao referetni spoj ima energiju
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vezanja -10,93 kcal/mol. Analogan postupak primijenjen je i za novosintetizirane spojeve 3—6
i 7-10.

Izabrani potencijalni inhibitori 3-6 i 7-10 podijeljeni su u dvije skupine prema
strukturnim znacajkama: N-1,N-3-disupstituirane (3-6) i1 N-1-monosupstituirane (7-10)
triazolne derivate 5-bromuracila. Za te dvije skupine predvideni su drugaciji nacini vezanja.
Zbog veli¢ine prva skupina disupstituiranih spojeva (3—-6) ne ulazi u vezno mjesto nego
ostvaruje interakcije s aminokiselinskim ostacima na ulazu u njega. Osim spoja 5, spojevi ove
skupine ne ostvaraju interakciju s molekulom dUMP-om (slike 33—36). Spoj 5 jedini pokazuje
interakciju s dUMP jer ulazi dublje u vezno mjesto te se time izdvaja od ostalih spojeva iz
prve skupine kao potencijalnog inhibitora timidilat-sintetaze. Spojevi 3, 4 i 6 poput
tomudeksa ostvaruju interakcije s aminokiselinskim ostacima Lys 77, Leu 221, Met 311, Phe
225.

Slika 25: Prikaz energijski najboljih na¢ina vezanja za spoj 10 (zelenom bojom oznacen
tomudeks, crvenom bojom prikazan ko-faktor, a plavom spoj 10)
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Druga skupina spojeva 7-10 (slike 37—40) takoder pokazuju vezivne razlike od poznatih
inhibitora. Spoj 9 se izdvaja na¢inom vezanja i njegov nacin vezanja se najviSe poklapa s
onim od kofaktorom i referentnih inhibitora (slika 26). On takoder ostvaruje vodikove veze s
aminokiselinama Ile 307, Val 79, Lys 77 kao i tomudeks, kao i istaknutije hidrofobne
interakcije s Phe 225 i Met 311. Valja naglasiti da svi spojevi druge skupine 7-10 ulaze u
aktivno mjesto i ostvaruju interakciju s dUMP. U svim slu¢ajevima fragment odgovoran za
interakciju s dUMP je pirimidinski prsten (slika 27). Predvidene energije vezanja za
novosintetizirane spojeve su uglavnom unutar raspona predvidenog za komercijalne inhibitore
ili nesto nize (Tablica 3). Vece energije vezanja za spojeve 3—6 u odnosu na spojeve 7—10 su
primarno rezultat njihove veée molekulske mase i lipofilnosti logP (tablica 3) Sto ne znace
nuzno da su oni potencijalno bolji inhibitor TS-e. Na temelju dobivenih prikazanih
preliminarnih rezultata molekulskog uklapanja mogu se predloziti daljnje kemijske
transformacije 1,2,3-triazolnog prstena vezanog na N-1 polozaj pirimidinskog prstenu s ciljem
dobivanja jaceg vezivanja ispitanog spoja. Pored navedenog, mozemo zakljuciti da N-1
monosupstituirani triazolni derivati pirimidina pokazuju potencijal inhibiranja na analogan
nacin kao 1 poznati antifolatni inhibitori. Kona¢nu potvrdu inhibitornog djelovanja na enzim

TS provest ¢e se testiranjem in vitro inhibicije enzima.

Slika 26: Prikaz energijski najboljih nacina vezanja za spoj 9 (zelenom bojom oznacen
tomudeks, crvenom bojom prikazan ko-faktor, a plavom spoj 9)
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i

Slika 27. Prikaz energijski najboljih nadina vezanja za spoj 5 i 9 (zelenom bojom oznacen
tomudeks, crvenom bojom prikazan ko-faktor, zutom bojom spoj 5 i plavom spoj 9).
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J Pripravljeni su N-1,N-3-dipropargilni derivati 5-bromuracila (1-2), N-1-propargilni
derivat benzimidazola (11) i N-1-propargilni derivati 5-joduracila (12—13) kao prekursori za

sintezu hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina.

° Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom, nazvanom ,klik*“ reakcijom,
uspje$no su sintetizirani ciljani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati 5-bromuracila.
Priprava N-1 i N-3 disupstituiranih hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina 3—-6 provedena je
pomocu odgovarajuceg aromatskog azida, Na-askorbata, CuSQO,, pri sobnoj temperaturi, dok
se sinteza N-1 monosupstituiranih hibrida 1,2,3-triazola 1 pirimidina (7-10) odvijala
primjenom mikrovalova pri temperaturi od 80 °C i 300 W uz katalizatore Cu(0), 1M CuSO4
u smjesi vode i organskih otapala. Mozemo zakljuciti da je usporedbom dviju sintetskih
metoda priprava spojeva 7-10 prihvatljivija za okoli§ jer se odvijala znatno krace vrijeme
(45 min), uz bolje iskoristenje reakcije i manje toksi¢an izbor otapala. Takoder je primjenom
»klik® kemije sintetiziran hibrid purinskog izostera, benzimidazola i 1,2,3-triazola (11)

supstituiranim s p-klorfenilnim prstenom.

o Sonogarshira-inom reakcijom N-1 triazolnih derivata 5-joduracila (14-16) i
izabranih alkina pomoc¢u paladija kao katalizatora, Cul kao ko-katalizator i N,N-
dizopropiletanilamina sintetizirani su bicikli¢ki 6-supstituirani  (17b—29b) i 5,6-

disupstituirani furo[2,3-d]pirimidinski (17a—29a) derivati.

. Novopripremljenim spojevima potvrdena je struktura primjenom spektroskopije *H- i
C-NMR. Odredena je rendgenska strukturna analiza furo[2,3-d]pirimidinskog derivata 17a
kojom je potvrdeno naknadno vezivanje etinilciklopropanskog lanca u polozaju C-5

furanskog prstena.

J Rezultati ispitivanja antitumorskog djelovanja na stani¢ne linije HeLa (karcinom
vrata maternice), SW620 (karcinom debelog crijeva), Hep-G2 (karcinom jetre), CFPAC-1
(karcinom gusterace), A549 (karcinom pluca) i 3T3 (normalne fibroblaste porijeklom iz
misa) za spojeve 3-11 pokazali su da je spoj 11 imao najucinkovitije i selektivno

protutumorsko djelovanje na karciom plu¢a. Spojevi 5, 6 i1 9 imali su inhibitorno djelovanje
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na sve ispitane stani¢ne linije. Spoj 3 imao je najvecu djelotvornost na karcinom debelog

crijeva, karcinom jetre i karcinom gusterace.

o Molekulsko modeliranje spojeva 3—-10 na enzim timidilat-sintetazu pokazalo je da
ispitani spojevi imaju potencijal inhibitornog djelovanja navedenog enzima. Spojevi 5 i 9
pokazali su najbolje preklapanje veznih mjesta s poznatim inhibitorima takoder i sa
molekulom dUMP, dok su spojevi 7, 8, 10 ostvaruju vaznu interakciju s dUMP-om u

aktivnom mjestu enzima.
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TOMISLAV GREGORIC

SINTEZA | MOLEKULSKO MODELIRANJE NOVIH HIBRIDA 1,2,3-TRIAZOLA |
PIRIMIDINA S POTENCIJALNIM PROTUTUMORSKIM DJELOVANJEM

Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom, nazvanom ,klik“ reakcijom,
sintetizirani su ciljani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati 5-bromuracila (3-10) i 5-
joduracila (14-16). Priprava N-1,N-3-disupstituiranih hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina (3-6)
provedena je pomocéu odgovaraju¢ih aromatskih azida, Na-askorbata, CuSO, pri sobnoj
temperaturi. Sinteza N-1 monosupstituiranin hibrida 1,2,3-triazola i pirimidina (7-10)
odvijala se je primjenom mikrovalova pri temperaturi od 80 °C i 300 W uz katalizatore Cu(0),
1M CuSO,. Nadalje, Sonogarshira-inom reakcijom N-1 triazolnih derivata 5-joduracila
(14-16) i izabranih alkina pomoc¢u paladija kao katalizatora, Cul kao ko-katalizatora i N,N-
diizopropiletilamina sintetizirani su 5,6-disupstituirani (17a—29a) i 6-supstituirani biciklicki
furo[2,3-d]pirimidinski (17b—29b) derivati. Novopripremljenim spojevima potvrdena je
struktura primjenom spektroskopije *H i *C NMR. Za furo[2,3-d]pirimidinski derivat 17a
odredena je rendgenska strukturna analiza. Rezultati antitumorskih ispitivanja za spojeve
3-11 pokazali su da je spoj 11 imao najucinkovitije i selektivno protutumorsko djelovanje na
karcinom pluc¢a (A549) (ICso = 0,79 uM). Spojevi 3, 5, 6 i1 9 imali su snazno, ali i neselektivno
inhibitorno djelovanje na karcinom vrata maternice (HelLa), karcinom debelog crijeva
(SW620), karcinom jetre (Hep-G2) i karcinom gustera¢e (CFPAC-1). Rezultati molekulskog
modeliranja novosintetiziranih pirimidinskih 1,2,3-triazolnih derivata (3-10) na enzim
timidilat-sintetazu pokazali su moguce naCine vezivanja i interakcije ispitanih spojevi u
aktivnom mjestu enzima te su postavili osnove za daljnja istrazivanja mehanizma
protutumorskih djelovanja pirimidinskih spojeva koji su strukturno srodni prirodnim

nukleozidima.

Kljuéne rijeci: klik kemija, 1,3-dipolarna cikloadicija, hibridi 1,2,3-triazola i pirimidina,

furo[2,3-d]pirimidini, timidilat-sintetaza.
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SUMMARY

TOMISLAV GREGORIC

SYNTHESIS AND MOLECULAR MODELING OF NOVEL 1,2,3-TRIAZOLE AND
PYRIMIDINE HYBRIDS WITH POTENTIAL ANTICANCER ACTIVITY

Regioselective 1,3-dipolar cycloaddition, know as the "click" reaction was performed in order
to synthesize the target 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole derivatives of 5-bromouracil (3-10)
and 5-iodouracil (14-16). N-1,N-3-disubstituted 1,2,3-triazole and pyrimidine hybrids (3—-6)
were prepared using the corresponding aromatic azide, Na-ascorbate and CuSO,4 at room
temperature. N-1 monosubstituted 1,2,3-triazole and pyrimidine hybrids (7-10) were
synthesized under microwave irradiation using Cu(0) and 1 M CuSQ, as catalysts, at 80 °C
and 300 W. Furthermore, Sonogashira reaction of 5-iodouracil N-1 triazole derivatives
(14-16) and selected alkynes using Pd, as a catalyst, Cul, as co-catalyst, and N,N-
diisopropylethylamine, yielded the novel 5,6-disubstituted (17a—29a) and 6-substituted
bicyclic furo[2,3-d]pyrimidine (17b—29b) derivatives. The structures of the prepared
compounds were confirmed using *H and **C NMR spectroscopic analysis. The structure of
the furo[2,3-d]pyrimidine derivative 17a was unambiguously confirmed by X-ray crystal
structure analysis. Antitumoral evaluations of compounds 3—11 showed that the compound 11
exhibited marked and selective antitumor activity against lung cancer (A549) (ICsp = 0.79
uM). Also, compounds 3, 5, 6 and 9 showed pronounced, but nonselective inhibitory effects
against cervical cancer (HelLa), colon carcinoma (SW620), liver cancer (Hep G2) and
pancreatic cancer (CFPAC-1). Molecular modeling of novel pyrimidine 1,2,3-triazole
derivatives (3—10) with the enzyme thymidylate synthetase showed possible ways of binding
interactions in the active site of the enzyme which can be used as basis for further studies of
the mechanism of antitumor activity of pyrimidine analogs structurally related to natural

nucleosides.

Keywords: click chemistry, 1,3-dipolar cycloaddition, hybrids of 1,2,3-triazole and
pyrimidine, furo[2,3-d]pyrimidines, thymidylate synthase
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Stepani¢, T. Gazivoda-Kraljevi¢, S. Rai¢-Mali¢. Derivati purinskih bioizostera i pirimidina s
1,2,3-triazolom kao farmakoforom // 24. Hrvatski skup kemicara i kemijskih inZenjera,
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Slika 28. Kompleksa timidilat-sintetaze i tomudeksa s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu
tomudeksa i TS-e; (b) povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s tomudeksom.
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PRILOZI

Slika 29. Kompleks proteina i 5,10-metilentetrahidrofolata s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu
5,10-metilentetrahidrofolata i TS-e; (b) povrSina TSe koja sudjeluje u interakciji s 5,10-
metilentetrahidrofolatom.
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Slika 30. Kompleks proteina i permetreksa s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu permetreksa i TS-
e; (b) povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s permetreksom.
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Slika 31. Kompleks proteina i metroteksa s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu metroteksa i TS-¢;
(b) povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s metroteksom.

Acceptor -

b)

80



PRILOZI

Slika 32. Kompleks proteina i noraroteksa s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu noraroteksa i TS-
e; (b) povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s noraroteksom.
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Slika 33. Kompleks proteina i spoja 3 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 3 i TS-¢; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 3.
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Slika 34. Kompleks proteina i spoja 4 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 4 i TS-¢; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 4.
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Slika 35. Kompleks proteina i spoja 5 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 5 i TS-¢; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 5.
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Slika 36. Kompleks proteina i spoja 6 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 6 i TS-e; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 6.
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PRILOZI

Slika 37. Kompleks proteina i spoja 7 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 7 i TS-¢; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 7.
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Slika 38. Kompleks proteina i spoja 8 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 8 i TS-¢; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 8.
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Slika 39. Kompleks proteina i spoja 9 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 9 i TS-¢e; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 9.
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Slika 40. Kompleks proteina i spoja 10 s prikazom: (a) vazne interakcije izmedu spoja 10 i TS-¢; (b)
povrsina TS-e koja sudjeluje u interakciji s spojem 10.
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